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RESUMO
SILVA, R. R. de O. Sintese da Pioglitazona e Lobeglitazona em batelada e microrreator
capilar. 2023. 257 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Séo Paulo, S&o Paulo, 2023.

Sintese em fluxo em microrreatores € uma alternativa ao processo em batelada e vem sendo
incorporada a industria quimico-farmacéutica nos ultimos anos devido as suas vantagens,
particularmente a intensificacdo de processos, que pode levar a reducédo do tempo para um novo
medicamento ser colocado no mercado. As glitazonas sdo uma classe de farmacos que
combatem principalmente o diabetes mellitus tipo 2, uma das maiores preocupacdes na area da
salde. Este trabalho teve como objetivo a transposicdo da sintese dos farmacos Pioglitazona
(Actos®) e Lobeglitazona (Duvie®) do processo batelada para o processo em fluxo em
microrreator capilar, indicar uma equivaléncia de ambos os processos pelo nimero de
microrreatores em paralelo (nvr) e determinar pardmetros cinéticos e termodinamicos de cada
etapa das reacdes. Adicionalmente buscou-se determinar os mecanismos reacionais de cada
etapa da sintese destes farmacos pelo uso do software Gaussian 09%. Os resultados obtidos para
as reacOes intermedidrias da sintese do Pioglitazona, 2-(5-etilpiridin-2-il)etilmetanosulfonato
(2P) e (2)-5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona (4P) atingiram
rendimentos de 66 e 85,3% e nvr = 4,4 e 2, a 25 e 120°C, respectivamente, N0 processo em
fluxo, ja 4-(2-(5-¢etilpiridin-2-il)etoxi)benzaldeido (3P) e Pioglitazona atingiram 54% e 100%,
a 25°C em batelada. Uma nova rota de sintese deste farmaco foi desenvolvida e solicitada
patente (BR 10 2021 006604 0). Para Lobeglitazona, 4-cloro-6-(4-metoxfenoxi)pirimidina (1L),
2-[[6-(4-metoxifenoxi)pirimidin-4-il](metilamino]etan-1-ol (2L) e 5-[4-(2-{[6-(4-
metoxifenoxi)pirimidin-4-iljmetilamino}etoxi)benzilideno]tiazolidina-2,4-diona (4L)
atingiram rendimentos de 28, 61 e 32%, nmr=1,4,0,8 € 2,5, 2 25, 160 e 120°C, respectivamente
em fluxo, enquanto 4-(2-((6-(4-metoxifenil)pirimidin-4-il)(metil)amino)etoxi)benzaldeido
(3L) e Lobeglitazona atingiram 73 e 100%, a 60 e 25°C, respectivamente, no processo batelada.
Foram determinados todos os parametros cinéticos e termodinamicos das reagdes de formacédo
dos produtos intermediarios de ambos os farmacos. Os resultados indicam que a transposicao
de ambas as sinteses do processo batelada para fluxo em microrreatores podem ser vantajosas

em escala industrial.

Palavras-chave: Microrreatores. Fluxo continuo. Batelada. Pioglitazona. Lobeglitazona,



ABSTRACT
SILVA, R. R. de O. Synthesis of Pioglitazone and Lobeglitazone in batch and capillary
microreactor. 2023. 257 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Flow synthesis in microreactors is an alternative to the batch process and has been incorporated
into the chemical-pharmaceutical industry in recent years due to its advantages, particularly the
process intensification, which can lead to a reduction in the time for a new drug to be placed
the market. Glitazones are a drug class that mainly fight type 2 diabetes mellitus, one of the
biggest concern in the health area. This work aimed to transpose the synthesis of Pioglitazone
(Actos®) and Lobeglitazone (Duvie®) from batch to flow process in a capillary microreactor,
indicating equivalence of both processes by the number of microreactors in parallel (nwr) and
determine kinetic and thermodynamic parameters of each step of both reactions. Additionally,
we sought to determine the reaction mechanisms of each stage of the synthesis of these drugs
using the Gaussian 09® software. Additionally, determining the reaction mechanisms of each
step of both synthesis pathways of these drugs using the Gaussian 09® software. The results
obtained for the intermediate reactions of the synthesis of Pioglitazone, 2-(5-ethylpyridin-2-
yl)ethylmethanesulfonate (2P) and (2)-5-(4-(2-(5-ethylpyridin-2-
yl)ethoxy)benzylidene)thiazolidine-2,4-dione (4P) reached yields of 66 and 85.3% and nwr =
44 and 2 at 25 and 120°C, respectively, in flow process, while 4-(2-(5-ethylpyridin-2-
yl)ethoxy)benzaldehyde (3P) and Pioglitazone reached 54% and 100% at 25°C in batch. A new
synthesis route for this drug was developed and patented (BR 10 2021 006604 0). For
Lobeglitazone, 4-chloro-6-(4-methoxyphenoxy)pyrimidine (1L), 2-[[6-(4-
methoxyphenoxy)pyrimidin-4-yl](methylamino]ethan-1-ol  (2L) and  5-[4-(2-{[6-(4-
methoxyphenoxy)pyrimidin-4-ylJmethylamino}ethoxy)benzylidene]thiazolidine-2,4-dione

(4L) achieved yields of 28, 61 and 32% nwr=1. 4, 0.8 and 2.5 at 25, 160 and 120°C respectively
in flow, while 4-(2-((6-(4-methoxyphenyl)pyrimidin-4-
yl)(methyl)amino)ethoxy)benzaldehyde (3L) and Lobeglitazone reached 73 and 100% at 60
and 25°C, respectively, in batch process. All kinetic and thermodynamic parameters of the
intermediate product reactions of both drugs were determined. The results indicate that the
transposition of both syntheses from the batch to flow process in microreactors can be

advantageous on an industrial scale.

Keywords: Microreactors. Continuous flow. Batch. Pioglitazone. Lobeglitazone.
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1 INTRODUCAO

A intensificacao de processos (IP) é uma ciéncia interdisciplinar que sugere a busca por
novas rotas, processos e equipamentos que levam a reducdo do numero de etapas de sintese e
de purificacdo dos produtos, reducdo do volume dos equipamentos e, consequentemente, do
tamanho das plantas quimicas, reducdo de custos operacionais, reducéo do consumo de energia,
aumento da produtividade e reducdo da geracdo de residuos, e tecnologia de producdo mais
barata e sustentavel (STANKIEWICZ; MOULIJN, 2000). Um conceito tradicional e anterior
ao conceito da intensificagdo de processos é o de otimizacdo de processos existentes, que
consiste na busca por novas condi¢fes operacionais para aumentar a eficiéncia do processo em
termos de balangco material e de energia, aumentando a conversdo dos reagentes, rendimento e
seletividade de produtos, com maior pureza e qualidade (STANKIEWICZ; MOULIJN, 2000).

Ambos 0s conceitos ja estdo sendo integrados a industria quimico-farmacéutica, tendo
em vista que as grandes industrias da area, como Boehringer, Pfizer, Eli Lilly, Glaxo-
SmithKline, DSM, Johnson & Johnson, AstraZeneca e Merck, em consenso, definiram os dez
principais pontos para pesquisa sustentavel: (1) processos continuos; (2) bioprocessos; (3)
tecnologia de reacdo e separacdo; (4) escolha adequada de solventes; (5) intensificacdo de
processos; (6) analise de ciclo de vida; (7) integracdo quimica e engenharia; (8) aumento de
escala; (9) intensidade da energia do processo; (10) integracio massa/energia. E possivel
observar que os pontos 1 a 5 se referem parcialmente, a otimizacdo de processos quimicos
sintéticos, enquanto os pontos 6 a 10 se referem a intensificacdo de processos (HESSEL et al.,
2013). Ndo ha como negar que exista uma sinergia nos conceitos apresentados e a ligacao entre
eles é a sintese quimica em fluxo e sua unidade bésica de processamento, 0s microrreatores
(BAXENDALE, 2013).

A Tecnologia de Microrreatores (TMR) explora fenébmenos microfluidicos em relacao
a mistura, separacgdo, transferéncia de massa e de calor. Suas vantagens podem ser definidas
como fluxo Unico e multifasico bem definidos, pequenas distancias para difusdo das espécies
quimicas, elevadas taxas para transferéncia de calor, devido a alta relacdo superficie/volume
(HESSEL et al., 2013).

A sintese quimica vem sendo realizada e aprimorada por mais de 200 anos e suas
técnicas sdo muito bem estabelecidas e comprovadas. Com base nisto, qual a necessidade de
considerar mudangas com base nos principios da IP e quais sdo os reais beneficios para essa

mudanca? Essa é a pergunta que pesquisadores da academia e industria fazem e pode levar anos
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para se atingir uma real concluséo. Afinal, o baldo de vidro, agitador magnético, condensador,
banho Maria, etc. sdo equipamentos amplamente utilizados no laboratério quimico e vém
servindo satisfatoriamente na sintese de produtos em processo batelada. De fato, existe um
desconhecimento por grande parte dos pesquisadores a respeito da quimica em fluxo e quéo
vantajosa ela pode ser para a pesquisa cientifica aplicada a busca por novos farmacos, e,
particularmente, para indUstria quimico-farmacéutica, aplicada também a producéo em escala
comercial (BAXENDALE, 2013).

A indastria quimico-farmacéutica tem caracteristicas de baixa demanda, alto valor
agregado, reacfes em multiplas etapas, reagentes e produtos perigosos ou muito toxicos, baixo
rendimento e curto prazo de patente, usualmente de 20 anos (WIRTH, 2013). Para gerar o
retorno de elevados investimentos, da ordem de 10° US$ em 10 anos, até que o medicamento
possa ser comercializado, € necessario reduzir o tempo entre a descoberta de uma molécula com
atividade farmacolégica e sua producdo industrial, diminuindo o nUmero de etapas,
principalmente para o scale-up que, por métodos tradicionais pode demandar alguns anos e
gastos substanciais decorrentes da construcdo/operacdo de plantas piloto (GUTMANN;
CANTILLO; KAPPE, 2015; PORTA; BENAGLIA; PUGLISI, 2016). Em reatores de tanque
agitado operando em processo batelada ou, de modo simplificado, reatores batelada, 0 aumento
de escala é realizado com o aumento do volume dos reatores, no entanto, sdo observados pontos
quentes, dificuldade em manter a troca térmica e agitacdo eficiente (KRTSCHIL et al., 2009;
TONHAUSER et al., 2012). Em microrreatores operando em fluxo estas ineficiéncias sdo
evitadas, pois 0 aumento de escala de producéo é possivel dispondo microrreatores em paralelo
em condi¢des operacionais idénticas de temperatura e de tempo médio de residéncia,
denominado numbering-up (SOUZA; MIRANDA, 2014). Em razdo desta caracteristica de
processo, a inddstria quimico-farmacéutica pode ser beneficiada com a TMR, que também
permite a realizacdo de sinteses completas incluindo etapas intermediarias de purificacao,
introducdo de reagentes ao longo do processo e construcao de mini plantas completas de sintese
e, desta forma, atender a producéo industrial (BRITTON; RASTON, 2017).

Dentre as classes de farmacos mais consumidos no mundo estdo aqueles indicados no
tratamento de diabetes mellitus, que é uma das maiores preocupacdes na area da salde. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que mais de 180 milhdes de pessoas tenham esta
doenca e este numero pode chegar a 366 milhdes em 2030 (DARWISH et al., 2016). Muitos
fatores levam esta doenca a ter carater epidémico, tais como estilo de vida sedentério, aumento
do consumo de alimentos industrializados, responsavel por uma alimentacdo inadequada
(DARWISH et al., 2016; MAJI; SAMANTA, 2017). A doenca, caracterizada pelo aumento do
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nivel de glicose no sangue devido a interferéncia na atuacdo da insulina no corpo, possui alguns
tratamentos j& estabelecidos, como a readequacdo do estilo de vida e uma dieta mais
equilibrada, aliada ao uso de medicamentos que ajudem a sensibilizar a insulina, tais como
metformina e glitazonas, que sao indicadas pelo American Association for the Study of Liver
Diseases (AASLD) e American Gastroenterological Association (AGA) (AHMADI et al., 2016;
DARWISH et al., 2016; LEE et al., 2017).

As glitazonas, que possuem o grupo da tiazolidina-2,4-diona, sdo conhecidas por
apresentarem diversas atividades biologicas, como antihiperglicémica no tratamento de
diabetes mellitus tipo 2, anti-inflamatéria, anti-malarial, antioxidante, antitumoral,
antimicrobiana e, recentemente, inibidor da HIV-1-RT (BAHARE et al., 2015). No mercado,
elas sdo comercializadas com os nomes Pioglitazona (Actos®), Rosiglitazona (Avandia®) e
Lobeglitazona (Duvie®), mas apenas utilizados no tratamento de diabetes (SOHN et al., 2018).

A implantacdo efetiva da TMR na indlstria quimico-farmacéutica nacional
possibilitaria 0 aumento da producdo, reducdo de custos e maior participacdo no mercado
mundial de medicamentos e maior participacdo no desenvolvimento de novos farmacos.
Portanto, € de fundamental importancia a promocao da TMR aplicada a sintese de farmacos,
por ser uma tecnologia promissora, pouco difundida no Brasil e suas vantagens de processo em
relacdo a reatores batelada podem ajudar na producdo e introdugdo mais rapida no mercado de
farmacos que combatem doencas epidémicas, tal como o diabetes mellitus tipo 2.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MICRORREATORES

Muito se tem estudado, nas Ultimas décadas, sobre a miniaturizacdo de equipamentos
com o propoésito de intensificacdo de processos tecnoldgicos. Tecnologia de processo e
tecnologia de microssistemas sdo temas interdisciplinares que abrangem as areas da quimica,
fisica, bioldgica e de engenharias. Pesquisadores da &rea académica e industrial trabalham em
novas técnicas e equipamentos que podem levar a mudangas da concepcdo de uma planta
industrial, possibilitando desenvolver processos compactos, seguros e eficientes em termos de
energia e sustentabilidade. Estas premissas tém foco no conceito de Intensificacdo de Processos
que consiste em desenvolver equipamentos e técnicas que, comparados com 0s equipamentos
e técnicas ja utilizados, permitam aprimoramento nas técnicas de producdo e processamento,
reducdo de tamanho dos equipamentos, reducao e conexao de unidades de processos, aumento
da produtividade, reducao do consumo de energia e da geracao de residuos, obtendo assim uma
tecnologia de menor custo e sustentavel (STANKIEWICZ; MOULIJN, 2000, KOCKMANN,
2008).

A induastria de transformacdo, como a industria quimica e a quimico-farmacéutica,
tradicionalmente utiliza grandes reatores batelada, entretanto, a sintese em fluxo tem tomado a
atencdo deste setor por conta dos conceitos de Intensificacdo de Processos. Por muito tempo o
processo continuo esteve ligado apenas ao setor petroquimico e de commodities, nas quais
plantas dedicadas provaram ser mais economicamente viaveis, porém, recentemente, o0 uso da
qguimica em fluxo na preparacdo de produtos naturais e de farmacos vem sendo utilizado
principalmente em laboratérios de pesquisa de universidades de todo 0 mundo por conta da
maior eficiéncia, seguranca e automatizacdo na sintese de produtos de alto valor agregado
(PORTA; BENAGLIA; PUGLISI, 2016, BRITTON; RASTON, 2017).

Os reatores em miniatura para utilizagdo em escala laboratorial podem ser classificados
em meso- e microrreatores, sendo que o primeiro tem dimensdes entre 1 e 10 mm, e o ultimo,
com maior utilizacdo em pesquisas académicas, tem dimensdes menores que 1 mm (WILES;
WATTS, 2007).

Microrreatores sdo as unidades basicas de transformacdo quimica na sintese em fluxo e
podem ser fabricados de diversos materiais que tenham caracteristicas de resisténcia quimica e

mecanica adequadas, como, por exemplo, vidro, ceramica, polimeros, metais, etc.
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(HAMIDOVIC; ENDER; SPRINGER, 2020). O exemplo de uma unidade basica de um

microrreator, ou microchip, € apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Exemplo de um microrreator de vidro, ou microchip, da marca Syrris, modelo Asia, de
volume interno de 250 pL

Fonte: https://syrris.com/modules/asia-microreactors/

Em comparacdo com reatores batelada, a sintese em fluxo em microrreatores permite
tempo de reacdo menor do que 0s usuais em reatores batelada. Os reatores batelada necessitam
usualmente de 4 etapas no processamento de uma carga de um produto (carregamento, reacao,
descarregamento e limpeza), enquanto na sintese em fluxo em microrreatores, 0s reagentes sao
constantemente bombeados ao microchip, onde a reacdo quimica especifica ocorre em um
ambiente altamente controlado. Desta forma, as varidveis operacionais que podem ser ajustadas
no processo em fluxo s&o a temperatura e o tempo médio de residéncia. (HAMIDOVIC;
ENDER; SPRINGER, 2020).

O pequeno diametro dos canais dos microrreatores possibilita um melhor controle da
temperatura e composicao do meio reacional mais homogéneo, radialmente, do que em reatores
batelada, além de ser possivel trabalhar de forma segura em temperatura, pressao e
concentracdo mais elevadas do que em reatores batelada (TONHAUSER et al., 2012;
STOUTEN et al., 2013). Suas vantagens em relacdo aos reatores batelada sé&o o excelente
controle de transferéncia de calor, devido a alta relacdo superficie/volume, homogeneizacao
mais eficiente, em razdo das pequenas distancias para difusdo, aumento da velocidade das
reacOes quimicas, alta conversdo, rendimento e seletividade, seguranca ao se trabalhar com
reagentes e produtos toxicos, reducéo da geracéo de residuos e aumento da pureza do produto.
A desvantagem desta tecnologia esta associada a rea¢fes que geram solidos e podem obstruir

0S microcanais. Meios reacionais heterogéneos sdo comuns em sintese organica, e é usual
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ocorrer a cristalizacdo de sais inorganicos e componentes insoltveis. Algumas técnicas que
auxiliam na reducé&o destes problemas se baseiam na troca do solvente, redugéo da concentragéo
do meio reacional ou 0 aumento do didmetro do microcanal do microrreator (TONHAUSER et
al., 2012; WILES; WATTS, 2012; XU et al., 2015; PORTA; BENAGLIA; PUGLISI, 2016).

A TMR possibilita um menor consumo de energia, construgdo modular, compacta e
flexivel a demanda, qualidade do produto melhorada devido a possibilidade de anélises em
tempo real e alteracdo rapida das variaveis operacionais, podendo ser aplicada a pesquisa e
desenvolvimento de produtos e aplicacdo industrial (WILES; WATTS, 2014; MANDITY et
al., 2015; BRITTON; RASTON, 2017). E possivel conduzir reagdes com solventes volateis &
altas temperaturas (acima da temperatura normal de ebulicdo), mantendo-os liquidos com
pressdes maiores do que a atmosférica, o que facilita a sua remoc¢do no final da reacéo, e
solventes em condicdo supercritica (STOUTEN et al., 2013). Em geral, o controle da
temperatura e da pressao sdo mais seguros quando comparados com reatores batelada, pois
trabalha-se com volumes menores, resultando assim em um processo mais confiavel e com alta
reprodutibilidade (MACHADO et al., 2014; PORTA; BENAGLIA; PUGLISI, 2016; ZHOU et
al., 2016). A facilidade na realizacdo de ensaios também acelera a criacdo de bibliotecas de
compostos quimicos, pois 0s ensaios podem ser realizados com pequenas quantidades de
reagentes, da ordem de mg/ensaio, e em pouco tempo, da ordem de minutos/ensaio (WILES;
WATTS, 2010).

A seguranca no trabalho € de suma importancia. O microrreator € intrinsecamente
seguro, pois o inventario de meio reacional é da ordem de mililitros, enquanto em reatores
batelada pode ser de varios metros cubicos. Os dados apresentados no Anuario Estatistico de
Acidentes de Trabalho (AEAT) de 2017, divulgado pela Secretaria de Previdéncia do
Ministério da Economia do Estado Brasileiro, o Gltimo anuério divulgado até o presente
momento, mostra que dentro das atividades de industria de transformacdo, a industria
farmacéutica tem menor incidéncia de acidentes de trabalho (1446 acidentes de trabalho em
2017) se comparados com outras atividades dentro desta categoria. Entretanto, a TMR néo é s6
aplicavel para a sintese de farmacos, como também para sintese de produtos quimicos organicos
e inorganicos (5167 acidentes de trabalho em 2017) e combustiveis (5358 acidentes de trabalho
em 2017) (MINISTERIO DA FAZENDA, 2017).

Constantemente é posto em ddvida que um equipamento em microescala possa atingir
a mesma producgdo de um reator batelada industrial. Os pesquisadores da area reconhecem esta
questdo, pois, de fato a produgdo de um microchip € menor do que um reator batelada industrial.

Em principio, existem trés estratégias para ampliar a escala de producéo baseada na TMR: (1)
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manter a solucdo de alimentacéo sendo bombeada para o microchip por longo periodo de tempo,
chamado de scaling-out; (2) aumentar o volume do reator continuo, conhecido como scaling-
up; (3) e o arranjo de microrreatores em paralelo, chamado de numbering-up. Neste Gltimo, em
vez de ajustar o processo de producdo a cada novo aumento de escala, tornando o reator cada
vez maior em relacdo ao seu volume, o processo em fluxo em microrreatores atinge altas taxas
de producdo atraves da replicacdo de sua unidade basica. Ou seja, apds o processo ser otimizado
em escala de laboratdrio, se dispde microchips em paralelo na condi¢ao operacional otimizada
de sintese do produto de interesse (MACHADO et al., 2014; PORTA; BENAGLIA; PUGLISI,
2016; QIU et al., 2019; HAMIDOVIC; ENDER; SPRINGER, 2020), conforme esquematizado
na Figura 2. Desta forma, evita-se a etapa de aumento de escala (scale-up) de um reator
batelada, uma das maiores dificuldades na transposicdo de uma sintese de escala laboratorial
para escala industrial, por conta de ineficiéncia de troca térmica e agitacdo (KRTSCHIL et al.,
2009; TONHAUSER et al., 2012).

Figura 2 - Representacdo de um esquema de microrreatores em paralelo (numbering-up)

Bomba 1 —-‘—::HHH}I[ ,,_:
O

i — Produto
b———— I

R

Microrreatores em paralelo

Fonte: Adaptado de Sali¢; Tusek; Zeli¢, 2012

A industria quimico-farmacéutica, que produz produtos de alto valor agregado, pode se
beneficiar com o arranjo de microrreatores em paralelo, pois o0 aumento de escala laboratorial
para a escala industrial € um dos maiores gargalos na producdo de farmacos. A partir das
condicgdes operacionais desenvolvidas em bancada de laboratorio, é possivel construir mini-
plantas industriais com microchips em paralelo, atingindo assim taxas de producdo em escala
industrial, economizando tempo de estudo de aumento de escala, conforme esquema
apresentado na Figura3 (BRITTON; RASTON, 2017).
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Figura 3 — Comparacgdo esquematica do tempo de producdo de um processo quimico em batelada e em
fluxo em microrreatores.
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Fonte: Hamidovi¢; Ender; Springer, 2020

O tema "microrreatores™ vem sendo bastante estudado nos ultimos 20 anos. A base de
dados Scopus®, da Elsevier®, um dos maiores bancos de dados de resumos e citagdes da
literatura cientifica, mostra que, segundo a Figura 4, abaixo, o primeiro artigo com a palavra
"microreactor” foi publicado em 1951, e até 1999, 863 artigos foram publicados sobre o tema.
Entretanto, entre os anos 2000 e 2022, 7068 artigos com o tema "microrreatores” esta presente

neste banco de dados, provando a relevancia cientifica sobre o tema.

Figura 4 - Incidéncia de artigos com o tema "microrreatores" no banco de dados cientificos Scopus® de

1951 a 2022.
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A industria quimico-farmacéutica reconhece a relevancia do tema e tem dado suporte
para pesquisas cientificas sobre sintese em fluxo continuo. Schaber et al., (2011), com o suporte
da industria farmacéutica Novartis, publicou um estudo da sintese do farmaco anti-hipertensivo
Alisquireno. O processo completo de sintese foi realizado em fluxo, incluindo etapas
intermediarias de purificacdo e formulacdo do farmaco. Adamo et al., (2016), em colaboragéo
com a empresa Norvatis, publicou um estudo de producdo completa do cloridrato de
difenidrimina (4500 doses/dia), cloridrato de lidocaina (810 doses/dia), cloridrato de fluoxetina
(100 - 200 doses/dia) e diazepam (3000 doses/dia).

A aproximacdo da industria farmacéutica & metodologia de Intensificacdo de Processos,
a partir da miniaturizagéo de equipamentos e conexao de processos de separagéo e purificacdo,
fez com que a Food and Drug Adminstration (FDA), agéncia federal do departamento de satde
e servicos humanos dos EUA, sinalizasse pela facilitacdo da implementacdo de producdo em
fluxo pelas indUstrias farmacéuticas, para melhorar a qualidade do produto e eliminar a escassez
de farmacos e recalls. Por exemplo, em um processo em batelada, a quantidade de farmaco a
ser produzida depende do tamanho do reator e de sua demanda, enquanto em um processo
continuo, a quantidade produzida, ou lote, pode ser definido por uma marcacao de data/hora,
quantidade de medicamento produzido ou a quantidade de reagente alimentado. Estes métodos
de controle permitem que o produtor isole a quantidade minima de produto que apresente nao
conformidade, reduzindo o desperdicio e a escassez do farmaco (LEE, 2017).

A sintese em fluxo continuo esta deixando de ser um tema restrito a pesquisas
académicas e atingindo novos alvos. Em 2014 foi assinado o0 Horizon 2020, um acordo da Unido
Europeia com fundos de 80 bilhdes de Euros que esta sendo destinados a pesquisa e inovacao
com o objetivo de produzir ciéncia de alta performance, remover barreiras de inovacgéo, tornar
mais simples o acordo entre setores publicos e privados para trabalharem juntos em inovacoes.
Os temas Intensificacdo de Processos e producdo em fluxo continuo foram abordados nesse
acordo (COMMISSION, 2015). A organizacdo Medicine 4 All, criada em 2014 pelo Dr. Frank
Gupton, da Boehringer Ingelheim’s North American com o suporte de grandes universidades
norte americanas, como a Universidade do Estado da Flérida e Massachusetts Institute of
Technology (MIT) e da Bill & Melinda Gates Foundation, que tem o objetivo de usar 0s
principios da Intensificacdo de Processos, como integracdo de operagfes unitarias, producéo
em fluxo continuo automatizada e reducéo de custos de operagdo, para producéo de farmacos
de alto valor agregado e distribui-los em paises com popula¢Bes carentes. Para provar o

conceito, Ziegler et al. (2018), com o apoio da Medicine 4 All, publicou os resultados da sintese
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em fluxo em sete etapas para produgdo do farmaco Dolutegravir, utilizado no tratamento de
HIV/AIDS.

Com todo este cenario descrito, fica claro que é necessario que a TMR seja melhor
difundida no Brasil, que carece de informacdes sobre as vantagens da sintese em fluxo em

microrreatores.

2.2 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus ¢ uma doenca cronica causada pela falta de producdo ou néo
absorcéo da insulina, hormdnio regulador da glicose no sangue e que promove o fornecimento
de energia para o organismo. Estima-se que no Brasil haja 13 milhGes de pessoas que possuam
a doenca, o que representa 6,9% da populagéo, enquanto no mundo, a Organiza¢do Mundial da
Saude estima que existam mais de 180 milhdes de pessoas com a doenca, com a estimativa de
haver 366 milhdes de casos até 2030 (DARWISH et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE,
2019). A melhor forma de prevenir a doenca é manter habitos saudaveis, realizando atividades
fisicas regularmente, manter uma alimentacdo equilibrada, evitando o consumo de alcool e
cigarro (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Existem varios tipos de diabetes, entretanto 0os mais comuns sdo o pré-diabetes, diabetes
tipo 1 e diabetes tipo 2. O pré-diabetes ocorre normalmente em hipertensos, obesos e/ou pessoas
com alteracGes nos lipideos e € diagnosticada quando os niveis de glicose estdo mais altos que
o normal, mas néo elevados o suficiente para ser diagnosticado com diabetes mellitus tipo 1 ou
2. Estima-se que 50% dos casos de pré-diabetes desenvolvam de fato a doenca. O diabetes
mellitus tipo 1 é uma doenca hereditaria, cronica e nao transmissivel que aparece com mais
frequéncia em criancas e adolescentes. N&o existe uma causa conhecida para o desenvolvimento
do tipo 1 e, dependendo da gravidade, pode ser controlada com planejamento alimentar e
atividades fisicas, entretanto, se agravada, pode ser necessaria a administracdo de insulina e/ou
outros medicamentos no controle da glicose (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Ja o diabetes mellitus tipo 2 € uma doenca metabolica principalmente causada pelo
sobrepeso, disposic¢ao genética e estilo de vida e ocorre quando o corpo ndo produz insulina ou
ndo a aproveita adequadamente. A doenga pode ser identificada a partir dos sintomas
hiperglicemia pos-prandial, hiperinsulinemia, reducdo na producdo da glicose hepatica e
reducdo na captacao da glicose (DEFRONZO, 2009; AKHTAR et al., 2015).
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Na maioria dos casos, o tipo 2 do diabetes mellitus participa de uma doenca inter-
relacionada conhecida como sindrome metabdlica. Além dos sintomas tipicos do diabetes
mellitus tipo 2, a sindrome metabolica pode ser identificada pelos seguintes fatores: aumento
da presséo sanguinea, aumento dos niveis de triglicérides e baixo nivel de lipoproteinas de alta
densidade (ALBERT]I et al., 2009).

Em linhas gerais, a combinacao dos sintomas citados pode levar ao alto risco de doencas
cardiovasculares, cegueira, faléncia renal e amputacdo de membros, se ndo tratada
corretamente. Além disso, o diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabdlica estdo ligadas a
doencas como artrite, declinio cognitivo, doenca cronica nos rins, doencas psiquiatricas e
aumento do risco de cancer. Consequentemente, um tratamento adequado do diabetes mellitus
¢ um importante passo para 0 aumento da qualidade e expectativa de vida dos pacientes
(HIDAYAT et al., 2019).

Varios farmacos podem ser utilizados para o tratamento do diabetes, como biguanidas,
sulfoniluréias, glinidas, inibidores de a-glicosidade, inibidores de DPP-4, sequestradores de
acidos biliares, agonistas de dopamina-2, receptores agonistas de GLP-1, miméticos de amilina,
insulina e glitazonas (INZUCCHI et al., 2012).

2.2.1 Glitazonas

A classe de farmacos glitazonas, também chamadas comumente de tiazolidinadionas,
devido ao seu nucleo farmacoférico tiazolidina-2,4-diona, € o Unico agente antidiabético que
possui funcdo predominante de sensibilizador de insulina nos tecidos periféricos e hepaticos,
envolvendo-os e ativando o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PPARY),
presentes nestes tecidos (ALAM et al., 2019).

As pesquisas sobre o uso de glitazonas aplicados ao tratamento de diabete mellitus tipo
2 iniciaram-se na década de 1990. A Ciglitazona, Englitazona, Darglitazona e KRP-297 foram
0s primeiros protétipos desta classe, porém ndo chegaram a ser comercializadas, sendo o seu
desenvolvimento interrompido ainda em estudos clinicos. Entre 1997 a 1999 a Troglitazona
(Rezulin®), Rosiglitazona (Avandia®) e Pioglitazona (Actos®) foram aprovados pelo FDA e
comercializadas. Em 2000, ap6s estudos indicando severa toxicidade hepética, a Troglitazona
foi descontinuada e retirada do mercado, enquanto a Rosiglitazona teve seu uso gquestionado
apos surgirem estudos sugerindo que seu uso colocava em risco a seguranca cardiovascular no

paciente. Em 2010 o FDA restringiu seu uso e em 2013 revisou sua decisdo apds anélise de
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estudo de caso envolvendo 4447 pacientes com diabetes mellitus tipo 2 onde ndo foi detectado
nenhum aumento da incidéncia de infarto do miocardio ou morte causada por doencas
cardiovasculares devida a administracdo da Rosiglitazona, porém sua reputacgéo foi afetada apds
sua retirada do mercado. A Pioglitazona e Lobeglitazona (Duvie®), sendo esta ultima
comercializada apenas na Coreia do Sul, sdo as Unicas disponiveis no mercado para o
tratamento do diabetes mellitus tipo 2 (LUO et al., 2010; MALIK; PRASAD, 2012; RANCIC
etal., 2013; ROY et al., 2013; LEE et al., 2017; ALAM et al., 2019).

2.2.1.1 Pioglitazona

A Pioglitazona, farmaco da classe das glitazonas, € um agente hipoglicémico de uso oral
utilizado no tratamento do diabetes mellitus tipo 2 como monoterapia, ou em combinagdo com
metformina, sulfonilureia e/ou insulina. Foi aprovado pelo FDA em 1999 e basicamente
funciona controlando o nivel de acglcar no sangue, ajudando o organismo a utilizar, de forma
mais eficiente, a insulina produzida pelo organismo (FERWANA et al., 2013; EMS S/A, 2015).
No Brasil, o farmaco é vendido com o nomes comerciais Actos®, Aglitil® e Piotaz®, e o genérico
cloridrato de pioglitazona, em comprimidos de 15, 30 e 45 mg (MINISTERIO DA SAUDE,
2012). Embora seu uso seja no tratamento do diabetes, existem estudos que indicam que 0
farmaco também possui efeitos anticancerigeno, antiartritico, antimicrobiano, antiflngico,
atividade anti-inflamatoria, anticonvulsivante e antioxidante e existem pesquisas que mostram
a melhora da memoria quando administrado ap6s evento de traumatismo craniano (KUMAR
et al., 2006; MCGUIRE et al., 2019).

A rota de sintese do farmaco Pioglitazona foi patenteada por Anumula et al., (2009) é
apresentada na Figura 5.
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Figura 5 - Rota de sintese do farmaco Pioglitazona.
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Esta rota sintética € iniciada com o reagente 2-(5-etilpiridin)-2-il)etan-1-ol (1P). O
grupo OH ndo é um bom grupo de saida e precisa ser preparado para tal acdo. Para isso utiliza-
se o cloreto de metanosulfonila (MsCI) (1) na presenca de uma base (geralmente trietilamina)
(CLAYDEN et al., 2012). Encontra-se na literatura dois mecanismos distintos na conversao de
alcool para um mesilato. O mecanismo desta reacao proposto por Clayden et al., (2012) ocorre
a partir da eliminacdo do HCI do cloreto de metanosulfonila a partir da agéo da base, gerando
um sulfeno. O sulfeno é altamente eletrofilico no atomo de enxofre e reage com o grupo OH,
formando o composto de interesse; entretanto Solomons; Fryhle (2009) descrevem o
mecanismo com o0 ataque do atomo de oxigénio do reagente no enxofre do grupo MsCI,
formando um grupo intermediario, que tem seu atomo de cloro extraido pela acdo da base e
leva a formacdo do produto de interesse e a estabilizacdo do HCI pela base. Ambos os

mecanismos sdo apresentados na Figura 6A e 6B.
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Figura 6 - Mecanismo reacional da sintese do produto intermediario 2P
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Apobs a formacdo do produto intermediério 2-(5-etilpiridin-2-il)etilmetanosulfonato
(2P), o aldeido aromaético 4-hidroxibenzaldeido (2), reage com 2P através de uma substituicéo
nucleofilica, SN2, conforme mecanismo apresentado na Figura 7 (CLAYDEN et al., 2012). O
primeiro passo é a acdo de uma base desprotonando o grupo OH presente no aldeido aromatico,
aumentando a nucleofilicidade do atomo de oxigénio. Em seguida ocorre a substituicdo
nucleofilica de segunda ordem a partir do ataque do oxigénio com carga negativa no
intermediario (2P), formando um estado de transi¢éo e finalizando com a saida do grupo "Ms"

e formacéo do produto intermediario 4-(2-(5-etilpiridin-2-il)etoxi)benzaldeido (3P).
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Figura 7 - Mecanismo reacional na formag&o do produto intermediario 3P
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O penaltimo passo é a condensacdo de Knoevenagel entre o aldeido aromético em (3P)
e a molécula da tiazolidina-2,4-diona (TZD) (3). N&o ha um consenso sobre 0 mecanismo da
condensacédo de Knoevenagel (LI et al., 2015b). Sugere-se que a primeira etapa € a ativacdo do
metileno da posicdo 5 do anel da TZD a partir da subtracdo do préton por acdo da base (no caso
pirrolidina), formando um carbanion enolato, conforme o mecanismo apresentado na Figura 8.
Em seguida ocorre o ataque nucleofilico do carbanion ao aldeido, formando um aduto. O préton
sequestrado pela base é retirado pelo oxigénio, formando um grupo OH e finalmente ocorre
uma p-eliminacéo, eliminando uma molécula de 4gua e formando o produto de interesse (Z)-5-
(4-(2-(5-etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona (4P) (SILVA et al., 2019).
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Figura 8 - Mecanismo reacional na formacao do produto intermediario 4P.
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O altimo passo, a hidrogenacgdo da ligacdo dupla entre o anel da TZD e o anel aromatico,
é indicada pela rota patenteada por (ANUMULA et al., 2009) conforme apresentado na Figura
5. Neste sistema proposto, a hidrogenacdo é conduzida com nitrato de cobalto (II)
hexahidratado em solucdo aquosa de NaOH, com dimetilglioxima para estabilizacdo do ion
Co?* por coordenacéo. O ion atua como catalisador da hidrogenacéo, transferindo hidrogénio
gerado pelo NaBH4 para o reagente 4P, formando o farmaco Pioglitazona.

Outra maneira de realizar a hidrogenacdo da ligacdo dupla € através do catalisador
paladio sobre carbono (Pd/C), que € o método mais relatado na literatura (SOLOMONS;
FRYHLE, 2009; VOLLHARDT; SCHORE, 2009). A hidrogenacdo do alcenos formando
alcanos ndo é possivel mesmo em elevadas temperaturas, por exemplo, eteno e gas hidrogénio
podem ser aquecidos a 200°C sem que nenhuma reacdo ocorra. Entretanto, ao utilizar um
catalisador, a hidrogenacao ocorre mesmo em temperatura ambiente. O catalisador utilizado é,
normalmente, um material insolGvel, como o paladio, platina e niquel (VOLLHARDT,;
SCHORE, 2009). Neste sistema, o metal adsorve quimicamente o hidrogénio atdbmico em sua
superficie, que reage com o alceno os entrega ao carbono, formando um alcano. O mecanismo
desta hidrogenacdo catalitica é apresentado na Figura 9. Os solventes usados em hidrogenacoes

incluem metanol, etanol, 4cido acético, acido férmico e acetato de etila.
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Figura 9 - Mecanismo de hidrogenacao de eteno para producdo de etano
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2.2.1.2 Lobeglitazona

A Lobeglitazona, comercializada com o nome de Duvie®, entrou no mercado em 2013
sob patente da empresa Chong Kun Dang Pharmaceutical Corp. (Seoul, Coreia do Sul), e sua
venda esta restrita a Coreia do Sul, sob vigilancia pds comercializacdo até o ano de 2019
(DRUGBANK, 2015; TRIALS, 2019).

Foi primeiramente sintetizado por Kim et al. (2004), entre dezenas de candidatos a
novas potenciais glitazonas. Na publicacdo foi constatado que o composto recém descoberto
mostrou-se com maior potencial de atividade hipoglicémica e hipolipidémica que os farmacos
que eram comercializados, Pioglitazona e Rosiglitazona (KIM et al., 2004). Em 2007, sob
nome de Lobeglitazona e durante sua fase | de estudos clinicos, foi realizado um estudo de
aumento de escala, visando a producdo industrial do farmaco que ja apresentava boas respostas
em relacdo a sua farmacocinética (LEE et al., 2007). Em 2013, apds os estudos clinicos de fase
I11, foi divulgado um estudo em pacientes diagnosticados com diabetes mellitus tipo 2, que
concluiu que sua administracdo é eficiente e segura (questionamento que se apresenta para as
glitazonas que estdo no mercado) e servem de base para potencial funcdo no tratamento do
diabetes (KIM et al., 2014; JIN et al., 2015). Em 2018, estudos mostraram que a Lobeglitazona
pode ser mais eficiente na inibigéo da resisténcia a insulina e melhorar a regulagéo termogénica,

se comparado com Pioglitazona e Rosiglitazona (SOHN et al., 2018). Portanto, nota-se que,
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embora o farmaco esteja restrito a um pais, € possivel que o farmaco seja comercializado
mundialmente, tendo em vista suas vantagens em relacdo as glitazonas que hoje estdo no
mercado.

A rota de sintese desenvolvida por Lee et al., (2007) é apresentada na Figura 10.

Figura 10 - Rota de sintese do farmaco Lobeglitazona
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Fonte: adaptado de Lee, et al. (2007); Silva, et al. (2022)

A primeira reacdo, formacdo do produto 4-cloro-6-(4-metoxifenoxi)pirimidina (1L)
ocorre a partir de uma desprotonacdo do grupo OH presente no 4-metoxifenol (5) com uma
base forte (no caso o NaH), formando um sal fendxido, seguida por uma substitui¢do
nucleofilica aromatica na posi¢do do cloro, presente no reagente 4,6-dicloropirimidina (4),
liberando o NaCl, que € um bom grupo de saida, formando o produto intermediario 4-cloro-6-
(4-metoxfenoxi)pirimidina  (1L), conforme mecanismo apresentado na Figura 11
(SOLOMONS; FRYHLE, 2009).
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Figura 11 - Mecanismo reacional na formagdo do produto intermediario 1L
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A etapa seguinte, a adi¢cdo do grupo 2-(metilamino)etanol (6), formando o produto 2-
((6-(4-metoxifenoxi)pirimidin-4-il)(metilamino)etan-1-ol (2L) ocorre a partir de uma
substituicdo nucleofilica aromética. O mecanismo de adi¢do-eliminacdo ocorre com a adicdo
do grupo amino presente em 6, forma-se 0 complexo de Meisenheimer que estabiliza o anel
aromatico, seguida pela eliminacdo do anion CI, que subtrai o préton do grupo amino,
formando HCI e o produto intermediario 2L, conforme mecanismo apresentado na Figura 12
(SOLOMONS; FRYHLE, 2009).

Figura 12 - Mecanismo de formacdo do produto intermediario 2L
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A formacdo do terceiro produto intermedidrio (3L) ocorre conforme mecanismo
descrito na formacéo do produto intermediario 1L, o ataque de uma base forte, NaH, desprotona
0 grupo OH presente em 2L, formando um sal, seguida por uma substituicdo nucleofilica
aromatica na posicgdo do fluor, presente no 4-fluorbenzaldeido (7), formando NaF, que é um
excelente grupo de saida, formando o produto 4-(2-((6-(4-metoxifenil)pirimidin-4-
il)(metil)amino)etoxi)benzaldeido (3L), conforme mecanismo apresentado na Figura 13
(SOLOMONS; FRYHLE, 2009).
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Figura 13 - Mecanismo de formagdo do produto intermediario 3L
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O penultimo passo € a condensacdo de Knoevenagel entre o aldeido aromatico do
produto intermediario 3L e a molécula da TZD (3), formando o produto intermediario 5-[4-(2-
{[6-(4-metoxifenoxi)pirimidin-4-ilJmetilamino}etoxi)benzilideno]tiazolidina-2,4-diona  (4L)
que também ocorre conforme mecanismo descrito na sintese do intermediario 4P (Figura 8),

descrito na se¢do 2.2.1.1. O mecanismo é apresentado na Figura 14.

Figura 14 - Mecanismo reacional na formag&o do produto intermediério 4L
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O altimo passo, a hidrogenagdo da ligacdo dupla entre o anel da TZD e o anel aromatico,
é indicada pela literatura (LEE et al., 2007) conforme € apresentada na Figura 10. Neste sistema,
a hidrogenacéo é conduzida de maneira semelhante ao que ocorre com paladio sobre carbono
(Pd/C), o hidrogénio é adsorvido quimicamente a superficie do metal, que reage com o alceno.

O mecanismo desta hidrogenacdo catalitica foi apresentado na Figura 9.

2.3 SINTESE ONE-POT

Ao longo do ultimo século, pesquisadores da &rea quimica vém buscando por
metodologias que visam a economia em processos sintéticos, que inclui, por exemplo, (A)
economia de atomos, reducdo da geracdo de residuos e incentiva o uso de catalisadores; (B) e
reducdo de etapas de uma rota sintética, por exemplo, eliminando reacdes de protecdo de
grupos; e (C) economia redox, que visa minimizar reacfes de oxirreducdo desnecessarias. A
economia sintética proporciona um importante método de projeto e orientacdo de processo de
uma rota sintética, e é fundamental para se atingir maior eficiéncia. Com o objetivo descrito,
foi desenvolvido o conceito de sintese one-pot (ou sintese em um pote, por traducéo livre), que
é uma metodologia economicamente vantajosa de se realizar uma rota sintética, ou etapas desta
rota, condensando etapas e operacdes unitarias (BURNS; BARAN; HOFFMANN, 2009;
ZHAO; CHEN, 2013).

O uso da sintese one-pot foi ampliado nas ultimas décadas, impulsionado pela
preocupacao com processos sustentaveis. Dentro do conceito one-pot estdo reagbes sequenciais
sendo elas, ou ndo, nas mesmas condicdes operacionais operacionais (temperatura, catalisador,
meio reacional &cido ou alcalino, etc.) e reducdo das etapas de isolamento (ZHAO; CHEN,
2013).

2.4 HIDROXIPIRIDINONAS COMO AGENTES QUELANTES

Quelacao é um termo bem conhecido que significa uma estrutura composta por um ion
metalico ligado por um numero definido de heteroatomo carregando um unico par. Este tipo de
ligagdo tem aplicagcBes como, por ex., remover metais toxicos do corpo ou ambiente e/ou
tratamento quimico da dgua. Agentes quelantes também participam no transporte de oxigénio
pela hemoglobina e magnésio pela clorofila. O nimero de ligantes que o atomo central pode
ligar é definido por sua denticidade (CLAYDEN et al., 2012).
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Nas Ultimas duas décadas muitas pesquisas foram realizadas no desenvolvimento de
novos agentes quelantes e muitos avangos nesta area foram observados, trazendo o
conhecimento de como agem como agentes terapicos (LI1U; LIU; HIDER, 2002). Nesse cenario,
ha varios agentes quelantes que podem "sequestrar” um ion metalico. Um deles é o conhecido
composto organico hidroxipiridinona (HOPO). Derivados de HOPO séo agentes quelantes que
se conectam com um metal, por ex., ferro (111), galio (111), aluminio (111), zirconio (IV), etc. A
titulo de exemplo, a deferiprona é um agente quelante presente no mercado e é utilizado no
tratamento da talassemia (CILIBRIZZI et al., 2018).

Os HOPOs sdo muito interessantes no campo da quimica medicinal devido a sua
capacidade como quelantes binato com alta afinidade por ions metélicos em estado de alta
oxidacgdo (CILIBRIZZI et al., 2018).

O tratamento mais frequente de doencas hematoldgicas hereditarias, como a f-
talassemia maior, € a manutencdo de niveis elevados de hemoglobina por meio de transfusées
sanguineas regulares. A transfusdo repetida aumenta o nivel de ferro no corpo devido a
incapacidade dos humanos de excretar ferro pelos rins. O excesso de ferro esta localizado
principalmente no figado e em outros orgaos altamente perfundidos, levando a danos nos
tecidos, faléncia de 6rgdos e, eventualmente, morte. ComplicacGes associadas a niveis elevados
de ferro podem ser amplamente evitadas pelo uso de agentes quelantes especificos de ferro (LI
et al., 2015a).

Os HOPOs sdo um dos principais candidatos para o desenvolvimento de quelantes de
ferro. Até 0 momento, varios ligantes de HOPOs foram amplamente estudados para quelacédo
de ferro, tanto em modelos animais com alta carga de ferro, quanto em pacientes talassémicos.
A maioria dos resultados mostrou que a excrecdo de ferro pode ser aumentada pelas vias
urinaria e biliar, e alguns compostos tém potencial como quelantes clinicamente Uteis (LI1U et
al., 1999).

Portanto, é de alta importancia a busca de novas moléculas de HOPOs para serem

utilizadas como agentes quelantes.

2.5 QUIMICA COMPUTACIONAL

A quimica quantica tem como sua principal funcdo explicar e prever propriedades
moleculares e esclarecer a caracteristica de ligaces quimicas, analisadas usando métodos
computacionais, baseadas nas leis de mecanica quantica (MORGON; CUSTODIO, 1995).
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Considerando estes interesses, aplica-se a Teoria do Funcional de Densidade (ou Density
Functional Theory - DFT, em inglés), a qual é utilizada para calcular estruturas moleculares,
com base na densidade eletrdnica em um sistema de muitos corpos. Neste sistema Ab initio (0
calculo da densidade eletrdnica envolve a energia cinética do elétron, a atragdo entre ndcleo e
elétron, a forca de repulséo entre elétrons e a troca de correlacéo eletrnica, que afeta os efeitos
de rotacdo (ATKINS; PAULA, 2006). A grande vantagem desta técnica em relacdo aos
métodos tradicionais, baseados em equacOes de Hatree-Fock-Roothaan, esta no ganho em
velocidade computacional e espago em memoria, ou seja, os calculos de DFT podem ser
realizados em computadores de baixo custo e software acessiveis (MORGON; CUSTODIO,
1995; TANAKA; MAEKAWA,; SUZUKI, 2013).

Uma das funcdes da DFT é elucidar teoricamente mecanismos reacionais, determinando
0s estados de transicdo das etapas reacionais, além de parametros termodinamicos e cinéticos,
que podem ser comparados com os valores obtidos experimentalmente. Também estad em seu
ambito especular valores espectroscopicos, como espectros de infravermelho (IV), Raman,
Ultravioleta (UV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (MORGON; CUSTODIO, 1995;
TANAKA; MAEKAWA,; SUZUKI, 2013).

A elucidacio tedrica da DFT é geralmente calculada utilizando o software Gaussian®.
Este software é aplicado para simular e analisar o comportamento molecular em um sistema de
muitos corpos. A aplicacdo do software Gaussian® é extensa, podendo ser utilizada na area de
guimica ambiental, ciéncia de materiais e no desenvolvimento de novos farmacos
(LESZCZYNSKI, 2012).



48

3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal a busca pela inédita transposicéo das sinteses
dos farmacos Pioglitazona (Actos®) e Lobeglitazona (Duvie®) do processo batelada para o
processo em fluxo em microrreatores capilares. As etapas em que a transposi¢cao nao seria
possivel, o seu estudo ocorreu no processo batelada. A meta foi estudar individualmente cada
uma das oito reagdes relatadas na literatura buscando demonstrar a eficiéncia e viabilidade da
utilizacdo da Tecnologia de Microrreatores em industrias quimico-farmacéuticas.

A rota de sintese do farmaco Pioglitazona (Figura 15) é uma adaptacdo da literatura
(GOWDA; GOWDA, 2000; MADIVADA et al., 2009; SILVA; PALMA, 2021) e consiste em
4 etapas de reac0es até a formacéo da Pioglitazona, porém durante o seu estudo foi desenvolvida
uma adaptacdo a rota conhecida, pois foi observada dificuldades na producédo de uma solucao
inibidora que interrompesse a reacdo de formacdo do produto intermediario 3P a partir do
reagente 2P. Nesta nova rota em questdo realiza-se a sintese do produto intermediario 3P sem
que haja a formacédo do produto intermediario 2P, sendo assim 3 etapas de sintese.

Jaarotade sintese do farmaco Lobeglitazona, também adaptada da literatura (GOWDA,;
GOWDA, 2000; LEE et al., 2007; SILVA et al., 2022), consiste em 5 etapas, conforme descrito
na Figura 16. Cada reacéo apresentada foi estudada separadamente, buscando-se pelas melhores
condigBes operacionais visando obter a maior conversdo dos reagentes, velocidade da reagéo,
rendimento e seletividade do produto, tanto no processo em batelada quanto em fluxo, quando

aplicavel.
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Figura 15 - Rota de sintese do farmaco Pioglitazona
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Fonte: adaptado de Gowda; Gowda (2000); Madivada et al., (2009), Silva; Palma (2021).

Figura 16 - Rota de sintese do farmaco Lobeglitazona
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Buscou-se por metodologias que possibilitassem a sintese completa de ambos os
farmacos em microrreatores envolvendo todas as reacdes em série. Adicionalmente, é sugerida
e testada uma nova rota, esta inédita, de sintese do farmaco Pioglitazona, além de fazer uso de
quimica computacional para propor 0s mecanismos reacionais das rea¢ées intermediarias e de
formacdo dos farmacos Pioglitazona e Lobeglitazona, localizando os estados de transicéo,
conformacBes mais estaveis dos produtos e reagentes e, finalmente, comparar os valores
cinéticos da reacdo e dos parametros termodinamicos obtidos experimentalmente com o0s
valores tedricos produzidos a partir de quimica computacional.

o Adequar a rota de sintese do produto proposto no processo em batelada para que

ndo haja a presenca de solidos no meio reacional, o que impediria a transposicéo para o

processo em fluxo em microrreatores;

o Determinar as melhores condi¢Ges operacionais de cada etapa da reagdo em

termos de temperatura, solvente, base promotora da reacdo, concentracdo da base

promotora e concentracdo total dos reagentes no processo em batelada para se obter a

maior conversdo dos reagentes, velocidade da reacdo, rendimento e seletividade do

produto;

o As melhores condi¢des observadas no processo em batelada foram transpostas

para o processo em fluxo no microrreator, onde cada etapa da reacdo foi estudada em

termos de temperatura e tempo médio de residéncia (ou vazdo), para se obter a maior
conversdo dos reagentes, velocidade da reacdo, rendimento e seletividade do produto;

o Buscar por metodologias que possibilitassem a sintese completa de ambos 0s

farmacos em microrreatores em fluxo envolvendo todas as reacfes em série;

o Determinar, de forma inédita, a cinética e constante da taxa das reacfes (k),

através do ajuste do modelo cinético de 2% ordem, energia de ativagdo (Ea) através do

modelo de Arrhenius, respectivamente, e pardmetros termodinamicos (AH?, AG e ASY),
do estado de transi¢éo, através do ajuste do modelo de Eyring;

o Analisar qualitativamente e quantitativamente os produtos intermediarios de

interesse, obtido em cada etapa da sintese de ambos os farmacos;

o Fazer uso da quimica computacional utilizando o software Gaussian 09® para

propor 0s mecanismos reacionais das reacdes intermediarias e de formacdo dos

farmacos Pioglitazona e Lobeglitazona, localizando os estados de transicdo,
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conformacBes mais estaveis dos produtos e reagentes e, finalmente, comparando os
valores cinéticos da reacdo e dos pardmetros termodindmicos obtidos

experimentalmente (Apéndice 1).
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4  JUSTIFICATIVA

Por conta de suas caracteristicas em relacéo a Intensificagdo de Processos, a TMR vem
sendo aplicada tanto na pesquisa académica, quanto em inddstrias de quimica fina, entretanto,
poucos grupos de pesquisa no Brasil estudam esta tecnologia e ndo ha nenhuma industria no
Brasil que se utilize da TMR em sua linha de manufatura. Desta forma, existe a necessidade de
se ampliar o estudo e aplicacBes de microrreatores na area cientifica de modo que esta
tecnologia possa ser transferida para a industria quimico-farmacéutica nacional. Além disto, a
transposicao das rotas de sintese da Pioglitazona e Lobeglitazona do processo batelada para o
processo em fluxo continuo em microrreatores permite atingir maior conversao dos reagentes,
rendimento e seletividade dos produtos em menor tempo, visto que em microrreatores é possivel
trabalhar em condicGes extremas de temperatura e pressao de maneira segura. Adicionalmente,
foi determinada de forma inédita a cinética das reacGes de cada etapa da sintese do farmaco.

Paralelamente aos estudos de transposicdo das reac@es intermediarias, houve o foco na
utilizacao de solventes considerados “verdes”, pois os solventes representam de 80 a 90% da
massa de material para a producdo de um farmaco, 60% do custo total de energia e 50% do
custo de pos-tratamento de emissdo de gases do efeito estufa (DUNN, 2012; ALDER et al.,
2016; BYRNE et al., 2016), portanto, a utilizagdo de solventes considerados “verdes”
(sustentavel, recuperavel, reutilizavel, pouco tdxico) pela industria quimico-farmacéutica é de
extrema importancia.

A diabetes mellitus ¢ uma doenca epidémica e a quinta mais importante causa de
mortalidade mundial (KLAFKE et al., 2015; MAJI; SAMANTA, 2017). O estudo de uma nova
rota de sintese de um farmaco que combate uma patologia tdo importante, aliada ao uso de
solventes mais sustentaveis e renovaveis e 8 TMR é um grande passo para provar a eficiéncia
e viabilidade da utilizagdo da TMR em industrias quimico-farmacéuticas.

A sintese completa de ambos os farmacos é uma continuacéo da pesquisa realizada para
obtencgéo do grau de mestre pela Universidade de S&o Paulo (USP) realizado entre agosto/2015
aagosto/2017, onde a etapa da condensagdo entre a tiazolidina-2,4-diona e aldeidos aromaticos

foi amplamente estudada.
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5 MATERIAIS E METODOS

Os equipamentos e aparelhagem utilizados neste projeto foram montados no
“Laboratorio de Tecnologia de Microrreatores — MRT-Lab”, localizado no Departamento de
Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP
(FBT/FCF/USP).

5.1 MATERIAIS

5.1.1 Produtos quimicos

As listas de produtos quimicos utilizados durante o desenvolvimento da pesquisa séo
apresentadas nas Tabelas 1 e 2, referentes a produtos quimicos utilizados na sintese da
Pioglitazona e Lobeglitazona, respectivamente. Os reagentes foram adquiridos das empresas
Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha), Labsynth (Diadema, Brasil) e Oakwood Chemicals
(Columbia, EUA), e foram utilizados sem prévia purificacdo. Vale ressaltar que a TZD foi
previamente sintetizada a partir de um procedimento adaptado descrito na literatura
(PINHEIRO et al., 2017).

Tabela 1 - Produtos quimicos utilizados na sintese dos farmacos Pioglitazona

Pioglitazona
Reagentes Solventes Reagentes para purificacéo
2-(5-etil-2-piridil)etanol (98%) Tolueno (99,9%) Agua destilada
Trietilamina (99%) Acetonitrila (99,32%) Acetato de etila (99,5%)
Cloreto de metanosulforila (98%)  Tetrahidrofurano (99,9%) Hexano (98,5%)
p-hidroxibenzaldeido (98%) Etanol (99,8%) Hidréxido de sodio (97%)
Carbonato de potassio (99%) Metanol (99,8%) Bicarbonato de sddio (99%)
Pirrolidina (99%) Acido formico (88%) Sulfato de sodio (99%)

Tiazolidina-2,4-diona (90%)

Palédio sobre carbono (10%)
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Tabela 2 - Produtos quimicos utilizados na sintese do farmaco Lobeglitazona

Lobeglitazona

Reagentes Solventes Reagentes para purificacéo
4-metoxifenol (98%) DMF (99,8%) Agua destilada
4,6-dicloropirimidina (97%) Acetonitrila (99,32%) Acetato de etila (99,5%)
Hidreto de sodio (60%) Metanol (99,8%) Hexano (98,5%)
2-(metilamino)etanol (98%) Etanol (99,8%) Sulfato de sédio (99%)
4-fluorbenzaldeido (98%) n-Propanol (99,5%)
Tiazolidina-2,4-diona (99%) Isopropanol (99,7%)
Pirrolidina (99%) n-Butanol (99,4%)
Paladio sobre carbono (10%) Tetrahidrofurano (99,9%)
Hidrdxido de potassio (85%) Acido formico (88%)

5.1.2 Equipamentos e acessorios utilizados

Para a realizacdo das reagdes no processo em batelada e posteriores purificagdes, foram
utilizados equipamentos e vidrarias comuns de laboratério, tais como baldes de vidro, mantas
aquecedoras, variados tipos de condensadores, etc. Para realizacdo da hidrogenacdo dos
produtos intermediarios 4P e 4L e consequente formacdo dos farmacos Pioglitazona e
Lobeglitazona, respectivamente, foi necessario construir um prot6tipo de um reator batelada

pressurizado para hidrogenacgéo, apresentado na Figura 17.

Figura 17 — Reator batelada pressurizado para hidrogenacdo. (A) Vista geral do reator com suporte,
mangueiras de silicone, tubos pescadores e agitador magnético. (B) Detalhe do reator e tubos
pescadores. (C) Detalhe superior dos tubos pescadores e mangueiras de alimentacéo e de purga. (D)
Cilindro e H: (pureza grau CG) e mandmetros.

= . 2

A

Fonte: arquivo pessoal

O reator de hidrogenacédo consiste de um tubo de vidro (dexx = 3,2 cm, e =0,3cm, h =

13 cm) acoplado a 2 placas de madeira (h =1 =10 cm, e = 2,2 cm) com 4 furos (di = 0,8 cm)
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usadas para pressionar o tubo de vidro (reator) e 2 furos (di = 0,5 cm) localizados na parte
central da placa superior, onde passam 2 tubos pescadores de vidro (dext = 0,47 cm, di = 0,28
cm, 1 =15 cm). O gas H: ¢ inserido ao reator por um dos tubos e sua saida ocorre no segundo
tubo. Uma rolha de silicone acoplada ao reator ¢ transpassada pelos tubos pescadores, enquanto
a placa superior de madeira pressiona o reator e a rolha por meio de 4 parafusos. O reator foi
colocado sobre uma placa de agitagéo e a reacdo foi realizada em temperatura ambiente (+
25°C). O tempo de hidrogenacdo foi de 1 dia e ao final da reacdo foi determinado
qualitativamente a identidade do produto hidrogenado por analise em HPLC-MS.

Para a realizacdo das reacdes em fluxo no microrreator capilar, 0 equipamento ora
instalado foi adquirido com auxilio financeiro da Fapesp, com os projetos n° 2014/07757-2,
intitulado “Microrreatores na Sintese de Farmacos”, com vigéncia no periodo 01/09/2014 a
28/02/2017, e n° 2017/12830-9 intitulado “Sintese da Pioglitazona, Rosiglitazona e
Lobeglitazona em fluxo em microrretaores capilares”, com vigéncia no periodo 01/10/2017 a
31/03/2020. Destes projetos foram adquiridos 2 sistemas de bombas de seringa tipo pistéo de 2
canais cada, totalizando 4 bombas, da marca Syrris, modelo Asia, onde cada canal possui duas
seringas, uma de 1 mL e outra de 0,5 mL, que foram utilizados para 0 bombeamento continuo
das solugdes de alimentacdo para um microrreator de vidro borosilicato com volume interno de
1000 pL de capacidade e pressdao maxima de 20 bar e temperatura de 250°C, um aquecedor
Asia Heater, da marca Syrris, modelo Asia, que permite trabalhar com temperaturas entre 40 a
250°C e um regulador de pressao “back pressure regulator” (BPR), da empresa Syrris, modelo
Asia, que permite a pressurizacdo interna do sistema, sendo possivel trabalhar com o fluido
acima de sua temperatura de ebulicdo mantendo-o em estado liquido. O fluxograma do sistema
a ser utilizado e apresentado na Figura 18.
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Figura 18 — Fluxograma do sistema em fluxo no microrreator capilar
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Fonte: Adaptado de Silva et al., 2022

5.2 METODOS

5.2.1 Procedimento para sintese e purificacdo dos produtos intermediérios do farmaco

Pioglitazona

A seguir serdo apresentados os procedimentos utilizados para sintetizar todos o0s
intermediarios do farmaco Pioglitazona e seus respectivos métodos de purificacdo. Estes
procedimentos foram realizados a partir da literatura (GOWDA; GOWDA, 2000; MADIVADA
et al., 2009). Para facilitar a leitura, os produtos intermediarios de cada uma das rea¢des serdo
denominados genericamente de “nP”, ou seja, o produto intermediario da primeira etapa de
sintese do farmaco Pioglitazona sera denominado 1P, enquanto o produto intermediario da
segunda etapa sera denominado 2P, e assim por diante. Embora o produto intermediario da

primeira etapa (2-(5-etil-2-piridil)etanol), tenha sido comprado e, portanto, € um reagente
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inicial, 0 mesmo serd denominado 1P, para facilitar a leitura. A relacéo das solug@es inibidoras
esta descrita na secdo 5.2.3.

521.1 Sintese do produto intermediario 2P no processo batelada

Figura 19 - Esquema de sintese do produto intermediario 2P no processo batelada
H,C X OMs

H,C | N OH °N _0 Et;N | _ + HCl
+ _—
N/ ol \CH3 Acetonitrila N
1P 1 2P

Fonte: Adaptado de Madivada, et al. (2009)

Conforme esquema apresentado na Figura 19, 2-(5-etilpiridina-2-il)etanol (1P) e
trietilamina foram diluidos em acetonitrila (99,3%) nas concentragdes de 0,1 e 0,112 M,
respectivamente. Foram retirados 30 pL do meio reacional e diluido 1 mL de “Solugao Inibidora
A” para preparacdo da amostra padrdo utilizada para gerar a curva de calibracdo. Em seguida
cloreto de metanosulfonila (MsCI) (1) foi adicionado ao meio reacional na concentracdo de
0,125 M e manteve-se a reacdo por 1 h sob agitacdo constante em atmosfera de N> em
temperatura ambiente (+ 25°C). Foram realizadas amostragens ao longo do tempo de reacéo e
diluidas na “Solucdo Inibidora A” ao longo do tempo reacional para determinacdo da conversao
do reagente 1P e rendimento do produto 2P por analise em HPLC-UV. Ap6s o término da
reacdo, foi realizada uma lavagem com 10 mL de solucdo de 4% de bicarbonato de sédio,
extraido com acetato de etila (2 x 15 mL), lavado com solucdo aquosa de 50% de NaCl (2 x 20
mL) e seca com Na>SOs. A fase organica foi evaporada a vacuo e o produto bruto foi purificado

em coluna cromatografica (acetato de etila/hexano 2:1; Rf = 0,47).
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5212 Sintese do produto intermediario 2P no processo em fluxo no

microrreator capilar

Figura 20 - Esquema de sintese do produto intermediario 2P no processo em fluxo no microrreator

capilar
N
N
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Fonte: Adaptado de Madivada, et al. (2009)
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Conforme esquema apresentado na Figura 20, duas solugdes foram preparadas, uma
contendo 1P e trietilamina em acetonitrila (99,3%) nas concentracGes de 0,2 e 0,224 M,
respectivamente, e outra contendo 1 em acetonitrila (99,3%) na concentracdo de 0,25 M. As
duas solugdes foram alimentadas separadamente ao microrreator, em temperatura ambiente, nas
vazOes adequadas, conforme o planejamento experimental descrito na se¢do 5.2.4. Foram
estudados os tempos médios de residéncia 1, 2, 4, 8, 12, 16 e 20 min. A saida do microrreator
foram coletadas amostras e diluidas na “Solucgdo Inibidora A” para posterior analise em HPLC-
UV para determinacdo da conversdo do reagente 1P e rendimento do produto intermediario 2P.

5213 Sintese do produto intermediério 3P no processo batelada

Figura 21 - Esquema de sintese do produto intermediario 3P no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Madivada, et al. (2009)

Conforme esquema apresentado na Figura 21, 2P e 4-hidroxibenzaldeido (2) foram
diluidos em tolueno (99,9%) nas concentracdes de 0,1 M e 0,106 M, respectivamente, em

temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado ao meio reacional carbonato de potéssio na
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concentragdo de 0,174 M. A temperatura do meio reacional foi levada a 90°C e mantida sob
agitacdo por 24h. Apos o término da reacdo, a mistura reacional foi diminuida a 50°C e
adicionou-se 20 mL de &gua destilada sob agitacdo. A solucéo bifasica formada foi separada,
sendo a fase aquosa extraida com tolueno (2 x 10 mL) e a fase organica lavada com uma solucéo
de 20 mL de NaOH 5%. Na fase orgénica contendo o intermediario 3P foi adicionado o reagente
e base da etapa seguinte de formacéo do produto 4P.

521.4 Sintese do produto intermediario 3P no processo batelada (método

alternativo) e seu estudo de cinética

Figura 22 - Esquema de sintese do produto intermediario 3P (método alternativo) no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007), Silva; Palma (2021)

Conforme esquema apresentado na Figura 22, 1P foi diluido em DMF (99,8%) na
concentracdo de 0,2 M, em seguida foram retirados 30 pL do meio reacional e diluido em 1,5
mL de “Solugdo Inibidora B” para preparacdo da amostra padréo utilizada para gerar a curva
de calibracdo. Adicionou-se KOH ao meio reacional na concentracao de 0,4 M e manteve-se 0
meio reacional sob agitacdo constante por 20 min em temperatura ambiente. 4-fluorbenzaldeido
(7) foi adicionado ao meio reacional na concentragdo de 0,2 M e manteve-se a reagdo sob
agitacdo constante e atmosfera de N2 por 3h em temperatura ambiente. Foram realizadas
amostragens ao longo do tempo de reacdo e diluidas na “Solugdo Inibidora B” para se
determinar a conversdo do reagente 1P e rendimento do produto 3P em anéalise de HPLC-UV.
Apdbs o término da reacdo o meio reacional foi transferido para um funil de separacéo e foi
colocado 10 mL de agua gelada, seguido por extragdo com acetato de etila (2 x 20 mL). A fase
organica foi lavada com salmoura (2 x 20 mL), e seca com Na>SOs, seguida por evaporacédo a
vacuo. O produto foi purificado por cromatografia em coluna (hexano/acetato de etila 1:1; Rf
=0,51).

Para a realizagdo do estudo de cinética, 1P e 7 e foram diluidos em DMF (99,8%) em

uma concentracdo equimolar de 0,2 M. Foram retirados 30 puL do meio reacional e diluido em
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1,5 mL de “Solugdo Inibidora B” para preparacao da amostra padréo utilizada para gerar a curva
de calibragcdo. KOH foi adicionado ao meio reacional na concentragdo de 0,2 M, o meio
reacional foi mantido sob agitacdo constante e o estudo foi realizado nas temperaturas de 25,
30, 40, 50, e 60°C. Foram coletadas amostragens a cada 1 min e diluidas na “Solucéo Inibidora

B” para se determinar a conversdo dos reagentes 1P e 7 em andlise de HPLC-UV

5215 Estudo de bases e solventes reacionais para a sintese do produto

intermediario 3P (método alternativo) no processo bateada

Para selecionar a melhor base e o melhor solvente para a sintese do produto
intermediario 3P, foram separados 8 vials de volume 1,5 mL com uma barra magnética dentro
de cada um. Adicionou-se aos vials o reagente 1P na concentra¢do de 0,2 M em um dos
solventes em estudo e manteve-se 0 meio reacional sob agitacdo para solubilizacdo total do
reagente. Os solventes em estudo foram N,N-dimetilformamida (DMF) (99%), acetonitrila
(ACN) (99,9%), etanol (99,8%), metanol (99,8%), dimetilsulfoxido (DMSOQO) (99%), tolueno
(99%), 1,4-dioxano (99%), diclorometano (DCM) (99%) e tetrahidrofurano (THF) (99%). Em
cada um dos vials foram adicionadas 8 diferentes bases na concentracédo de 0,2 M: NaOH, SrF,
CsF, KF, NaF, K>COs, NaH e KOH. Os vials foram mantidos sob agitacdo constante por 30
min e em temperatura ambiente para, em seguida, ser adicionado 0 reagente 7 na mesma
concentracdo de 0,2 M. O meio reacional foi mantido sob agitacdo constante por 2 h em
temperatura ambiente. Apds o término da reacdo interrompeu-se a agitacdo do meio reacional
para verificacdo visual da formacdo de solido no meio reacional, seguida pela coletada de uma
amostra que foi diluida na “Solucédo Inibidora B” para posterior analise em HPLC-UV para se
determinar as conversdes dos reagentes 1P e 7, e o rendimento do produto intermediario 3P por
analise em HPLC-UV. Repetiu-se este procedimento para estudar todos os solventes citados

anteriormente.
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5216 Sintese do produto intermediério 4P no processo batelada

Figura 23 - Esquema de sintese do produto intermediario 4P no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Madivada, et al. (2009), Silva; Palma (2021).

Conforme esquema apresentado na Figura 23, 3P e tiazolidina-2,4-diona (3) foram
diluidos em etanol (99,8%) em uma concentracdo equimolar de 0,03 M. Foram retirados 30 pL
do meio reacional e diluido em 1,5 mL de “Solug¢ao Inibidora C” para preparacdo da amostra
padrdo utilizada para gerar a curva de calibracdo. O meio reacional foi levado a ebulicdo,
sequida pela adicdo de pirrolidina na concentracdo de 0,022 M e manteve-se sob agitacdo
constante por 3 h. Foram realizadas amostragens ao longo do tempo de reacdo e diluidas na
“Solucdo Inibidora C” para se determinar a converséo do reagente 3P e rendimento do produto
4P em andlise de HPLC-UV. Apds o término da reacdo, o meio reacional foi levado a
temperatura ambiente e adicionado 10 mL de 4gua destilada para precipitacdo do produto bruto,

coletado por filtracdo a vacuo, seguida por recristalizacdo em etanol.

5217 Sintese do produto intermediario 4P no processo em fluxo no

microrreator capilar e estudo de cinética

Figura 24 - Esquema de sintese do produto intermediario 4P em fluxo no microrreator capilar
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Fonte: Adaptado de Madivada, et al. (2009), Silva; Palma (2021).

Conforme esquema apresentado na Figura 24, duas solugfes foram preparadas, uma
contendo 1P em etanol (99,8%) na concentracdo de 0,06 M, e outra contendo tiazolidina-2,4-
diona (3) e pirrolidina em etanol (99,8%) nas concentracbes de 0,06 e 0,048 M,

respectivamente. As duas solucdes foram alimentadas separadamente ao microrreator nas
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vaz0es adequadas, conforme o planejamento experimental descrito na secdo 5.2.4. Foram
estudados os tempos médios de residéncia 1, 2, 4, 8, 12, 16 e 20 min e as temperaturas 65, 78,
100, 120, 140 e 160°C. A saida do microrreator foram coletadas amostras e diluidas na “Solucao
Inibidora C” para posterior analise em HPLC-UV para determinacgéo da conversdo do reagente

3P e rendimento do produto intermediario 4P.

5.2.1.8 Hidrogenacéo do produto intermediario 4P

Figura 25 - Esquema da hidrogenagéo do produto intermediario 4P no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Gowda; Gowda (2000), Silva; Palma (2021).

Conforme esquema apresentado na Figura 25, diluiu-se no reator batelada mostrado na
Figura 17 4P em é&cido férmico (88%) na concentracdo de 0,054 M e palédio sobre carbono
(Pd/C) (5% em massa). O meio reacional foi purgado com hidrogénio para garantir que a
atmosfera interna do reator fosse de H» e mantido sob temperatura ambiente, agitagdo constante
por 24 h sob atmosfera de hidrogénio (aproximadamente 5 atm). Ao final da reacdo, 0 meio
reacional foi filtrado a vacuo para retirada do Pd/C e a fase liquida foi evaporada a vacuo para

obtencdo do produto Pioglitazona, identificado por analise de HPLC-MS.

52.1.9 Sintese one-pot dos produtos intermedidrios 2P e 3P no processo

batelada

Figura 26 - Esquema da reacdo one-pot dos produtos intermediérios 2P e 3P no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Madlvada, et al. (2009)

Conforme esquema apresentado na Figura 26, 1P e trietilamina foram diluidos em
tolueno (99,9%) nas concentracdes de 0,1 e 0,112 M, respectivamente. Em seguida, 1 foi

adicionado ao meio reacional na concentracdo de 0,125 M e manteve-se a reacdo por 1 h sob
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agitacdo constante em atmosfera de N2> e em temperatura ambiente. Apds o periodo descrito, 2
e carbonato de potassio foram adicionados ao meio reacional nas concentracdes de 0,106 e
0,174 M, respectivamente. O meio reacional foi levado a temperatura de 90°C, sob agitacdo
constante por 24h. Apoés o término da reacdo, o meio reacional foi levado a 50°C e adicionou-
se 20 mL de agua destilada sob agitacdo. A solugdo bifasica formada foi separada, sendo a fase
aquosa extraida com tolueno e a fase orgénica lavada com uma solu¢do de NaOH 5%. A fase
organica foi evaporada a vacuo e o produto bruto foi purificado em coluna cromatogréafica
(acetato de etila/hexano 1:1; Rf = 0,47).

5.2.2 Procedimento para sintese e purificacdo dos produtos intermediarios do farmaco

Lobeglitazona

A seguir serdo apresentados os procedimentos utilizados para sintetizar todos o0s
intermediarios do farmaco Lobeglitazona e seus respectivos métodos de purificacdo. Estes
procedimentos foram realizados a partir da literatura (LEE et al., 2007). Para facilitar a leitura,
os produtos de cada uma das reagdes serdo chamados de “nL”, ou seja, o produto intermediério
da primeira etapa de sintese do farmaco Lobeglitazona sera denominado 1L, enquanto o produto
intermediario da segunda etapa sera denominado 2L e assim consecutivamente. A relacdo das

solugdes inibidoras esté descrita na se¢do 5.2.3.

5221 Sintese do produto intermediério 1L no processo batelada e seu estudo

de cinética

Figura 27 - Esquema de sintese do produto intermediario 1L no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007) e Silva, et al. (2022).

Conforme esquema apresentado na Figura 27, 4,6-dicloropirimidina (4) e 4-metoxifenol
(5) foram diluidos em acetonitrila (99,8%) em uma concentracdo equimolar de 0,223 M. Foram
retirados 30 UL do meio reacional e diluido em 1,5 mL de “Solugao Inibidora D” para

preparacdo da amostra padrdo utilizada para gerar a curva de calibracdo. NaH foi adicionado
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ao meio reacional na concentragdo de 0,466 M em quatro porgdes iguais durante de 1 min e
manteve-se a reacdo foi sob agitagdo constante, sob atmosfera de N2 e temperatura ambiente.
Foram realizadas amostragens ao longo do tempo da reacéo para se determinar a conversdo do
reagente 4 e rendimento do produto intermediario 4-cloro-6-(4-metdxifenoxi)pirimidina (1L)
por anélise em HPLC-UV. Apds o término da reacdo a mistura reacional foi derramada em 30
mL de agua gelada e extraida com acetato de etila (2 x 30 mL). A fase orgéanica foi lavada com
solucdo aquosa de 50% de NaCl (2 x 20 mL) e seca com NaxSOs, seguida por evaporacdo a
vacuo. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna (hexano/acetato de etila 5:1;
Rf=0,48).

Para a realizacdo do estudo de cinética, 4 e 5 e foram diluidos em metanol (99,8%) em
uma concentracdo equimolar de 0,08 M. Foram retirados 30 L do meio reacional e diluido em
1,5 mL de “Solugao Inibidora D para preparacdo da amostra padréo utilizada para gerar a curva
de calibracdo. KOH foi adicionado ao meio reacional na concentragcdo de 0,08 M e 0 meio
reacional foi mantido sob agitacdo constante e o estudo foi realizado nas temperaturas de 30,
40, 50, e 60°C. Foram coletadas amostras a cada 1 min e diluidas na “Solugéo Inibidora D”

para se determinar a conversdo dos reagentes 4 e 5 em analise de HPLC-UV.

5222 Estudo de bases e solventes reacionais para a sintese do produto

intermediario 1L no processo bateada

Para selecionar a melhor base e o melhor solvente para a sintese do produto
intermediario 1L, foram separados 8 vials de volume 1,5 mL com uma barra magnética dentro
de cada um. Adicionou-se aos vials o reagente 5 na concentragdo de 0,146 M em um dos
solventes em estudo e manteve-se 0 meio reacional sob agitacdo para solubilizagéo total do
reagente. Os solventes em estudo foram N,N-dimetilformamida (DMF) (99%), acetonitrila
(ACN) (99,9%), etanol (99,8%), metanol (99,8%), dimetilsulfoxido (DMSO) (99%), tolueno
(99%), 1,4-dioxano (99%), diclorometano (DCM) (99%) e tetrahidrofurano (THF) (99%). Em
cada um dos vials foram adicionadas 8 diferentes bases na concentracdo de 0,146 M: NaOH,
SrF, CsF, KF, NaF, K2CO3, NaH e KOH. Os vials foram mantidos sob agitacdo constante por
30 min e em temperatura ambiente para, em seguida, ser adicionado o reagente 4 na mesma
concentragdo de 0,146 M. O meio reacional foi mantido sob agitagdo constante por 10 min em
temperatura ambiente. Apds o término da reagdo interrompeu-se a agitacdo do meio reacional

para verificagdo visual da formac&o de solido no meio reacional, seguida pela coletada de uma
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amostra que foi diluida na “Solucéo Inibidora D” para posterior anélise em HPLC-UV para se
determinar a conversdo do reagente 4 e o rendimento do produto intermediario 1L por analise
em HPLC-UV. Repetiu-se este procedimento para estudar todos os solventes citados

anteriormente.

5223 Sintese do produto intermediario 1L em fluxo no microrreator capilar

Figura 28 - Esquema de sintese do produto intermediario 1L em fluxo no microrreator capilar
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Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007) e Silva, et al. (2022).

Conforme esquema apresentado na Figura 28, duas solucbes foram preparadas, uma
contendo 4 e 5 em metanol (99,8%) em uma concentracdo equimolar de 0,16 M, e outra
contendo KOH em metanol (99,8%) na concentracdo de 0,16 M. As duas solugdes foram
alimentadas separadamente ao microrreator, em temperatura ambiente, nas vaz6es adequadas,
conforme o planejamento experimental descrito na se¢do 5.2.4. Foram estudados os tempos
médios de residéncia 1, 2, 4, 8, 12, 16 e 20 min. A saida do microrreator foram coletadas
amostras e diluidas na “Solucdo Inibidora D” para posterior analise em HPLC-UV para
determinacdo da conversdo do reagente 4 e rendimento do produto intermediario 1L.

5.2.2.4 Sintese do produto intermediario 2L no processo batelada

Figura 29 - Esquema de sintese do produto intermediario 2L no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007) e Silva, et al. (2022).
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Conforme esquema apresentado na Figura 29, 1L foi diluido em etanol (99,8%) na
concentracdo de 0,066 M, em seguida foram retirados 30 pL do meio reacional e diluido em
1,5 mL de “Solugdo Inibidora D” para preparacao da amostra padrao utilizada para gerar a curva
de calibracdo. O meio reacional foi aquecido até ebulicao e foi adicionado 2-(metilamino)etanol
(6) ao meio reacional na concentracdo de 0,066 M que foi mantido em refluxo por 5 h. Foram
realizadas amostragens ao longo do tempo de reacdo e diluidas na “Solugdo Inibidora D” para
se determinar a conversdo do reagente 1L e rendimento do produto intermediario 2-((6-(4-
metoxifenoxi)pirimidil-4-il)(metil)amino)-etan-1-ol (2L) por analise de HPLC-UV. Apoés o
término da reacdo, o meio reacional foi levado a temperatura ambiente e interrompida com a
adicdo de 30 mL de uma solucéo 1 M de cloreto de amonio e extraida com acetato de etila (2 x
20 mL). A fase organica foi lavada com salmoura (2 x 20 mL), seca com Na>SO4 seguida por
evaporacdo a vacuo. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna
(hexano/acetato de etila 1:1; Rf = 0,50).

5.2.25 Sintese do produto intermediario 2L no em fluxo no microrreator capilar

e seu estudo de cinética

Figura 30 - Esquema de sintese do produto intermediario 2L em fluxo no microrreator capilar
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Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007) e Silva, et al. (2022).

Conforme esquema apresentado na Figura 30, duas solucbes foram preparadas, uma
contendo 2L em etanol (99,8%) na concentragéo de 0,120 M e outra contendo 6 em etanol
(99,8%) também na concentracdo de 0,120 M. As duas solucGes foram alimentadas
separadamente ao microrreator nas vazdes adequadas, conforme o planejamento experimental
descrito na sec¢do 5.2.4. Foram estudados os tempos medios de residéncia 1, 2, 4, 8, 12, 16 e 20

min e as temperaturas 65, 78, 100, 120, 140 e 160°C. A saida do microrreator foram coletadas
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amostras e diluidas na “Solugdo Inibidora D para posterior analise em HPLC-UV para
determinacdo da converséo do reagente 1L e rendimento do produto intermediario 2L.

5226 Sintese do produto intermediério 3L no processo batelada e seu estudo
de cinética

Figura 31 - Esquema de sintese do produto intermediario 3L no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007) e Silva, et al. (2022).

Conforme esquema apresentado na Figura 31, 2L e 7 foram diluidos em DMF (99,8%)
nas concentracdes de 0,750 M e 0,825 M, respectivamente. Foram retirados 30 puL do meio
reacional e diluido em 1,5 mL de “Solucdo Inibidora D” para preparacdo da amostra padrao
utilizada para gerar a curva de calibragdo. NaH foi adicionado ao meio reacional na
concentracédo de 2,25 M em quatro por¢oes iguais durante de 1 min e manteve-se a reagdo sob
agitacdo constante, sob atmosfera de N2 e temperatura ambiente. Foram realizadas amostragens
ao longo do tempo da reacdo para se determinar a conversdo do reagente 2L e rendimento do
produto intermediario 4-(2-{[6-(4-metoxifenoxi)pirimidin-4-iljmetilamino}etoxi)benzaldeido
(3L) por analise em HPLC-UV. Apos o término da reacdo, a mistura reacional foi transferida
para um funil de separacéo e foi colocado 10 mL de agua gelada e a mistura foi extraida com
acetato de etila (2 x 20 mL). A fase orgéanica foi lavada com salmoura (2 x 20 mL), e seca com
Na>SOg, seguida por evaporagéo a vacuo. O produto foi purificado por cromatografia em coluna
(hexano/acetato de etila 2:5; Rf = 0,77).

Para a realizagéo do estudo de cinética, 2L e 7 e foram diluidos em DMF (99,8%) em
uma concentragdo equimolar de 0,13 M. Foram retirados 30 pL do meio reacional e diluido em
1,5 mL de “Solugédo Inibidora D” para prepara¢do da amostra padréo utilizada para gerar a curva
de calibracdo. KOH foi adicionado ao meio reacional na concentracdo de 0,13 M e 0 meio
reacional foi mantido sob agitacdo constante e o estudo foi realizado nas temperaturas de 60,
70, 80, 90 e 100°C. Foram coletadas amostragens a cada 1 min e diluidas na “Solugao Inibidora

D” para se determinar a conversao dos reagentes 2L e 7 em analise de HPLC-UV
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5.2.2.1 Estudo de bases e solventes reacionais para a sintese do produto intermediario 3L no

processo bateada

Para selecionar a melhor base e o melhor solvente para a sintese do produto
intermediario 3L, foram separados 8 vials de volume 1,5 mL com uma barra magnética dentro
de cada um. Adicionou-se aos vials o reagente 2L na concentracdo de 0,065 M em um dos
solventes em estudo e manteve-se 0 meio reacional sob agitacdo para solubilizagéo total do
reagente. Os solventes em estudo foram N,N-dimetilformamida (DMF) (99%), acetonitrila
(ACN) (99,9%), etanol (99,8%), metanol (99,8%), dimetilsulfoxido (DMSO) (99%), tolueno
(99%), 1,4-dioxano (99%), diclorometano (DCM) (99%) e tetrahidrofurano (THF) (99%). Em
cada um dos vials foram adicionadas 8 diferentes bases na concentragdo de 0,065 M: NaOH,
SrF2, CsF, KF, NaF, K2COs, NaH e KOH. Os vials foram mantidos sob agitacéo constante por
30 min e em temperatura ambiente para, em seguida, ser adicionado o reagente 7 na mesma
concentragdo de 0,065 M. O meio reacional foi mantido sob agitagdo constante por 6 h em
temperatura ambiente. Ap6s o término da reagdo, interrompeu-se a agitacdo do meio reacional
para verificacdo visual da formacao de solido no meio reacional, seguida pela coletada de uma
amostra que foi diluida na “Solucéo Inibidora D” para posterior anélise em HPLC-UV para se
determinar a conversdo do reagente 2L e o rendimento do produto intermediario 3L por analise
em HPLC-UV. Repetiu-se este procedimento para estudar todos os solventes citados

anteriormente.

5.2.2.2 Sintese do intermediario 4L no processo batelada

Figura 32 - Esquema de sintese do produto intermediario 4L no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007) e Silva, et al. (2022).

Conforme esquema apresentado na Figura 32, 3L e 3 foram diluidos em n-propanol (99,8%)
em uma concentracao equimolar de 0,016 M. Foram retirados 30 puL do meio reacional e diluido
em 1,5 mL de “Solugado Inibidora E” para preparacao da amostra padrdo utilizada para gerar a

curva de calibracdo. O meio reacional foi levado a ebulicéo, seguida pela adigéo de pirrolidina
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na concentracdo de 0,013 M e manteve-se sob agitacdo constante por 4 h. Foram realizadas
amostragens ao longo do tempo de reacdo e diluidas na “Solug¢do Inibidora E” para se
determinar a conversdo do reagente 3L e rendimento do produto 5-[4-(2-{[6-(4-
metoxifenoxi)pirimidin-4-iljmetilamino}etoxi)benzilideno]tiazolidina-2,4-diona  (4P) em
anélise de HPLC-UV. Apos o término da reacdo, o meio reacional foi levado a temperatura
ambiente e adicionado 30 mL de &gua destilada para precipitacdo do produto bruto. O produto

foi isolado por filtracdo a vacuo, seguida por recristalizacdo em etanol.

5223 Sintese do produto intermediario 4L no em fluxo no microrreator capilar

Figura 33 - Esquema de sintese do produto intermediario 4L em fluxo no microrreator capilar
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Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007) e Silva, et al. (2022).

Conforme esquema apresentado na Figura 33, duas solucbes foram preparadas, uma
contendo 3L em n-propanol (99,8%) na concentracdo de 0,032 M, e outra contendo 3 e
pirrolidina em n-propanol (99,8%) nas concentragdes de 0,032 e 0,020 M, respectivamente. As
duas solucdes foram alimentadas separadamente ao microrreator nas vazfes adequadas,
conforme o planejamento experimental descrito na se¢do 5.2.4. Foram estudados os tempos
médios de residéncia 1, 2, 4, 8, 12, 16 e 20 min e as temperaturas 65, 78, 100, 120, 140 e 160°C.
A saida do microrreator foram coletadas amostras e diluidas na “Solugéo Inibidora E” para
posterior analise em HPLC-UV para determinacdo da conversao do reagente 3L e rendimento

do produto intermediario 4L.
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5224 Hidrogenacé&o do produto intermediario 4L

Figura 34 - Esquema de hidrogenagéo do produto intermediério 4L no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Gowda; Gowda (2000) e Silva, et al. (2022).
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Conforme esquema apresentado na Figura 34, diluiu-se no reator batelada mostrado na
Figura 17 4P em é&cido férmico (88%) na concentracdo de 0,036 M e palé&dio sobre carbono
(Pd/C) (5% em massa). O meio reacional foi purgado com hidrogénio para garantir que a
atmosfera interna do reator fosse de H» e mantido sob temperatura ambiente, agitagdo constante
por 24 h sob atmosfera de hidrogénio (aproximadamente 5 atm). Ao final da reagcdo o meio
reacional foi filtrado a vacuo para retirada do Pd/C e a fase liquida foi evaporada a vacuo para

obtencdo do produto Lobeglitazona, identificado por analise de HPLC-MS.

5.2.25 Sintese one-pot do produto intermediario 2L no processo batelada

Figura 35 - Esquema de sintese one-pot dos produtos intermediario 1L e 2L no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007) e Silva, et al. (2022).

Conforme esquema apresentado na Figura 35, 4 e 5 e NaH foram diluidos em THF
(99,9%) em uma concentracdo equimolar de 0,01 M. Foram retirados 30 puL do meio reacional
e diluido em 1,5 mL de “Solu¢do Inibidora D” para preparagao da amostra padrao utilizada para

gerar a curva de calibracdo, e manteve-se a reacao foi sob agitacdo constante, sob atmosfera de
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N e temperatura ambiente por 30 min. Apoés este periodo o meio reacional a 60°C e adicionou-
se 6 na concentragdo de 0,01 M e manteve-se 0 meio reacional sob agitagdo constante por 5 h.
Foram realizadas amostragens ao longo do tempo de reacdo e diluidas na “Solu¢ao Inibidora
D” para se determinar a conversao dos reagentes 4, 1L e rendimento dos produtos 1L e 2L em
analise de HPLC-UV.

5.2.2.6 Sintese one-pot do produto intermediario 3L no processo batelada

Figura 36 - Esquema de sintese one-pot dos produtos intermediario 1L, 2L e 3L no processo batelada
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Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007) e Silva, et al. (2022).
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Conforme esquema apresentado na Figura 36, 4 e 5 e KOH foram diluidos em DMF
(99,8%) em uma concentracdo equimolar de 0,167 M. Foram retirados 30 UL do meio reacional
e diluido em 1,5 mL de “Solu¢do Inibidora D” para preparagdo da amostra padrao utilizada para
gerar a curva de calibracdo, e manteve-se a reacao foi sob agitacdo constante, sob atmosfera de
N> e temperatura ambiente por 30 min. Apos este periodo o meio reacional a 78°C e adicionou-
se 6 na concentracdo de 0,25 M e manteve-se 0 meio reacional sob agitacdo constante por 5 h.
Em seguida o meio reacional foi levado a temperatura ambiente e adicionou-se NaH e 7 nas
concentracdes de 0,167 M e 0,183, respectivamente, e manteve-se sob agitacdo constante por 1
h sob atmosfera de N.. Foram realizadas amostragens ao longo do tempo de reacéo e diluidas
na “Solugao Inibidora D” para se determinar a converséo dos reagentes 5, 1L e 2L e rendimento
dos produtos 1L, 2L e 3L em anélise de HPLC-UV. Apos o término da reagdo a mistura
reacional foi colocada em um funil de separacéo e adicionado 20 mL de &gua destilada gelada
e extraida com acetato de etila (2 x 20 mL). A fase organica foi lavada com solucéo aquosa de
50% de NaCl (2 x 20 mL), e seca com NazSOys, seguida por evaporacéo a vacuo. O produto foi

purificado por cromatografia em coluna (hexano/acetato de etila 2:5).
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5.2.2.7 Sintese one-pot em fluxo do produto intermediario 2L

Figura 37 - Esquema de sintese em fluxo no microrreator capilar dos intermediarios 1L e 2L
of

SN
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N oy Ay ey T
o i o "o

H
+ NaH _ N \/\OH

6

Fonte: Adaptado de Lee, et al. (2007) e Silva, et al. (2022).

Conforme esquema apresentado na Figura 37, para a sintese one-pot em fluxo do
produto intermediario 2L foram preparadas trés solucGes distintas: (A) 4,6-dicloropirimidina
(4) (125 mg, 0,8 mmol, 1,00 eq.) em 15 mL de THF (99,9%); (B) 4-metoxifenol (5) (106 mg,
0,8 mmol, 1,00 eq.) e NaH (33,5 mg, 0,8 mmol, 1,00 eq.) em 15 mL de THF (99,9%). Estas
duas solugdes foram bombeadas para o primeiro microrreator capilar com sua saida conectada
a entrada de um segundo microrreator capilar. Neste segundo microrreator, a terceira solucao
de alimentacdo (C) foi bombeada com uma solu¢do composta de 2-(metilamino)etanol (6) (481
pL, 6,00 mmol, 3,00 eqg.) em 15 mL de THF (99,9%) a 60°C. As amostragens foram realizadas

nos tempos médios de residéncia 1, 2, 3, 4 e 5 min.

5.2.3 Solugéo inibidora de reagdo

Para cada reagdo estudada foi desenvolvida uma solucdo que inibisse que a reagédo
prosseguisse a partir do instante de amostragem, chamadas de “Solugdo inibidora”. Esta etapa
do desenvolvimento da pesquisa é de suma importancia, pois sem a inibigdo correta da reacéo
no instante da amostragem, € impossivel ter confiabilidade nos resultados.

As solucgdes inibidoras foram desenvolvidas a partir da mistura acetonitrila (ACN) e
agua 1:1 (v/v) e adicdo de um acido para aumentar a presenca de H* (diminuir o pH), de modo
a diminuir a velocidade da reacdo direta. O objetivo foi, no minimo, dobrar a quantidade de H*
ao final da reacao, e no maximo, observar se houve degradacao pelo excesso de acido na solugao
de amostragem. Os &cidos utilizados foram os acidos cloridrico (HCI), acético glacial (AAG) e
trifluoracético (3FA).



73

Todas as amostragens no meio reacional foram realizadas retirando-se uma aliquota com
um volume pré-determinado de 30 pL, em seguida adicionada a um vial contendo previamente
a solucdo inibidora da reacdo em realizacdo (o volume adicionado ao vial variou para cada
reacao estudada), e entdo esta solucdo foi armazenada a + 4°C até o0 momento de sua analise
em HPLC-UV. Esta diluicdo mostrou-se eficaz no ajuste do método de anélise no HPLC-UV,
pois as areas dos cromatogramas atingiram, no maximo, 1500 mV de altura, evitando assim o
plateau da area.

Foram preparadas cinco solucgdes inibidoras, todas apresentadas na Tabela 3, cuja sua
eficiéncia foi determinada a partir da variacdo de area dos reagentes e produtos dentro do vial
por analise de HPLC-UV realizadas diariamente, ao longo de, no minimo, 7 dias. As anélises
que, ao final de uma semana, apresentavam variacdo de até 10% nas areas obtidas nas analises
dos analitos foram consideradas inibidas, considerando que, em geral, as amostras eram
coletadas e analisadas dentro de 24h, periodo o qual ndo foi observada a variagdo das areas dos

analitos.

Tabela 3 - Relagdo de soluges inibidoras utilizadas nas amostragens dos produtos intermediérios das
sinteses dos farmacos Pioglitazona e Lobeglitazona a partir da mistura 1:1 (v/v) de acetonitrila / agua

_Sgll_Jgéo Apido Concentragdo Volume de Solugdo inibidora adicionado ao vial Utilizagio
inibidora adicionado (M) (mL)
A HCI 0,01 1 2P
B Sem é&cido 15 3P
C AAG 0,01 15 4P
D 3FA 0,098 1,5 1L, 2L e3L
E AAG 0,01 15 4L

5.2.4 Determinacdo do método de amostragem no microrreator capilar em fluxo

O ajuste da vazdo determina o tempo médio de residéncia e o tempo de descarte. O
tempo médio de residéncia no microrreator corresponde ao tempo de reacdo no reator batelada
e significa, em média, o tempo que a molécula permanece dentro do reator; jA o tempo de
descarte é 0 tempo necessario para que, apos o0 ajuste da nova vazao, tenha-se certeza de que
todo o meio reacional contido nas mangueiras de entrada e de saida dos microrreatores sejam
descartados e ndo interfira nas vazdes seguintes. A determinacao do tempo médio de residéncia
e do tempo de descarte sdo apresentados nas Equacdes (eg.) 1 e 2. O volume do reator utilizado

foi de 1.000 pL e o volume total do sistema é de 2,080 pL.
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Volume do reator (uL) (1)
Vazdo total (uL min—1)

Tempo médio de residéncia (1) =

volume de descarte (uL) _ 2.080 uL (2)
vazdo total (uL min~1)  wvazdo total (uL min—1)

Tempo de descarte =

Denomina-se “tempo médio de residéncia”, pois o microrreator ndo ¢ ideal,
consequentemente ocorre dispersdo durante o escoamento do fluido. Foi realizado o estudo de
distribuicdo de tempo de residéncia (DTR) a partir de um degrau de concentracdo de TZD. Os
resultados deste estudo foram publicados previamente (PINHEIRO et al., 2018; SIGUEMOTO
et al., 2020)

Com isto, foi estabelecido o seguinte planejamento de ensaios, mostrado na Tabela 4. A

cada temperatura estudada, foram realizados seis ensaios com diferentes vazoes.

Tabela 4 - Planejamento de amostragem no microrreator

Tempo médio x x x x x Tta_mpo
Ensaio de residéncia Vazéo solggao Vazéo soll_J(;ao Vazéo t_otal minimo de
) A (uL/min) B (uL/min) (UL/min) descarte
(min) ¢
(min)
1 1 500 500 1000 2,1
2 2 250 250 500,0 42
3 4 166,6 166,6 3333 6,2
4 8 83,3 83,3 166,6 16,6
5 12 41,6 41,6 83,5 25,0
6 16 31,1 31,1 62,2 333
7 20 25,0 25 50,0 41,6

O maior tempo de residéncia para o estudo realizado no microrreator esta fixado em 20
min, pois foi 0 tempo considerado razoavel para realizacdo de ensaios e para se obter respostas
significativas em termos de conversdo de reagentes e rendimento dos produtos.

Para os ensaios nos quais a temperatura fosse maior do que a de ebulicdo normal do
solvente foi necessaria a pressurizacdo do meio através da utilizacéo de um regulador de pressao
(“back pressure regulator ), para que ndo houvesse a evaporacdo do solvente dentro do
microrreator. A pressao do sistema foi ajustada de acordo com a Tabela 5, que mostra a pressao

minima e a ideal de trabalho para cada um dos solventes em estudo.



Tabela 5 - Temperatura do sistema e pressdo necessaria para manter o meio reacional no estado

liquido
METANOL
Temperatura (°C) Pressdo minima (bar) Presséo ideal (bar)
65,0 0,1 1,1
78,0 18 2,8
98,0 3,2 4,2
120 6,1 7,1
140 10,3 11,3
160 16,6 17,6
Obs.: Pressdes manométricas
ETANOL
Temperatura (°C) Pressdo minima (bar) Pressdo ideal (bar)
78,0 0,1 1,1
98,0 2,0 3,0
120 3,2 4,2
140 6,3 7,3
160 10,7 11,7
Obs.: Pressdes manométricas
n-PROPANOL
Temperatura (°C) Pressdo minima (bar) Pressdo ideal (bar)
98,0 0,1 1,1
120 1,6 2,6
140 3,9 4,9
160 7,1 8,1
Obs.: Pressdes manométricas
THF
Temperatura (°C) Pressdo minima (bar) Pressdo ideal (bar)
65.0 0,1 11
78,0 0,7 1,7
98,0 1,9 2,9
120 3,6 4,6
140 6,0 7,0
160 9,3 10,3
Obs.: Pressdes manométricas

5.2.5 Meétodos analiticos

5.251

Quantificacdo e caracterizagdo de reagentes e produtos
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“High Performance Liquid Chromatography” (HPLC-UV) utilizado para a determinacao

da concentracdo dos reagentes e produto e, consequentemente, da conversdo de reagentes
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e rendimento de produto: modelo Prominence 20AD da Shimadzu, equipado com uma pré
coluna e coluna TSKgel® ODS-100V C18, 3 um, 25 cm x 4,6 mm, e fase movel isocrética
de acetonitrila e &gua. Disponivel no Laboratério Instrumental Multiusuario do
FBT/FCF/USP. Também foi realizado um processo de recuperacao da acetonitrila utilizada

na fase mdvel das analises de HPLC-UV e este procedimento esta descrito no Apéndice 3.

e Espectroscopia de Massa (EM) (Mass Spectroscopy (MS) acoplado em aparelho de HPLC
(HPLC-MS), equipamento: UFLC Prominence 20AD, Shimadzu, Tokio, JP; MS Bruker

Amazon Speed, fonte eletrospray, analisador ion trap, Massachussets, EUA).

5.25.2 Curva de calibracédo e analise em HPLC-UV

As analises em HPLC-UV foram feitas para quantificar a concentracdo de reagentes e
produtos nas amostras coletadas nos ensaios em batelada e no microrreator. As condicdes para
andlise de cada um dos reagentes e produtos intermediarios dos farmacos Pioglitazona e
Lobeglitazona sdo apresentadas na Tabela 6 e 0s cromatogramas das analises de HPLC-UV séo
apresentados no Anexo 1. As curvas de calibracdo de cada um dos reagentes e produtos

intermediarios dos dois farmacos sao apresentadas no Apéndice 4.

Tabela 6 - Métodos analiticos em HPLC-UV dos reagentes e produtos intermediarios dos farmacos
Pioglitazona e Lobeglitazona

Pioglitazona

L ) Tempo
Composicéo fase movel
Produto Vazéo o Comprimento de onda (A) de
(Acetonitrila/Agua)

retencéo
(mL min™?) (% viv) (nm) (min)
1P 0,5 95/5 211 7,023
2P 0,5 95/5 211 11,067
3P 0,5 95/5 275 9,367
4P 0,5 95/5 324 9,787
Pioglitazona 0,7 99/1 270 5,853
Lobeglitazona
Tempo

. Composicao fase movel
Produto Vazéo o Comprimento de onda (A) de
(Acetonitrila/Agua) .
retencéo

(mL min ) (% viv) (nm) (min)
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4,6-dicloropirimidina 0,5 92/8 250 8,946
1L 0,5 92/8 250 10,280
2L 0,5 92/8 230 7,246
3L 0,5 92/8 280 10,693
4L 0,5 92/8 374 10,911

5.2.6 Tratamento de dados

Os dados obtidos ap0s anélises foram tratados segundo a metodologia descrita a seguir
e consistem de resultados de concentragdo do reagente e dos produtos em funcdo do tempo de
reagdo, no processo batelada, e do tempo médio de residéncia, no microrreator de fluxo, para
cada um dos valores estipulados de temperatura.

A conversdo, Xa, da reacdo a4 + bB — pP + ¢Q é definida como a fracdo do reagente
limitante que é consumido na reagdo (HARRIOT, 2003; HILL; ROOT, 2014) e é determinada

pela eq. (3):

Cao—Ca
XA =22 £
C
A0

@)
Na eg. (3) Cao e Ca sdo as concentragdes inicial e final do reagente limitante,
respectivamente.
O rendimento do produto desejado, Yp, € determinado através da relacdo entre a
quantidade de produto formado e a quantidade de produto que seria formado se ndo houvesse
formagdo de subprodutos (HARRIOT, 2003; HILL; ROOT, 2014). A expressdo matematica

para a determinacdo do rendimento do produto esta descrita pela eq. (4):

a(Cp—Cpy)
= =P PO/ 4
P e (4)

Na eq. (4) Cpo € Cp sdo as quantidades inicial e final do produto formado,
respectivamente, Cao é a quantidade inicial do reagente limitante, a e p sdo os coeficientes
estequiométricos do reagente limitante e do produto, respectivamente.

A taxa producdo em batelada (rigr) € em fluxo no microrreator (rmg) foram
determinadas pelas eq. (5) e (6), onde Cp (mol L) e mp (mol) sdo as concentragdes finais e a

massa do produto desejado ao final do processo batelada (t, h), Vs é 0 volume do reator (L), F
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(L h'Y) é a vazdo total no microrreator e Cpou € a concentragdo molar (mol L) do produto
desejado a saida do microrreator.

LR =T 5)

MBR=
BR t t

MR = Cpout F (6)

O célculo de numero de microrreatores em paralelo (nmr), conforme descrito na
literatura (CALVO et al., 2021; PINHEIRO et al., 2018; SILVA et al., 2019, 2022; SILVA,
PALMA, 2022), e apresentado na eq. (7) é definido como a razéo entre sigr (Mol h™) apos a
formacdo total de produto e rizmg (Mol ht). Este pardmetro fornece uma estimativa do nimero
de microrreatores em paralelo necessario para obter a mesma producdo média de produto no
reator batelada e, portanto, pode ser usado como um indice da viabilidade da Tecnologia de

Microrreatores em escala industrial.

Nyr = r-hBR (7)

A constante da taxa da reacdo (k), expressa em L mol™ s, foi determinada pelo ajuste
do modelo cinético de segunda ordem de todas as rea¢fes de formacdo dos intermediarios em
estudo, de acordo com a eq. (8), onde Cao = Cgo (mol L) sio as concentragdes iniciais dos

reagentes e t o tempo (5).

—— — =kt ®)

Ca Cao

A energia de ativacio de cada reagdo intermediaria (Ea), expressa em kJ mol?, foi
determinada pelo modelo de Arrhenius de acordo com a eg. (9), onde Ao é o fator pré-

exponencial, R a constante dos gases ideais e T a temperatura absoluta (K).

Ea

k=Age ’T 9)

Os parametros termodinamicos do estado de transicdo (TS) das reacdes de cada etapa,

entalpia (4H%), entropia (45%) e energia livre de Gibbs (4G*), foram determinados a partir dos
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dados experimentais usando a equacdo de Eyring (eqg. 10), onde ky é a constante de Boltzmann
(1,38 x 102 m? kg s2 K1) e h a constante de Planck (6,63 x 103 m?kg s ™).

k = kz_T oASH/RT o—AH$/RT (10)

Se k é expresso em L mol™? s, o estado padrdo para a energia livre, entalpia e entropia
de ativagdo é 1 mol L™t (HILL; ROOT, 2014).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE DO FARMACO PIOGLITAZONA

6.1.1 Sintese do produto intermediario 2P

6.1.1.1 Reprodutibilidade da sintese do produto intermediario 2P

A sintese dos intermediarios 2P e 3P é relatada na literatura (MADIVADA et al., 2009)
sugerindo um tempo total de reacdo de 16 h (3 h para o intermediario 2P e 13 h para o 3P) para
se obter rendimento final do produto intermediario 3P de 81,2%. Os estudos preliminares destas
sinteses foram realizados individualmente, isolando o intermediario 2P, e o utilizando a partir
de uma concentracdo conhecida como reagente da sintese do produto intermediério 3P. Desta
forma seria um primeiro passo para compreender o comportamento de ambas as reacdes de
formacdo destes produtos intermediarios. Ap6s definido o método de anélise em HPLC-UV,
foram realizados ensaios em triplicata, conforme o procedimento descrito na literatura
(MADIVADA et al., 2009) e os resultados de conversdo do reagente 1P e rendimento do
produto intermediario 2P sdo apresentados na Figura 38. Foram testadas concentracGes do meio
reacional de 1,66, 0,55, 0,2, 0,1 e 0,05 M para se verificar em qual concentracdo néo haveria
formacédo de sélidos (ensaios ndo apresentados), no entanto, foi observado que houve formacéo
dos mesmos. O HCI formado como subproduto da reacéo precisa ser removido utilizando uma
amina terciaria como um "sequestrador de acido" (SOLOMONS; FRYHLE, 2009), porém ha a
formacdo de um sal de amdnio que ndo é solivel em tolueno, o que impede a transposicao desta
reacao do processo batelada para o processo em fluxo no microrreator capilar nas condi¢6es
apresentadas na literatura (MADIVADA et al., 2009). A confirmacdo da sintese do produto

intermediario 2P foi feita por analise em HPLC-MS e ¢ apresentada no Anexo 2.
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Figura 38 - Conversdo do reagente 1P e rendimento do produto intermediario 2P no processo batelada
(C1p=0,10 M; C1 = 0,125 M; Cpase = 0,112 M; Solvente: Tolueno t = 3h, T =25°C). C = concentracao
molar; t = tempo de reacdo no processo batelada, T = temperatura.
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Fonte: Autoria prépria.

A Figura 38 mostra que a partir de 4 min de reacdo no processo batelada a conversao do
reagente 1P e rendimento do produto intermediario 2P ja atingem sua estabilizacdo 64 e 63%,
respectivamente. Ao final de 3 h foi obtido rendimento de 67%. Este resultado mostra que nao

é necessario manter a reacdo por 3 h, conforme sugere a literatura (MADIVADA et al., 2009).

6.1.1.2 Estudo de solventes na sintese do produto intermediario 2P no processo

batelada

Apbs estudada a sintese deste produto intermediario conforme a literatura
(MADIVADA et al., 2009), foi realizado um estudo de solventes com o objetivo de buscar um
solvente que solubilize o meio reacional e, consequentemente, que forme o produto desejado.
Neste estudo foram testados inicialmente os solventes THF e acetonitrila. Foi observado que,
embora o THF promova a reacéo, ele ndo solubiliza 0 meio reacional, portanto este solvente foi
descartado. J& a acetonitrila, além de promover a reacéo, também solubilizou o meio reacional,
sendo possivel assim transpor esta reacdo para a sintese em fluxo no microrreator capilar. A
Figura 39 apresenta a comparacdo do rendimento do produto intermediario 2P nos solventes
tolueno e acetonitrila no processo batelada, no qual é possivel observar que, embora 0s
rendimentos finais a partir de 6 min de reacdo sejam equivalentes, a vantagem da substituicéo

do solvente tolueno, proposto na literatura (MADIVADA et al., 2009), por acetonitrila esta na
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maior velocidade inicial da reagdo, embora nos dois solventes a estabilizacdo seja atingida por
volta dos 6 min de reacdo. Em 20 min de reacdo o rendimento do produto intermediério 2P no

solvente tolueno foi de 60%, enquanto em acetonitrila foi de 61%.

Figura 39 - Comparacdo do rendimento do produto intermediario 2P nos solventes tolueno e
acetonitrila no processo batelada (Cip = 0,10 M; C1 = 0,125 M; Cpase = 0,112 M; t =3h, T=25°C). C =
concentracdo molar; t = tempo de reacéo no processo batelada, T = temperatura.
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Fonte: Autoria prépria.
6.1.1.3 Sintese do produto intermediério 2P em fluxo no microrreator capilar e

comparacao entre 0s processos batelada e fluxo no microrreator capilar

Apds definida as condices para transposicdo da reacdo do processo batelada para o
processo em fluxo no microrreator capilar, foram realizados os ensaios variando o tempo médio
de residéncia (z) em temperatura ambiente (25°C). A Figura 40 apresenta a comparagdo do
rendimento do produto intermediario 2P nos processos em batelada e em fluxo no microrreator
capilar. E possivel observar que os rendimentos em ambos 0s processos s3o equivalentes, tendo
em vista que as barras de erro se sobrepdem na maioria dos pontos de amostragem. O
rendimento do produto intermediario 2P em batelada apds 20 min foi de 61%, enquanto no

microrreator capilar o rendimento foi de 66%.
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Figura 40 - Comparagdo do rendimento do produto intermediario 2P nos processos batelada e em
fluxo no microrreator capilar (Cip = 0,10 M; C1 = 0,125 M; Cpase = 0,112 M; Solvente: acetonitrila; t =
3h, T =25°C). C = concentragdo molar; t = tempo reacional; = tempo médio de residéncia no
microrreator, T = temperatura.
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Fonte: Autoria prépria.

A Figura 41 apresenta a influéncia do tempo médio de residéncia (z) na produgdo molar
(rvRr) € No nimero de microrreatores em paralelo (nwr). Este Ultimo fornece uma estimativa do
nimero de microrreatores em paralelo necessario para obter a mesma producdo média do
produto no reator batelada e, portanto, pode ser usado como um indice da viabilidade da
Tecnologia de Microrreatores em escala industrial. Para tanto, foram considerados para o
processo em batelada um volume de meio reacional de 5 mL, t = 60 min, T = 25°C e nestas
condicdes a producio média foi de 1,52 x 10 mol s™%. No célculo da producio no processo em
fluxo foi utilizado um microrreator, de volume 1 mL, e T = 25°C. O rmr diminui com 0 aumento
de 7, atingindo 3,44 x 10° mol s em 7 = 20 min (que corresponde ao maior rendimento
observado). O menor valor de nvr (0,5) foi obtido para z = 1 min, porém com o0 menor
rendimento observado (25%). Por outro lado, para z = 20 min foi obtido maio rendimento
(66%), com nur = 4,4, indicando assim a condicdo ideal para a produgdo em fluxo deste

intermediario.
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Figura 41 - Influéncia do tempo médio de residéncia (z) na produgdo molar (rzvr) NO Processo em
fluxo e no nimero de microrreatores em paralelo (nwr), com volume de 1 mL para se atingir a mesma
producdo de 2P no processo batelada (1,52 x 10° mol s) apdés 60 min em T = 25°C. t = tempo de
reacdo no processo batelada, T = temperatura.
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Fonte: Autoria propria.
6.1.2 Sintese do produto intermediario 3P
6.1.2.1 Estudos preliminares para sintese do produto intermediario 3P

A sintese do produto intermediario 3P é descrita na literatura (MADIVADA et al., 2009)
gue sugere um tempo de reacdo de 13 h, para se obter rendimento de 81,2 %. Foram testadas
concentracdes do meio reacional de 0,35, 0,14 e 0,07 M para se verificar se haveria formacéo
de sdlidos. Foi observado que o K>CO3z (base promotora desta reacdo) ndo se dissolve no
solvente, tolueno, impedindo a transposicdo desta sintese para o processo em fluxo no
microrreator capilar. O rendimento da reacdo de formacdo do produto 3P, ap0s a etapa de
purificacdo, foi de 9%, indicando que novos estudos. A confirmacédo da identidade do produto
intermediario 3P foi feita em HPLC-MS e € apresentada no Anexo 3. A dificuldade desta etapa
foi adequar uma maneira de inibir a reacdo apds a coleta no meio reacional. Foram testadas
algumas solugdes inibidoras, entretanto, nenhuma solugédo interrompeu a reacdo, pois foi
observada a variagdo das areas das amostras de HPLC-UV dos reagentes e produto. Esta reacdo
ndo foi explorada, pois tdo logo iniciaram-se seus testes foi desenvolvida uma nova maneira de
se realizar a sintese do produto intermediario 3P, sem a necessidade prévia de realizar a sintese
do produto intermediario 2P, descrito a partir da secdo 6.1.1. Este novo método, chamado de

“3P (método alternativo) ” estd explicado no capitulo seguinte.
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6.1.3 Sintese do produto intermediario 3P (método alternativo) no processo batelada

A sintese do produto 3P pode ser realizada a partir do reagente 1P sem a necessidade
da formacdo do produto intermediario 2P, utilizando uma base forte para desprotonacdo da
hidroxila presente no reagente 1P, seguido por uma substituicdo nucleofilica com o reagente 4-
fluorbenzaldeido (7). Esse mecanismo é observado na reacdo de formacdo dos produtos
intermediarios 1L e 3L, descritos nas secdes 6.3.1 e 6.3.3, respectivamente. A confirmacéo da
identidade do produto intermediario 3P sintetizado a partir desta nova metodologia foi feita a
partir de analise de HPLC-MS e é apresentada no Anexo 4. Vale ressaltar que esta sintese ndo
foi apresentada na patente do produto Pioglitazona e, por ser entdo uma inovagdo e uma
melhoria no processo de sintese do farmaco em estudo, foi feito o pedido de patente, submetido
ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) em 06/04/2021 (BR 10 2021 006604 0)
e sua publicagdo foi feita na Revista da Propriedade Industrial” n® 2631, de 08 de junho de 2021
(Anexo 14) (SILVA; PALMA, 2021).

6.1.3.1 Estudo de bases e solventes reacionais para a sintese do produto

intermediario 3P (método alternativo) no processo batelada

Apos a confirmacdo de que é possivel realizar a sintese do produto intermediario 3P a
partir da desprotonacdo de 1P e substituicdo nucleofilica com o 4-fluorbenzaldeido (7), foi
realizado um estudo para buscar bases e solventes que fornecam o maior rendimento no menor
tempo de reacdo, uma vez que nao foi encontrado até o momento referéncias especificas a esta
reacdo, além de buscar por composi¢des em que o meio reacional esteja completamente
solubilizado. A solubilidade total do meio é necessaria para a transposi¢cdo da reacdo para o
processo em fluxo no microrreator capilar, pois a formacédo e/ou a presenca de sélido no meio
reacional podem obstruir e/ou danificar o microrreator. Neste estudo foram testadas as bases
NaOH, SrF», CsF, KF, NaF, K2CO3, NaH, e KOH, na concentracéo de 0,20 M, e os solventes
utilizados foram o DMF, acetonitrila (ACN), metanol, etanol, tolueno, DMSO, 1,4-dioxano,
THF e diclorometano (DCM). Todas as reacgdes foram realizadas a partir da desprotonacgdo do
reagente 1P pela acéo da base por 30 min e, em seguida, adicdo do reagente 7 e mantida por 2h
em temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Todas as analises para verificar a formagéo
do produto de interesse foram realizadas em HPLC-MS, conforme a se¢do 5.2.5.1. Nd&o foi

calculado o rendimento final de cada reacéo, entretanto, os resultados a serem apresentados a
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seguir foram obtidos a partir da relacdo de areas (em %) dos cromatogramas que apresentaram
o0 produto no comprimento de onda fixo em 254 nm, conforme estabelecido pela farmacopéia
brasileira (FARMACOPEIA, 2010). A formagéo de sélido foi verificada por analise visual.

A Tabela 7 apresenta os valores da relacdo de areas (em %) obtida a partir das analises
em HPLC-MS na formagdo do produto intermediério 3P, visto que os valores em vermelho
representam as composicGes de meio reacional que apresentaram sélido disperso, enquanto 0s
valores em verde representam as composi¢des em que o meio reacional foi solubilizado. Ja a
Figura 42 apresenta os dados observados na Tabela 7 organizados de forma decrescente de

valores de area (em %).

Tabela 7 - Valores da relacéo de areas (em %) obtidos a partir de analise de HPLC-MS no estudo de
base e solventes da sintese do produto intermediario 3P (método alternativo) no processo batelada (Cip
= 0,20 M; C7=0,20 M; Cpase = 0,40 M; A =254 nm; t =2 h, T =25°C). C = concentra¢do molar; t =
tempo de reacdo no processo batelada, T = temperatura

DMF ACN DCM Metanol Etanol DMSO Tolueno 1,4-dioxano THF

NaOH Dihdsy - - - 050 | 41,00 - - 0,64
SrF; - - - - - -
CsF - - - - - - - - -
KF - - - - - - - - -
NaF - - - - - - - - -
K,COs - - - - - - - - -
NaH - 0,67 - -
KOH - - 0,49 - -
Fonte: Autoria propria e Silva; Palma, 2021
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Figura 42 - Relacéo de areas (%) obtidas por LC-MS no estudo de bases e solventes na formacao do
produto intermediario 3P (método alternativo) no processo batelada (Cip = 0,20 M; C7= 0,20 M; Chpase
=0,40 M; A =254 nm; t=2h, T=25°C). C = concentracdo molar; t = tempo de reacao no processo
batelada, T = temperatura.

30

T u DMF/KOH
® DMF/NaOH
25 1 ® DMSO/NaOH
m DMF/NaH
20 - ® THF/NaH
g ® THF/KOH
@ 15 - Etanol/NaH
2 m 1,4-dioxano/KOH
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Fonte: Autoria prépria e Silva; Palma, 2021

Destaca-se na Tabela 7 e na Figura 42 os valores de areas obtida com a base KOH no
solvente DMF (25,5%), e a base NaOH nos solventes DMF (17,3%) e DMSO (11%). Estes
valores indicam que os maiores rendimentos desta reacdo provavelmente serdo obtidos nestas
composicdes de bases e solventes. Em relacdo a formacdo de sélidos, foi observado que nédo
houve sua formacdo apenas no solvente etanol, entretanto, os valores (em %) das areas
observadas neste solvente foram baixos, sendo 0,67, 0,50 e 0,49% nas bases NaH, NaOH e
KOH, respectivamente, indicando que o rendimento desta reacdo com estas bases em etanol é
baixo. De fato, era previsivel que o rendimento do produto intermediario 3P em etanol seria
baixo ou inexistente, tendo em vista que estas bases reagem em solugdes alcodlicas, entretanto
este teste foi conduzido, devido ao observado na se¢do 6.2.1.1, em que a formacéo do produto
intermediario 1L foi constatada em solvente alcodlico, mesmo tendo 0 mesmo mecanismo
reacional do produto intermediario 3P.

Com estes resultados apresentados foi realizada a sintese do produto intermediario 3P
no solvente DMF e bases KOH, NaOH e NaH, com amostragens do meio reacional ao longo
do tempo de reacdo para se determinar a conversao dos reagentes e rendimento do produto
intermediario 3P. Também foi realizada a sintese deste produto no solvente etanol e base KOH
para testar a viabilidade da transposicdo para a sintese em fluxo no microrreator capilar,

entretanto ndo foi detectado o produto em estudo nas analises em HPLC-UV, possivelmente
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por conta do baixo rendimento, portanto estes resultados ndo serdo apresentados. A Figura 43
apresenta os resultados de rendimento do produto intermediario 3P no processo batelada, no
solvente DMF e bases KOH, NaOH e NaH. As reac6es realizadas com a base KOH foram
mantidas por 3h para se determinar qual seria 0 tempo necessario para se atingir 0 maior
rendimento e estabilizacdo da curva de rendimento, até entdo desconhecidos. Ap6s confirmagéo
de que este tempo seria de 2 h, 0s ensaios seguintes, realizados com as bases NaH e NaOH
foram mantidos por 2 h. Os resultados mostram que o maior rendimento do produto é atingido
com a base KOH (51,9%), enquanto o rendimento atingido com as bases NaH e NaOH sao
proximos, 15,4 e 17,3%, respectivamente, confirmando que o maior rendimento do produto
seria atingido usando a base KOH, conforme os resultados observados no estudo de base e

solvente apresentado anteriormente.

Figura 43 — Influéncia da base promotora da rea¢éo no rendimento do produto intermediario 3P
(método alternativo) no processo batelada durante 2 h de tempo reacional reagéo (C.p = 0,20 M; C7 =
0,20 M; Chase = 0,20 M; solvente: DMF; t =2 h, T = 25°C). C = concentra¢do molar; t = tempo de
reacao no processo batelada, T = temperatura

60

5 )
40 - % o)
@@%

20 % % < NaH
% i ANaOH
% OKOH

50 100 150 200
t (min)
Fonte: Autoria prépria e Silva; Palma, 2021
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6.1.3.2 Aplicacdo de planejamento multivariado na sintese do produto
intermediario 3P (método alternativo) no processo batelada

Apos definido que o melhor solvente e a melhor base para se promover a reagao de
formagédo do produto intermediario 3P sdo o DMF e KOH, foi aplicado um planejamento

multivariado, considerando trés variaveis definidas como as principais para se atingir maiores
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valores de rendimento: o tempo de desprotonagdo do reagente 1P por agdo da base KOH,
concentracdo do reagente 4-fluorbenzaldeido (7) e da base KOH. Estas varidveis foram
definidas como as mais importantes a partir dos estudos da sintese dos produtos intermediarios
1L e 3L, que serdo apresentados nas secOes 6.3.1.3 e 6.3.3.2, respectivamente.

O planejamento multivariado constando as variaveis estudadas e seus niveis é
apresentado na Tabelas 8. A Figura 44 apresenta o rendimento final de cada ensaio ap6s as 2 h

de reacéo.

Tabela 8 - Relagdo dos ensaios propostos para o planejamento multivariado na sintese do produto
intermediario 3P (método alternativo) no processo batelada

Nome do Concentragdo de KOH Concentragdo de 4- Tempo de
ensaio (M) fluorbenzaldeido (M) desprotonacgéo
1 0,20 0,20 10 min
2 0,20 0,20 20 min
3 0,20 0,20 30 min
4 0,20 0,40 10 min
5 0,20 0,40 20 min
6 0,20 0,40 30 min
7 0,40 0,20 10 min
8 0,40 0,20 20 min
9 0,40 0,20 30 min
10 0,40 0,40 10 min
11 0,40 0,40 20 min
12 0,40 0,40 30 min

Fonte: Autoria prdpria.
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Figura 44 — Rendimentos finais do produto intermediario 3P (método alternativo) no processo
batelada obtido a partir do planejamento multivariado (Cip = 0,20 M; Solvente: DMF; t=2h, T =
25°C). C = concentragdo molar; t = tempo de reagdo no processo batelada, T = temperatura. Obs.: Os
nameros da legenda correspondem aos nomes dos ensaios descritos na Tabela 8
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Fonte: Autoria prépria e Silva; Palma, 2021

A Figura 44 mostra que os trés maiores rendimentos de 3P foram obtidos na
concentracdo de 0,40 M de base KOH e reagente 7, independentemente do tempo de
desprotonacdo, tendo em vista que as barras de erro se sobrepdem nos ensaios 10, 11 e 12, ou
seja, este estudo indica que para se atingir maiores rendimentos nesta reacdo, € necessario
dobrar a concentracdo de base e do reagente 7 e da base KOH. Os rendimentos observados para
as trés condicdes citadas sdo, respectivamente, 49,5, 47,7 e 54%. Em relacdo aos outros
rendimentos obtidos no estudo é observado que, também por conta das barras de erro se
sobreporem, é possivel afirmar que as condicdes estabelecidas entre os ensaios 1 a 9 indicam

que as mesmas nao interferem no rendimento final.

6.1.4 Sintese do produto intermediario 4P

6.1.4.1 Informacdes preliminares sobre a sintese do produto intermediario 4P

A reacdo de formacdo do produto intermediario 4P é descrita na literatura
(MADIVADA et al., 2009), e sugere o tempo de reacdo de 13 h, no solvente metanol, e
piperidina como base promotora da reagdo, para se obter rendimento de 50%. Para a realizacdo
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desta etapa, foi utilizada a pirrolidina como a base promotora da reacdo, por conta da piperidina
ter sua comercializacdo rigidamente controlada no pais (BRASIL, 1998, 2020).

O mecanismo reacional da sintese do produto intermediario 4P, a condensacdo de
Knoevenagel, ja foi amplamente estudado nos ultimos anos pelo grupo de pesquisa (PINHEIRO
et al., 2018; SILVA et al., 2019, 2022; SILVA; PALMA, 2022). Por conta disso, o estudo da
reacdo de formacdo do produto intermediario 4P iniciou-se ja visando sua transposi¢do para a
sintese em fluxo no microrreator capilar, reduzindo a sua concentracdo de meio reacional de
1,65 M, visto na literatura (MADIVADA et al., 2009) (sendo: 3P = 0,49 M; tiazolidina-2,4-
diona (3) = 0,55 M; piperidina = 0,61 M), para 0,084 M (sendo 3P e 3 = 0,03 M; pirrolidina =
0,024 M. Esta concentracdo foi determinada a partir do estudo apresentado na secéo 6.1.4.2),
tendo em vista que estudos anteriores indicavam que esta concentracao seria a ideal para evitar
a presenca de solidos no meio reacional (PINHEIRO et al., 2018; SILVA et al., 2019, 2022;
SILVA; PALMA, 2022). Os ensaios preliminares no processo batelada visaram determinar o
método analitico por HPLC-UV do produto 4P e o0 tempo necessario para se atingir a
estabilizacdo da curva de rendimento e, a partir destes resultados, aplicar o planejamento
fatorial 32, para se determinar qual concentragdo de base promotora e qual solvente dentre os
escolhidos levaria ao maior rendimento do produto de interesse. A confirmacédo da identidade
do produto intermediario 4P foi feita em HPLC-MS e é apresentada no Anexo 5.

6.1.4.2 Aplicacio de planejamento fatorial 32 e estudo de solvente na sintese do

produto intermediario 4P no processo batelada

O estudo em batelada da sintese do produto intermediario 4P foi realizado aplicando um
planejamento fatorial 32, com duas variaveis em trés niveis. As variaveis escolhidas foram
definidas com base nos estudos anteriores ja publicados (PINHEIRO et al., 2018; SILVA et al.,
2019), solventes e concentracdo de base promotora da reacdo. A Tabela 9 apresenta as
condigdes dos ensaios planejados, enquanto a Figura 45 apresenta o rendimento final do produto

intermediario 4P obtido neste estudo apds 3 h de reacéo.
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Tabela 9 - Relacdo dos ensaios realizados para o planejamento fatorial 32 na sintese do produto
intermediario 4P no processo batelada

Nome do ensaio Concentragéo de Pirrolidina (M) Solvente
1 0,018 Metanol
2 0,024 Metanol
3 0,030 Metanol
4 0,018 Etanol
5 0,024 Etanol
6 0,030 Etanol
7 0,018 n-Propanol
8 0,024 n-Propanol
9 0,030 n-Propanol

Fonte: Autoria prépria.

Figura 45 — Rendimentos finais do produto intermediario 4P no processo batelada obtido a partir do
planejamento fatorial 32 (Csp, Cs = 0,030 M; t = 3 h). C = concentragdo molar; t = tempo de reacdo no
processo batelada. Obs.: Os nimeros da legenda correspondem aos nomes dos ensaios descritos na

Tabela 9
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Fonte: Autoria propria e Silva; Palma, 2021

Observa-se que as condi¢cdes dos ensaios em que foram observados os maiores
rendimentos foram os ensaios 5, 6, 7, 8 e 9, com 93,7, 89,3, 86,4, 91,9 e 96,2%, respectivamente,
entretanto, por conta das barras de erro se sobreporem, é possivel afirmar que estes ensaios
atingiram valores de rendimento estatisticamente iguais.

Em seguida foi realizado o estudo para se determinar o melhor solvente dentre os trés
estudados, metanol, etanol e n-propanol. Este estudo foi realizado com 0,80 eq. de pirrolidina
e, para eliminar a variavel da temperatura do meio reacional, todos os ensaios foram realizados
a65°C, pois esta é a temperatura em que os trés solventes conseguem atingir sem a necessidade

de pressurizacdo do meio reacional. A Figura 46 apresenta o resultado de rendimento do
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produto intermediério 4P para este estudo. Observa-se o0s rendimentos de 79,1; 85,1 e 91,1%
nos solventes metanol, etanol e n-propanol, respectivamente. Embora o rendimento em n-
propanol tenha sido o maior observado, a barra de erro em etanol e n-propanol se sobrepdem,
indicando que ambos os solventes atingem rendimentos estatisticamente iguais. Por conta disto,
para o estudo seguinte, a transposi¢do desta sintese para o microrreator em fluxo foi realizada
no solvente etanol por ser mais sustentavel (BYRNE et al., 2016).

Figura 46 - Rendimento final do produto intermediério 4P no processo batelada nos solventes metanol,

etanol e n-propanol e temperatura de 65°C (Csp, C3 = 0,030 M; Cyirraiigina = 0,024 M; solvente: etanol, t

=3 h, T=65°C). C = concentragdo total do meio reacional, t =tempo de rea¢do no processo batelada ,
T = temperatura
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Fonte: Autoria propria e Silva; Palma, 2021
6.1.4.3 Sintese do produto intermediario 4P em fluxo no microrreator capilar

Ap0s definido no processo batelada que a melhor composicdo de meio reacional, em
termos de concentracdo de pirrolidina e solvente, a sintese do produto intermediario 4P foi
transposta para a sintese fluxo no microrreator capilar. Os ensaios foram realizados no solvente
etanol, na concentracdo de 0,024 M de pirrolidina, nos tempos médios de residéncia (z) 1, 2, 4,
8, 12, 16 e 20 min e nas temperaturas de 65, 78, 100, 120, 140 e 160°C. A Figura 47 apresenta
o rendimento do produto intermediario 4P em fluxo no microrreator capilar em funcéo de z e
T. Embora o rendimento de 4P tenha sido favorecido pelo aumento de T e 7, atingindo o valor
méaximo de rendimento de 85% para z = 20 min e T = 120°C, a partir de 140°C o rendimento
diminuiu, sugerindo que a reacdo deixou de ser seletiva e que houve degradacdo de 3P e/ou
formagéo de subprodutos.
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Figura 47 - Rendimento do produto intermediario 4P no microrreator capilar em fungdo de ze T (Csp
Cs = 0,030 M; Cyirraiigina = 0,024 M; solvente: etanol). C = concentragdo molar, T = temperatura z =
tempo médio de residéncia no microrreator.
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Fonte: Autoria prépria.

6.1.4.1 Comparacdo do rendimento e da producdo molar do produto intermediario 4P nos
processos batelada e em fluxo no microrreator capilar e determinacéo do nimero de

microrreatores em paralelo

Na Figura 48A sdo comparados os rendimentos obtidos nos processos em batelada para
t = 20 min (55,7%) e 180 min (93,7%), a T = 78°C, e em fluxo para z = 20 min,a T = 78°C
(62,6%) e 120°C (85,3%). A sintese em fluxo apresentou-se mais favoravel ao rendimento de
4P em T = 78°C, enquanto se comparados os melhores rendimentos em ambos 0s processos, a
batelada em t = 180 min e T = 78°C apresentou rendimento parcialmente maior que a sintese
em fluxo em =20 mine T = 120°C. A Figura 48B apresenta a influéncia do tempo médio de
residéncia (z) na producgdo molar (mmr) € No NUMero de microrreatores em paralelo (nwr). Foram
considerados para o processo em batelada um volume de meio reacional de 20 mL, t = 180 min,
T = 78°C; nestas condicdes a producio média é de 4,2 x 10® mol s™*. No célculo da producéo
no processo em fluxo foi utilizado um microrreator, de volume 1 mL, e T = 120°C. Pode-se ver
que rvr diminui com o aumento de z, atingindo 2,0 x 10® mol s em r = 20 min (que
corresponde ao maior rendimento observado). O menor valor de nwr (0,38) foi obtido para z =
1 min, porém o rendimento foi insatisfatorio (22%). Por outro lado, para = 20 min foi obtido
maio rendimento (85%), com nwvr = 2,0, e esta condi¢io operacional é considerada melhor para

a producdo em fluxo.
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Figura 48 - (A) Rendimento do produto intermediario 4P. Processo batelada = BRa: T = 78°C, t = 20
min; BRg: T = 78°C, t =180 min. Processo em fluxo no microrreator = MRa: T = 78°C, z = 20 min;
MRg: T = 120°C, = 20 min. (B) Influéncia do tempo médio de residéncia (z) na producdo molar
(mmr) NO processo em fluxo e no nimero de microrreatores em paralelo (nvr), com volume de 1 mL
para se atingir a mesma producéo de 4P no processo batelada (4,17x10® mol s?) apés 180 minem T =
120°C. t = tempo de reacdo no processo batelada, T = temperatura.
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Fonte: Autoria propria.

6.1.5 Sintese do produto Pioglitazona

A reacdo de formacdo do produto Pioglitazona ¢é descrita na literatura (MADIVADA et
al., 2009), que sugere um tempo de reacdo de 3 h e 30 min em um sistema com 1,70 eq. de
borohidreto de sodio, 0,40 eq. de dimetilglioxima em uma mistura de solventes contendo
metanol, DMF e solucdo 4% de hidroxido de sédio nitrato de cobalto(l1) hexahidratado para se
obter rendimento de 98%.

O projeto inicial previa o uso de hidrazina modohidratada em etanol sob atmosfera de
O, para a hidrogenacdo do produto intermediario 4P, conforme sugerido na literatura
(MENGES; BALCI, 2014). Este sistema apresentava-se ideal para a transposicao desta sintese
do processo batelada para a sintese em fluxo, pois ndo apresentava sélido no meio reacional,
além de ser realizado em um solvente verde (BYRNE et al., 2016). Entretanto, apds uma série
de tentativas utilizando este procedimento, ndo foi observada a formacdo do produto de
interesse, fato este que frustraram os planos de transposicdo desta reacdo para a sintese em
fluxo, pois a maioria dos procedimentos de hidrogenagao descritos na literatura incluem o uso
de algum tipo de metal de transi¢do, como palédio, platina-tungsténio, niquel ou cobalto,
conforme sugerido na sintese da Pioglitazona (CHEN et al., 2023; GOWDA; GOWDA, 2000;
LI; LIU, 2022; MADIVADA et al., 2009) em suspensédo ou em leito fixo. Embora a literatura
descreva uma série de procedimentos para realizacdo de hidrogenagdo em fluxo continuo,
especialmente utilizando a matriz de leito fixo (MASSON et al., 2022; MORENO-
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MARRODAN et al., 2018; WANG et al., 2022), o equipamento utilizado neste projeto ndo era
0 ideal para a realizagdo deste tipo de sintese. Deste modo, ndo foi possivel realizar a
transposicao para a sintese em fluxo, mantendo-a em batelada.

Os testes preliminares foram realizados com o catalisador de Pearlman, além do
procedimento apresentado na literatura (LI et al., 2003; MADIVADA et al., 2009), entretanto,
em ambos os casos ndo foi observada a formacgédo do produto de interesse. Neste caso, foi
aplicado o procedimento descrito por (Gowda; Gowda, 2000), utilizando paladio sob carbono
em suspencao, sob atmosfera de H> e 4cido acético como solvente reacional. Foi necessario
construir um reator batelada para alta presséo, conforme apresentado na Figura 17 da secéo
5.1.2.

A partir das analises de HPLC-MS, observou-se que apds 24 h ndo havia mais a presenca
do reagente 4P, tendo sido identificado apenas o produto de interesse. Por razdes de seguranca,
ndo foi realizada amostragem em funcdo do tempo reacional para esta etapa de sintese. A
confirmacéo da identidade do produto Pioglitazona é apresentada no Anexo 6.

A fim de comparacdo, foi adquirido o farmaco Pioglitazona, produzido e
comercializado pelo laboratorio Novamed®. A Figura 49 apresenta a comparagio da média das
areas obtidas por andlise de HPLC-UV da Pioglitazona produzida no MRT-Lab com a
Pioglitazona comercial. A Pioglitazona produzida no MRT Lab apresentou &rea relativa de 9,93
x 10°, com 91,5% de pureza, enquanto a comercial apresentou area média de 9,89 x 10° e 95,5%
de pureza. Embora as amostras possuissem cores diferentes (a comercial tem coloracdo branca,
enquanto a produzida no MRT-Lab possui coloracdo amarelada), os resultados indicam que o
método de purificacdo foi efetivo e que a amostra produzida no MRT-Lab é semelhante a

comercial em termos de pureza. O Anexo 7 apresenta o cromatograma de ambas as amostras.
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Figura 49 - Comparacdo da Pioglitazona produzida no MRT-Lab com a Pioglitazona comercial
(Novamed®). trerencao = 5,856 min (comercial), 5,853 (MRT-Lab). tretencao = tempo de retengdo da
amostra em analise de HPLC-UV.
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Fonte: Autoria prépria.

6.1.6 Sintese one-pot de intermediarios do farmaco Pioglitazona

Foi realizada a sintese one-pot do produto intermediario 3P, a partir da sintese do
produto intermediario 2P, conforme demonstrada na rota de sintese da literatura (MADIVADA
et al., 2009). Nao foi realizada amostragem em funcdo do tempo reacional, pois ndo foi
desenvolvida uma solucéo inibidora para a reacdo de formacdo de 3P nesta metodologia. O
rendimento final do produto intermediario 3P foi de 3,3% e a comprovagéo de sua identidade,
realizada por analise de HPLC-MS, é apresentada no Anexo 8. Ndo houve o aprofundamento
no estudo desta metodologia, pois tdo logo ela foi realizada, 0 método de sintese do produto
intermediario 3P foi modificado, conforme apresentado anteriormente a partir da secéo 6.1.3.

Também foi aplicada a metodologia de one-pot para a sintese do produto intermediario
4P, a partir da sintese do produto intermediario 3P (método alternativo), entretanto o produto
de interesse ndo foi observado. E possivel que a presenca de agua, um dos subprodutos da
sintese do produto intermediario 3P, e outros subprodutos tenham interferido na reacdo de

formacéo de 4P, que ocorre pelo mecanismo de condensacdo de Knoevenagel.
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6.1.7 Parémetros cinéticos e termodinamicos das reacdes intermediérias da sintese do
farmaco Pioglitazona

A Tabela 10 mostra os valores da constante da taxa de reacdo de segunda ordem (K),
energia de ativacéo (Ea), entropia (45%), entalpia (4H%) e energia livre de Gibbs (1G”) para 3P
e 4P, sendo os valores apresentados de 3P apenas no processo batelada. Foi verificado que o
valor de k aumenta conforme o aumento da temperatura do meio reacional, sendo a
sensibilidade maior em 4P, que é observado o aumento de 10,7 vezes maior na temperatura de
140°C em comparacgdo com 65°C. Considerando que AG? possui contribuicdo entélpica (AHY)
e entrépica (TAS?) e que no estado de transicdo a entalpia é praticamente constante, 0 aumento
de AG’ com a temperatura poderia estar relacionado diretamente com a variagdo de TAS?. Os
valores positivos de 4G* indicam que a reacdo necessita de energia para atingir o estado de
transicio (ou seja, a reacio nio é espontanea), e os valores negativos de TAS? indicam que as

reacOes estudadas sdo bimoleculares e termodinamicamente favoraveis.

Tabela 10 - Parametros cinéticos e termodinamicos da sintese dos produtos intermediarios 3P e 4P.

Constante de segunda ordem da taxa de reacdo (k); Energia de ativacdo (Ea); variacdo de entalpia

(4H"), variacdo de energia livre de Gibbs (4G?) e produto da temperatura pela variagdo de entropia
(T45%) estimados para o estado de transicéo.

3P
Parametro [unit] Temperatura (°C)
25 30 40 50 60
kx 102 [M?1s?] @ 1,12 1,03 1,28 1,42 1,69
Ea [kJ mol?] 9 13,3
AH? [kJ mol1] @ 10,7
TAS [kJ mol] 9 -56,6 -57,6  -59,5 -61,4 -63,3
AG’ [k] mol] @ 67,2 68,7 70,6 72,5 74,5
4P
Parametro [unit] Temperatura (°C)
65 78 98 120 140 160
kx 102 [M1s?] @ 2,14 5,93
kx 102 [M1s?]D 2,93 5,01 9,3 11,1 31,4 30,7
Ea [kJ mol?] © 30,9
AH? [kJ mol1] @ 27,8
TAS? [kJ mol*] & 67,6 -70,2 -74,2 -78,6 -82,6 -86,6
AG* [kJ mol™] ® 92,5 95,0 98,8 103,1 106,9 110,7

Valores calculados a partir dos dados experimentais obtidos a) no processo em batelada, b) no
processo em fluxo. ¢) Valor estimado através do modelo de Arrhenius; d) Valores estimados atraves
do modelo de Eyring; ) Valor calculado pela equagio de Gibbs-Helmholtz (4G = AH - TAS).
Fonte: Autoria propria.
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6.2 ESTUDO DO PROCESSO DE SINTESE DO FARMACO LOBEGLITAZONA

6.2.1 Sintese do produto intermediario 1L

6.2.1.1 Reprodutibilidade da sintese do produto intermediario 1L

A sintese do produto intermediario 1L é descrita na literatura (LEE et al., 2005)
utilizando o solvente DMF, base NaH (2,00 eg.) em 0,894 M e temperatura ambiente, atingindo
o rendimento de 81% apds 3h de reacdo. Apds definido os métodos de analise em HPLC-UV,
foram realizados ensaios em triplicata, conforme o procedimento descrito na literatura, e 0s
resultados de conversdo do reagente 4,6-dicloropirimidina (4) e rendimento do produto
intermediério 1L sdo apresentados na Figura 50. Foi verificado que a conversdo do reagente
atinge 100% aos 40 min de reacdo e o rendimento do produto atinge uma condicdo estavel em
30 min de reacdo, quando atingiu rendimento final de 91%. A analise em HPLC-MS comprova
a identidade do produto 1L e é apresentada no Anexo 9. E possivel que esta diferenca de
rendimento e tempo de reacdo observado entre a literatura (LEE et al., 2005) e o experimental
seja devido a falta de um estudo de amostragem em funcdo do tempo reacional na literatura e
seu rendimento final pode ter sido calculado apés as etapas de purificacdes, que sabidamente

ocorrem perdas de massa de produto durante 0s processos

Figura 50 - Conversdo do reagente 4,6-dicloropirimidina e rendimento do produto intermediario 1L
(C4=0,223 M; C5=10,223 M; Cnan = 0,446 M. solvente: DMF; base: NaH; T =25°C). C =
concentracdo do meio reacional, T = temperatura.
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Fonte: Autoria prépria.
6.2.1.1 Estudo de bases e solventes reacionais para a sintese do produto intermediario 1L no

processo bateada

Baseado nos estudos realizados na sintese do farmaco Pioglitazona, apresentados a
partir da secéo 6.1, foi realizado o estudo no processo batelada para testar novos solventes e
bases, mirando a solubilizac&o total do meio reacional da sintese do produto intermediério 1L,
condicdo necessaria para a transposicdo desta sintese para o processo em fluxo no microrreator
capilar. Inicialmente foram testadas bases organicas por serem solUveis em solventes organicos,
no entanto, as bases organicas sao muito fracas para promover a desprotonacédo das hidroxilas
(CLAYDEN et al., 2012), e, conforme esperado, nao foi observada a formagéo do produto de
interesse. As bases organicas testadas foram a pirrolidina, di-n-butilamina e trietilamina.

Para o prosseguimento deste estudo, foram utilizadas as bases inorganicas NaOH, SrF,
CsF, KF, NaF, K>COs3, NaH, e KOH, na concentragédo de 0,077 M. Os solventes testados foram
0 DMF, acetonitrila, metanol, etanol, tolueno, DMSO, 1,4-dioxano, THF e diclorometano
(DCM). A Figura 51 apresenta o rendimento do produto intermediario 1L apds 1 h de reacéo
nos solventes e bases apresentados. Os resultados obtidos apresentaram quatro composi¢des
promissoras para se conduzir esta reacdo: (A) DMF/NaH (91%), (B) acetonitrila/NaH (83%),
(C) THF/NaH (67%) e (D) metanol/KOH (44,7%), entretanto, apenas as combinacdes C e D
visivelmente ndo apresentaram sélidos no meio reacional, portanto passivel de serem transposta

para a sintese em fluxo no microrreator capilar.
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Figura 51 - Rendimento do produto intermediério 1L no processo batelada para diversos solventes e
bases promotoras da reacdo (C4 = 0,077 M; Cs= 0,077 M; Cpase = 0,077 M;t=1h; T=25°C).C =
concentracdo molar; t = tempo de reacdo no processo batelada, T = temperatura
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Fonte: Autoria prépria e Silva et al., 2022

Baseado no método previamente descrito na literatura (LEE et al., 2005), esta reacao
foi realizada nas mesmas condi¢6es, porém no solvente acetonitrila, tendo em vista que o
mesmo é um dos solventes sugeridos como substituto ao DMF (BYRNE et al., 2016). Os
resultados presentes na Figura 52 mostram que esta reacao atingiu uma conversdo de 99% a
partir de t = 120 s e um rendimento de 87% a partir de 4 min, isto €, um tempo de reacdo 45

vezes menor num solvente menos téxico e de menor custo.

Figura 52 - Conversao (X) do reagente 4 e rendimento (Yp) do produto intermediario 1L em fun¢éo do
tempo reacional no solvente acetonitrila. (Cs e Cs= 0,223 M; Cnan = 0,446 M, T =25°C). C =
concentragdo molar; t = tempo de rea¢do no processo batelada, T = temperatura
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022
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6.2.1.1 Alimentacio do NaH ao reator batelada na sintese do produto intermediario 1L

Ap0s definido a acetonitrila como solvente para a sintese do produto intermediario 1L,
foi realizado um estudo da forma de alimentacdo do NaH ao reator batelada, com o objetivo de
verificar qual forma de alimentacdo poderia promover a maior conversao dos reagentes e
rendimento do produto. Foram definidas trés maneiras de se alimentar o reator: (A)
solubilizacdo dos reagentes em acetonitrila e adicdo de NaH (1,00 eq. e 2,00 eq.) em quatro
partes iguais dentro de 1 min; (B) solubilizacdo dos reagentes em acetonitrila e adicdo de NaH
(1,00 eg. e 2,00 eq.) em quatro partes iguais dentro de 2 min; (C) solubilizacdo dos reagentes
em acetonitrila e adicdo de NaH (1,00 eq. e 2,00 eg.) em quatro partes iguais dentro de 3 min.
A Figura 53A apresenta a conversdo do reagente 4,6-dicloropirimidina e a Figura 53B

rendimento do produto com 1,00 eq. de NaH adicionado ao meio reacional em 1, 2 e 3 min.

Figura 53 - (A) Conversdo do reagente 4,6-dicloropirimidina para a adicdo de 1,00 eq. de NaH em 1, 2
e 3 min; (B) Rendimento do produto intermediario 1L para a adi¢do de 1,00 eq. de NaHem 1,2 e 3
min no processo batelada (Solvente: acetonitrila; (Cs = 0,223 M; Cs= 0,223 M; Cnan = 0,223 M; base:
NaH; neq base = 1,00; T =25°C). C = concentragdo molar; neq base = nimero de equivalentes da base;
T = temperatura
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Fonte: Autoria propria.

A Figura 53A mostra que a conversdo do reagente 4,6-dicloropirimidina (4) atinge 97%
em 8 min de reacdo com a adi¢do do NaH em 1 min e 2 min, enquanto em 3 min de tempo de
adicéo de NaH, a conversdo atinge seu maior valor, 83%, em 8 min de reacdo. Outra informagéo
importante que se apresenta neste estudo é a velocidade desta conversdo. Para a adicdo em 1
min, a velocidade da reagdo é de 0,124 mol L* min%, enquanto em 2 e 3 min de tempo de adicio
do NaH a velocidade da reagdo € 0,049 e 0,051 mol L* min’, respectivamente, o que indica

maior conversao do reagente no inicio da reacdo em 1 min de tempo de adi¢do do NaH.
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A Figura 53B mostra que o rendimento do produto intermediario 1L atinge 87% em 8
min de reacdo para tempos de adicdo do NaH de 1 e 2 min, enquanto que para 3 min de adi¢do
de NaH, o rendimento atinge seu maior valor, 71%, em 10 min de reacdo. As caracteristicas
observadas na conversdo do reagente sdo observadas no rendimento do produto, principalmente
o fato da velocidade da reacdo ser maior para 1 min de adicdo do NaH. Este fato pode ser
explicado com a maior concentragdo de NaH no meio reacional para o tempo de adi¢do de 1

min, e desta forma também se atinge o rendimento maximo em menor tempo.

A seguir serd apresentada a conversdo do reagente 4 e rendimento do produto
intermediario 1L com 2,00 eqg. de NaH adicionado ao meio reacional dentro de 1, 2 € 3 min

apresentados, respectivamente, nas Figuras 54A e B.

Figura 54 - (A) Converséo do reagente 4,6-dicloropirimidina (4) para a adicdo de 2,00 eq. de NaH em

de 1, 2 e 3 min; (B) Rendimento do produto intermediario 1L para a adigdo de 2,00 eq. NaHem 1, 2 e

3 min no processo batelada (Solvente: acetonitrila; (Cs = 0,223 M; C4= 0,223 M; Cnan = 0,223 M; T =
25°C). C = concentracdo molar; neq base = nimero de equivalentes da base; T = temperatura
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Fonte: Autoria propria.

A Figura 54A mostra que a conversdo do reagente 4 atinge 98% em 1 min e 30 s de
reacdo para a adigdo do NaH em 1 min, enquanto em 2 e 3 min de tempo de adi¢do de NaH, a
conversdo atinge seus maiores valores, 98 e 99%, em 2 e 4 min de reagdo, respectivamente.
Para tempo de adicdo de 1 min, a velocidade da reacéo é de 0,172 mol L min, enquanto para
2 e 3 min a velocidade da reagdo é 0,170 e 0,0158 mol L™ min, respectivamente, dado este
que indica maior conversdo do reagente no inicio da reagdo em 1 min de tempo de adicdo do
NaH.

A Figura 54B mostra que o rendimento do produto intermediario 1L atinge 87% em 4 e

10 min de reacdo no tempo de adi¢cdo do NaH de 1 e 2 min, respectivamente, enquanto em 3



104

min de adicdo de NaH, o rendimento atinge seu maior valor, 60%, em 4 min de reacdo e em
seguida o rendimento cai para 22% em 10 min de reacao.

O estudo de adicdo do NaH no meio reacional indicou que os melhores resultados em
termos de tempo de conversdo do reagente e formacéo do produto e quantidade em massa do
produto gerado foi a adigdo do NaH em quatro partes iguais em 1 min tanto com 1,00 eq.,
qguanto com 2,00 eq. de base NaH. A maior diferenca nos dados observados foi em relacéo a
conversdo do reagente, tendo em vista que € possivel dizer que ele é completamente consumido
com 2,00 eq. de NaH, independentemente do tempo de adicdo da base, por conta de ter
efetivamente maior concentragdo de NaH para desprotonacao do 4-metoxifenol (5). Entretanto,
o rendimento méaximo atingido néo teve variacdo com 1,00 e 2,00 eq. de NaH no meio reacional,
ja que em ambos 0s casos o0 rendimento maximo observado foi de 87%. No entanto, foi
observada a influéncia no tempo para se atingir o rendimento maximo, que foi de 8 min para
1,00 eq. de NaH, engquanto com 2,00 eq. o tempo foi de 4 min para se atingir 0 mesmo
rendimento. A influéncia do neq de NaH no rendimento do produto intermediario 1L para tempo

de adicdo de 1 min estd mostrada na Figura 55.

Figura 55 - Rendimento do produto intermediario 1L obtido com a adi¢do de 1,00 e 2,00 eq. de NaH
em 4 partes iguais dentro de 1 min (Solvente: acetonitrila; C4 = 0,223 M; Cs= 0,223 M, T=25°C).C
= concentragdo molar; T = temperatura
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Fonte: Autoria propria.

A Figura 55 mostra que o rendimento de 1L néo € influenciado significativamente pelo
Neq de NaH tendo sido obtido rendimento final ao redor de 80% aos 10 min de reagdo. Também
é observado que em 4 min a reagdo ja atinge sua estabilizacdo. O neq de NaH influencia a pureza

do produto intermedidrio 1L. Para a adi¢do de 1,00 eq. de NaH a pureza do produto,
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determinada em HPLC-UV foi de 96%, enquanto para 2,00 eq. de NaH a pureza foi de 85%.
Desta forma, para pureza de 96% néo foi necessaria a purificagdo por cromatografia em coluna,
economizando tempo e produtos quimicos. A pureza do produto bruto diminuiu para tempo de
reacao maior de 10 min e com o aumento tempo de adicdo de NaH para 2 e 3 min. Desta forma,
foi definido que a melhor estratégia de adicdo de NaH e modo a aumentar o rendimento da
reagcdo no menor tempo e com a maior pureza de produto foi de adicionar 1,00 eq. de NaH

durante 1 min e em 4 partes iguais.

6.2.1.2 Estudo da solubilizacdo do meio reacional na sintese do produto

intermediéario 1L

Apds o estudo de bases e solventes a etapa seguinte foi realizar a reacdo em batelada em
metanol e base KOH e THF e base NaH. No segundo caso, apds realizacdo do primeiro ensaio,
foi verificado que o meio reacional ficou turvo, ndo ficando claro se era pela presenca de sélido
disperso no meio reacional ou por conta do NaH ser disperso em 6leo mineral, que pode deixar
0 meio oleoso e turvo. Por isso, foi realizada a sintese no solvente THF e base NaH com a
concentracdo molar de 0,026 M, trés vezes menor que a concentracao utilizada no estudo de
bases e solventes. A Figura 56A apresenta 0 resultado de conversdo do reagente 4,6-
dicloropirimidina e rendimento do produto intermediério 1L no solvente THF e base NaH; a
Figura 56B apresenta o resultado de conversao do reagente 4,6-dicloropirimidina e rendimento

do produto intermediario 1L no solvente metanol e base KOH.
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Figura 56 - (A) Conversdo do reagente 4,6-dicloropirimidina (4) e rendimento do produto
intermediario 1L no processo batelada (C. = 0,026 M; Cs= 0,026 M; Cnan = 0,026 M; solvente: THF;
base: NaH; T = 25°C). (B) Conversdo do reagente 4,6-dicloropirimidina (4) e rendimento do produto

intermediario 1L no processo batelada (C4 = 0,077 M; Cs= 0,077 M; Cnan = 0,077 M; solvente:
metanol; base: KOH; T = 25°C). C = concentracdo molar; T = Temperatura
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Fonte: Autoria propria.

A conversdo do reagente 4 e o rendimento do produto intermediario 1L atingiram na
combinagdo THF/NaH respectivamente 94 e 76% em cerca de 12 min (Figura 56A), enquanto
na combinacdo metanol/KOH somente 45 e 23% em cerca de 20 min (Figura 56B). Desta
forma, foram determinadas novas composi¢cGes do meio reacional que permitissem a
transposicéo do processo em batelada para o processo em fluxo no microrreator capilar, embora
o rendimento fosse menor do que os observados em DMF e acetonitrila e usando NaH como

base.

6.2.1.3 Sintese do produto intermediério 1L em fluxo no microrreator capilar e
comparac0es entre 0s processos batelada e fluxo

Os ensaios realizados na sintese do produto intermediario 1L em fluxo no microrreator
capilar foram realizados nas duas composicOes estudadas anteriormente, metanol/KOH e
THF/NaH, variando o tempo médio de residéncia (z) e em temperatura ambiente. A Figura57A
apresenta a comparacao de rendimento de 1L em batelada e em fluxo, em metanol e base KOH,
enquanto a Figura 57B apresenta a mesma comparacao no solvente THF e base NaH.

Os resultados da Figura 57A mostram que o rendimento de 1L nos dois processos foram
semelhantes, 23% em batelada e 28% em fluxo, ambos em 20 min de reacdo. A Figura 57B
mostra que o rendimento do produto intermediario 1L em solvente THF e base NaH, no

processo batelada, foi de 68%, enquanto em fluxo, no microrreator capilar, foi de 17%, ambos
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em 8 min de reacdo. O ensaio em fluxo no microrreator capilar nestas condi¢des seguiu até o
tempo médio de residéncia de 8 min, pois houve a formagdo de solidos que obstruiram o
microrreator capilar, inviabilizando a continuidade do ensaio. Essa formac&o de solidos ocorreu
provavelmente por conta da formacdo do sal NaCl, subproduto da reacéo e que nao se solubiliza
completamente no solvente THF. E possivel que o baixo rendimento observado na sintese em
fluxo deste composto tenha ocorrido por conta da instabilidade do ion formado da
desprotonacao do 4-metoxifenol (5), promovido pela acdo do NaH, dentro da solucdo de
alimentacdo do microrreator. Conforme descrito na sec¢ao 5.2.2.2, a solu¢éo de alimentacgéo (B)
foi preparada a partir da solubilizacdo em THF do reagente 4-metoxifenol e base NaH e, ao
longo do tempo de realizacdo do ensaio, foi observado que a mistura reacional, que inicialmente
apresentava coloracdo branca, mudou para a cor marrom, indicando uma provavel degradacéo

do ion.

Figura 57 - (A) Comparagdo do rendimento do produto intermediario 1L em batelada e no
microrreator capilar no solvente metanol e base KOH (C, = 0,08 M; Cs= 0,08 M; Ckon = 0,08 M,
base: KOH, T =25°C) (B) Comparagdo do rendimento do produto intermediario 1L em batelada e no
microrreator capilar no solvente THF e base NaH. (C. = 0,026 M; Cs= 0,026 M; Cnan = 0,026 M,
base: NaH, T = 25°C); C = concentragdo molar; T = temperatura, t = tempo de reacdo no processo
batelada; r = tempo médio de residéncia no microrreator)
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022

Em seguida sdo apresentadas as taxas producdo molar em fluxo (rivr) € 0 nUmero
microrreatores em paralelo (nmr) necessarios para obter a mesma produgdo meédia de produto
no reator batelada nas condicGes estudadas acima. As Figuras 58A e 58B mostram que a mwmr
aumentou com 7 e atingiu um valor maximo de 2,77 x 10® mol h! para z = 20 min em metanol
e 1,82 x 10% mol h*! para r = 8 min em THF, ou seja, justamente nos tempos de residéncia que
garantiram os maiores rendimentos observados nas Figura 57A e B. Por outro lado, nur

diminuiu com o aumento de z, pois quanto maior o rendimento do produto, menor é 0 nimero
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de microrreatores em paralelo necessario para atingir a mesma taxa de producdo molar (rigr)
do processo em batelada, e atingiu seus valores minimos de 1,4 para z = 20 min em metanol e
1,9 para z =8 min em THF.

Figura 58 - (A) Influéncia do tempo médio de residéncia (z) na taxa de produgdo molar em fluxo (7imr)

e no numero de microrreatores em paralelo (nwg) com volume de 1,0 mL para se atingir a mesma taxa

de producéo do processo batelada (7izgr) de 3,88 x 10 mol h?! para a sintese de 1L em metanol apds o
tempo de reacdo em batelada (t) de 20 min. (C4, Cse Ckon = 0,08 M, base: KOH, T = 25°C). (B)
Influéncia de 7 na riimg € Nwr com volume de 1,0 mL para se atingir a mesma taxa de producéo do

processo batelada (risr) de 3,45 x 10° mol h! para a sintese de 1L em THF ap6s t = 8 min. (C4, Cse
Cnan = 0,026 M, base: NaH, T =25°C). C = concentragdo molar; T = temperatura, t = tempo de reacdo
no processo batelada; = = tempo médio de residéncia no microrreator
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022

6.2.2 Sintese do produto intermediario 2L

6.2.2.1 Reprodutibilidade da sintese do produto intermediario 2L

A sintese do produto intermediério 2L é descrita na literatura (LEE et al., 2005) no
solvente etanol, a T = 78°C, concentracdo molar de 0,42 M e 3,00 eq. de 2-metilaminoetanol
(6), atingindo 99% de rendimento ap6s 24 h de reacdo. Apos definido o método de analise via
HPLC-UV, foram realizados ensaios em triplicata, conforme adaptacdo da literatura e os
resultados de conversédo do reagente 1L (produto intermediario da etapa anterior) e rendimento
do produto intermediario 2L sdo apresentados na Figura 59. Foi verificado que a conversao do
reagente e o rendimento do produto se estabilizam em 240 min de reacdo, sendo atingida
conversdo final de 98% e o rendimento final de 93%. Neste estudo também foi verificado que
a reacdo nao gera subproduto, tendo em vista que verificado o consumo total do reagente 1L as
analises posteriores de HPLC-UV e HPLC-MS néo detectaram outro produto que néo fosse o

produto intermediario 2L. A analise em HPLC-MS é apresentada no Anexo 10.
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Figura 59 - Conversdo do reagente 1L e rendimento do produto intermediério 2L em processo
batelada (C1. = 0,106 M; Cs= 0,318 M; solvente: etanol; T = 78°C). C = concentra¢do molar, T =
temperatura 0,132
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Fonte: Autoria propria.
6.2.2.2 Influéncia dos solventes e da concentracdo molar na sintese do produto

intermediario 2L no processo batelada

Seguindo com o estudo da sintese do produto intermediario 2L, foi realizado um estudo
de solventes reacionais, com o objetivo de determinar qual melhor solvente para a promogéo
desta reacdo. Os solventes metanol, etanol, n-propanol, isopropanol e n-butanol foram
escolhidos por serem considerados verdes de acordo com a industria quimico-farmacéutica
(BYRNE et al., 2016), devido as suas caracteristicas de toxicidade, disponibilidade,
recuperabilidade, sustentabilidade e custo. Também foi determinado para este estudo que o
reagente 2-metilaminoetanol (6) seria alimentado ao reator com concentracdo equimolar ao
reagente 1L, visando a reducdo da geracéo de residuos quimicos, T = 65°C, pois é a temperatura
que todos os solventes atingem sem necessidade pressurizacao do reator batelada.

Para facilitar a leitura, os dados do rendimento do produto intermediario 2L estdo
ilustrados de trés maneiras diferentes: ao longo de todo o tempo de reacdo em metanol, etanol,
propanol, isopropanol e n-butanol (Figura 60A), ao longo dos primeiros 20 min (Figura 60B),

e ao final de 5 h de reacdo (Figura 60C).
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Figura 60 - (A) Rendimento do produto intermediario 2L em funcéo do tempo de reacdo nos
solventes estudados; (B) Rendimento do produto intermediario 2L em 20 min de tempo de reagéo nos
solventes estudados; (C) Rendimento final do produto intermediario 2L obtido ap6s 5 h de reacéo
batelada (C1., Cs = 0,066 M; T = 65°C, t =5 h). C = concentracdo reacional, T = temperatura, t =
tempo de reacdo no processo batelada
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022

Observa-se na Figuras 60 que os maiores rendimentos de produto ocorreram, em ordem
decrescente, em n-propanol (58,1%), metanol (57,5%), etanol (56,7%), n-butanol (52,2%) e
isopropanol (47,5%). O fato de estes valores serem proximos indica que o tipo de &lcool ndo
exerceu uma influéncia significativa no rendimento final do produto. Portanto, foi selecionado
como solvente o etanol para seguir com o estudo em fluxo em microrreator capilar, por conta
de sua alta disponibilidade, baixo custo, sustentabilidade e por ser atdxico.

Em seguida foi realizado um estudo de aumento de concentragdo do meio reacional.
Neste estudo, realizado no solvente etanol, trés concentra¢des foram comparadas, 0,133, 0,159
e 0,186 M, buscando encontrar a concentracdo que aumentasse o rendimento do produto de
interesse. A Figura 61 apresenta o rendimento do produto intermediario 2L em funcédo do tempo
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reacional até 5 h. Foi observado que o aumento da concentracdo do meio reacional nédo
influenciou no rendimento do produto, tendo em vista que as barras de erro dos pontos de
amostragem se sobrepdem. Os rendimentos maximos observados foram de 56,2 59,7 55,1, nas
concentragdes 0,133, 0,159 e 0,186 M, respectivamente. Como néo foi observada uma grande
variacdo no rendimento do produto, optou-se pela realizacdo dos ensaios em fluxo no

microrreator capilar na concentracdo molar total de 0,133 M.

Figura 61 - Rendimento do produto intermediario 2L em funcdo do tempo de reacéo nas
concentracdes 0,133, 0,159 ¢ 0,186 M (n°eq. 6 = 1,00 eq.; T = 65°C; t =5 h). T = temperatura, t =
tempo de reacdo no processo batelada, n°%q. 6 = nimero de equivalentes do reagente 6.
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Fonte: Autoria prépria.

6.2.2.3 Sintese do produto intermediario 2L em fluxo no microrreator capilar

A partir das condigdes estabelecidas no processo em batelada, a sintese de 2L foi
realizada também em fluxo no microrreator usando etanol como solvente e variando o tempo
médio de residéncia (= 1, 2, 4, 8, 12, 16 e 20 min) e a temperatura (T = 65, 78, 100, 120, 140
e 160°C). Os resultados destes ensaios, ilustrados na Figura 62, mostram que o rendimento do
produto cresceu com z e T, 0 que sugere auséncia de reacdes consecutivas responsaveis pela
degradacédo do produto. O maior rendimento em 2L (61%) foi obtido paraz =12 mine T =
160°C.



112

Figura 62 - Rendimento do produto intermediério 2L no microrreator capilar em funcéo de e T. (Cuy,
Cs = 0,066 M, solvente: etanol). C = concentra¢do molar, T = temperatura z = tempo médio de
residéncia no microrreator.
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022
6.2.2.4 Comparacéo do rendimento do produto intermediério 2L nos processos

batelada e em fluxo no microrreator capilar

Na Figura 63A sdo comparados os rendimentos obtidos nos processos em batelada para
t =20 min e 5 h, e em fluxo para z = 20 min. O rendimento de 2L nos dois processos foram
semelhantes para T = 65°C e t, = 20 min, 0 que pode ser explicado com a lentid&o da reacdo
(tempo de meia-vida > 5 min), sugerindo que o processo é controlado pela cinética da reacdo e
pela temperatura e ndo pela difusdo das espéecies quimicas (ROBERGE et al., 2005; SILVA et
al., 2019). Essa hipotese é confirmada pelo fato de o rendimento do produto no processo em
fluxo ter crescido significativamente a 160°C, atingindo 61% em 7 = 20 min, enquanto 0 maior
rendimento observado no processo batelada foi de 56% apds 5h. No entanto, os rendimentos
séo estatisticamente equivalentes, embora r no processo em fluxo (20 min) seja muito menor
do que t do processo batelada (5 h), o que evidencia o melhor desempenho do primeiro.

A Figura 63B mostra a influéncia da T tanto na taxa de producdo molar em fluxo (rmr)
como numero de microrreatores em paralelo (nwr) na sintese do produto intermediario 2L.. Para
tanto, foram considerados para o processo em batelada um volume de 30 mL, t=5h, T =65°C
e uma taxa de producdo média no processo batelada de 2,0 x 10 mol h, e para o processo em
fluxo um microrreator de volume 1,0 mL. Observa-se que rmmr Cresceu com o aumento da T até

140°C, atingindo um pico de 2,46 x 10* mol h, enquanto nvr diminuiu de 3,8, a 65°C, para
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apenas 0,8, a 140 e 160°C, confirmando o quanto o processo em fluxo foi acelerado por um
aumento da temperatura e seu melhor desempenho na producéo de 2L em relagdo ao processo

em batelada.

Figura 63 - (A) Comparagdo dos rendimentos do produto intermediario 2L nos processos batelada e
em fluxo. Processo batelada = BRa: T =65°C, t = 20 min; BRg: T = 65°C, t =5 h. Processo em fluxo
no microrreator = MRa: T = 65°C, z = 20 min; MRg: T = 160°C, z = 20 min. (B) Influéncia da
temperatura (T) na taxa de producdo molar em fluxo (rizvr) € N0 NUmero de microrreatores em paralelo
(nmg), com volume de 1,0 mL, para se atingir a mesma taxa de producdo no processo batelada (2,0 x
10 mol h') apés 5 h. t = tempo de reacdo no processo batelada, z = tempo médio de residéncia no
processo em fluxo, T = temperatura.
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022

6.2.3 Sintese do produto intermediario 3L

6.2.3.1 Reprodutibilidade da sintese do produto intermediario 3L

A sintese do produto intermediario 3L é descrita na literatura (LEE et al., 2007)
utilizando o solvente DMF, 2,25 M de KOH, 0,824 M de 4-fluorbenzaldeido (7) e 0,75 M de
2L a 80°C com rendimento de 80% ap6s 6 h. Apos definido o método de analise via HPLC-
UV, os testes iniciais em triplicata ocorreram sem amostragem em fungéo do tempo, pois foi
necessario realizar as reagdes com o volume de reacdo de 0,5 mL devido a alta quantidade de
material inicial demandada para a realizagdo desta reacdo nas condigdes da literatura (LEE et
al., 2007), que comprometeria o inventario de produtos para os estudos seguintes. Com isto,
apenas a amostra ao final das 6 h foi coletada e o rendimento de 90% foi observado. A analise

em HPLC-MS correspondente ao produto intermediario 3L é apresentada no Anexo 11.
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6.2.3.2 Estudo de bases e solventes reacionais para a sintese do produto
intermediario 3L no processo bateada

Com base nos estudos de bases e solventes apresentados anteriormente, foi aplicada a
mesma metodologia para encontrar uma condicdo que ndo apresentasse a formacao de solidos
no meio reacional em batelada, para posterior transposicéo finalizada a sintese do produto
intermediario 3L em fluxo no microrreator capilar. Para tanto, foram realizados ensaios em
batelada usando os mesmos solventes e bases usados anteriormente, porém com 0s reagentes
alimentados estequiometricamente na concentracdo de 0,13 M, cujos rendimentos de produto
intermediario 3L ap6s 1 h séo ilustrados na Figura 64.

Figura 64 - Rendimento do produto intermediario 3L no processo em batelada usando diversos
solventes e bases promotoras da reagdo. Ci, Ce, Chase = 0,13 M. t =1 h; T = 25°C. C = concentracdo
molar, t = tempo de reacdo no processo batelada, T = temperatura.
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022

Destacam-se na Figura 64 os rendimentos obtidos com NaH em DMF (44%) e DMSO
(38%), com NaOH em DMSO (10%), e com KOH em DMF (21%). No entanto, em todas as
condigdes estudadas houve formacdo de sélido no meio reacional, indicando que nédo seria
possivel realizar a transposicdo da sintese do produto intermediario 3L para o fluxo no

microrreator nas condigdes estudadas.
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6.2.3.3 Influéncia da temperatura na sintese do produto intermediario 3L no

processo batelada

Com base no procedimento descrito na literatura (LEE et al., 2007), foi estudada a
influéncia da temperatura (60, 70, 80, 90 e 100°C) na sintese do produto intermediario 3L em
DMF no processo batelada usando concentracdo equimolar dos reagentes (0,13 M). As Figuras
65A e 65B apresentam respectivamente a conversao do reagente 2L e o rendimento em 3L ao
longo de 2 h e mostram que o aumento da temperatura favoreceu a conversao do reagente 2L
(Figura 65A), a qual no geral atingiu seu valor madximo em até 60 e 80 min. As maiores
conversdes finais (77, 75 e 74% em T = 60, 80 e 70°C, respectivamente) foram bastante
préximas entre si, 0 que sugere que o aumento da temperatura influenciou apenas na velocidade
inicial da reacio, que aumentou progressivamente de 2,4 x 103 mol L* min™ a 60°C para 1,6 x
102 mol L't min? a 100°C. Ja o rendimento em 3L, ilustrado na Figura 65B, mostrou uma
progressiva diminuigao de 73,3% a 60°C para 53,3% a 100°C possivelmente devido a formacéo

de subprodutos.

Figura 65 - (A) Conversdo do reagente 2L e (B) rendimento do produto intermediério 3L em
fungdo do tempo de reagdo em diferentes temperaturas (60, 70, 80, 90 e 100°C) no processo
batelada. (Solvente: DMF; Cai, C7, Cnanw= 0,13 M; t = 2 h). C = concentracdo molar; t = tempo
de reagdo no processo batelada.
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022

6.2.4 Sintese do produto intermediario 4L

Esta reacdo ¢ descrita na literatura (LEE et al., 2007) que obtiveram 90% de rendimento

apos purificacdo cromatografica, para um tempo de reacdo de 5 h. Néo foi possivel reproduzir
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a metodologia de sintese proposta por esses autores, pois a producdo e importacdo da base
promotora da reacdo, a piperidina, é extremamente restrita no Brasil (BRASIL, 1998, 2020).
Desta forma, com base em estudos realizados anteriormente acerca da condensacdo de
Knoevenagel (PINHEIRO et al., 2018; SILVA et al., 2019; SILVA; PALMA, 2022), foi
reduzida a concentracdo molar do meio reacional em 9,6 vezes se comparada a literatura (LEE
et al., 2007) visando a transposi¢do desta sintese para o microrreator e foi realizado um estudo
com diferentes solventes e concentracdes de pirrolidina como base promotora. Ensaios
preliminares foram realizados a fim de se obter o produto puro para definicdo de método de

analise em HPLC-UV e identificacdo do mesmo por HPLC-MS, presente no Anexo 12.

6.2.4.1 Aplicacio de planejamento fatorial 3 e estudo de solvente na sintese do

produto intermediario 4L no processo batelada

O estudo em batelada da sintese do produto intermediario 4L foi realizado aplicando
um planejamento fatorial 3%, com duas varidveis em trés niveis, conforme observado na secio
6.1.4.2, que trata da sintese do produto intermediario 4P. A Tabela 11 apresenta as condicGes
dos ensaios planejados, e a Figura 66 apresenta o rendimento final do produto intermediario 4L
obtido neste estudo ap6s 4 h de reacdo, organizado em ordem decrescente. Foi constatado que
os trés maiores rendimentos (61,3; 60,1 e 56,9%) foram obtidos usando como solvente n-
propanol e nas concentracGes de 0,013, 0,016 e 0,010 M de pirrolidina, respectivamente,
indicando que o n-propanol é o melhor solvente para a sintese do produto intermediario 4L.
Entretanto devido as barras de erros se sobreporem, € possivel afirmar que as trés concentragdes
estudadas apresentaram rendimentos semelhantes. Neste caso, determinou-se que a
transposicao para a sintese em fluxo no microrreator capilar seria realizada com pirrolidina na
concentracdo de 0,013 M, pois foi a concentracdo que apresentou 0 maior rendimento em

ndmero absoluto.



117

Tabela 11 - Relacdo dos ensaios realizados para o planejamento fatorial 32 na sintese do produto
intermediario 4L no processo batelada

Nome do ensaio Concentragéo de Pirrolidina (M) Solvente
1 0,010 Metanol
2 0,013 Metanol
3 0,016 Metanol
4 0,010 Etanol
5 0,013 Etanol
6 0,016 Etanol
7 0,010 n-Propanol
8 0,013 n-Propanol
9 0,016 n-Propanol

Fonte: Autoria prépria.

Figura 66 - Rendimento final do produto intermediario 4L obtido apds 4 h de reagdo no processo
batelada. C3 C3. = 0,016 M; t =4 h; T =65°C (em metanol), 78°C (em etanol) e 98°C (em n-
propanol). A numeragdo dos ensaios e a mesma da Tabela 11. C = concentragdo molar; t = tempo de
reacdo no processo batelada, T = Temperatura
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022
6.2.4.2 Sintese do produto intermediario 4L em fluxo no microrreator capilar

Ap06s definido no processo batelada que a melhor composicdo de meio reacional, em
termos de concentracdo de pirrolidina e solvente, a sintese do produto intermediério 4L foi
transposta para a sintese fluxo no microrreator capilar. Os ensaios foram realizados no solvente
n-propanol, na concentracdo de 0,013 M de pirrolidina, nos tempos médios de residéncia (z) 1,
2, 4,8, 12, 16 e 20 min e nas temperaturas de 65, 78, 100, 120, 140 e 160°C. A Figura 67



118

apresenta o rendimento do produto intermediario 4L em fluxo no microrreator capilar em
funcdo de 7 e T. O maior rendimento observado foi de 32,6% em T = 120°C ¢ z = 20 min.
Embora o rendimento de 4L tenha sido favorecido pelo aumento de T e z (assim como ocorreu
nos outros estudos em fluxo no microrreator), o rendimento diminuiu a partir de T = 140°C,
sugerindo que a reacdo deixou de ser seletiva e que houve degradacdo de 3L e/ou formacdo de
subprodutos.

Figura 67 - Rendimento do produto intermediario 4L em funcdo do tempo médio de residéncia (z) no
processo em fluxo no microrreator capilar. (Solvente: n-propanol; Cs., Cs = 0,016 M; Chirrolidina =
0,013 M). C = concentracao molar, T = temperatura z = tempo médio de residéncia no microrreator.
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022

Esta hipdtese foi confirmada analisando os cromatogramas de HPLC-UV. A Figura 68A
ilustra o cromatograma do produto obtido ap6s 4 h no processo batelada a T = 98°C, enquanto
as Figuras 68B, C e D os cromatogramas do mesmo produto obtido no processo em fluxo em ¢
=20 mina T =120, 140 e 160°C, respectivamente. Nas Figuras 68C e D foi detectado um pico
em tr = 6,903 e 6,889 min, ausente nos outros cromatogramas, que indica a formacéo de um
subproduto em T > 120°C que foi favorecida pelo aumento da temperatura. O produto

intermedi&rio 4L possui o tempo de retencéo (tr) entre 10,653 e 10,886 min.
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Figura 68 - Cromatogramas de HPLC-UV do produto intermediario 4L (4 = 347 nm). (A) Processo

batelada, T = 98°C, tempo de reacdo, t = 4 h. Processo em fluxo, tempo médio de residéncia, = 20
min: (B) T =120°C, (C) T = 140°C, (D) T = 160°C.
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022

6.2.4.3 Comparacdo do rendimento do produto intermediario 4L nos processos

batelada e em fluxo no microrreator capilar

A Figura 69A, onde sdo comparados os rendimentos obtidos em batelada (volume de 15
mL, t = 20 min e 4 h) e em fluxo (volume de 1,0 mL, z = 20 min) a diferentes temperaturas,
mostra que a reacao atingiu rendimentos proximos em ¢ z = 20 min (BRa = 33,2%. MRa =
31,5, MRg = 32,6%), entretanto o rendimento no processo batelada foi maioremt=4h (BRs
= 61,3%, possivelmente por conta do subproduto formado em T > 120°C em fluxo que pode ter
concorrido com a reacdo principal. A Figura 69B mostra a influéncia de z tanto no nmr COMo
na riwvr, a qual atingiu um valor maximo de 3,5 x 10®° mol h? para z = 2 min e diminuiu para
1,3 x 10° mol h*! para z = 20 min. O menor valor de nwr (0,9) foi obtido para z = 2 min, porém
o rendimento foi insatisfatorio (7,8%). Por outro lado, para = = 20 min foi obtido rendimento
maior (32,6%), com nur = 2,5, e esta condicdo operacional é considerada melhor para a
producdo em fluxo.
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Figura 69 - (A) Rendimento do produto intermediario 4L. Processo batelada = BRa: T =98°C, t = 20
min; BRg: T =98°C, t =4 h. Processo em fluxo no microrreator = MRa: T =98°C, =20 min; MRg: T
= 120°C, z = 20 min. (B) Influéncia do tempo médio de residéncia (z) na taxa de producdo molar do
processo em fluxo (rzvr) € N0 nimero de microrreatores em paralelo (nwr), com volume de 1,0mL e T
= 120°C para se atingir a mesma taxa de producéo molar do processo batelada apés 4 h (3,4 x 10° mol
h1). t = tempo de reacdo no processo batelada, T = temperatura.
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Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022

6.2.5 Sintese do produto Lobeglitazona

A Ultima etapa da rota de sintese, a formacdo do produto Lobeglitazona, foi realizada
em um reator batelada pressurizado para hidrogenacéo construido em laboratério para este fim
(Figura 17 da secéo 5.1.2). Por ser um reator pressurizado, ndo foi realizada amostragem em
funcdo do tempo reacional, pois seria necessaria a abertura do reator, interrompendo a reacéo.
Portanto, a sintese do produto Lobeglitazona teve carater qualitativo. Foram testados varios
métodos de hidrogenacdo (Tabela 12), dos quais o Unico que permitiu observar a formacdo da
Lobeglitazona foi o de nimero 6 (GOWDA; GOWDA, 2000), que utiliza Pd/C como
catalisador em &cido formico sob atmosfera de Hz, pressurizado a 50 kPa. A sua identificacéo
por analise de HPLC-MS esté ilustrada no Anexo 13. Esta reacdo ndo foi transposta para a
sintese em fluxo, pois o equipamento de utilizado ndo comporta a presenca de sélidos
(catalisador Pd/C).
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Tabela 12 - Métodos de hidrogenacdo do produto intermediario 4L e formacao do produto
Lobeglitazona

Meétodo Agente de hidrogenacao Solvente
/ Catalisador
1
(MENGES; Hidrazina Etanol
BALCI, 2014)
2
(PRATAP et al., Mg Metanol
2011)
3 .
(Ll et al., 2003) Pd(OH). 1,4-Dioxano
4
(LEE et al., 2005, Pd(OH). DMF
2007)
5
(GAONKAR; Mg Metanol
SHIMIZU, 2010)
6
(GOWDA; Pd/C Acido férmico

GOWDA, 2000)

Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022

6.2.6 Sintese one-pot e multistep synthesis do produto intermediario 2L em batelada e

em fluxo

Foram realizados ensaios preliminares em batelada para determinar quais reacdes
poderiam ser feitas em one-pot visando realiza-las em multistep em fluxo, isso é, reacdes
sequenciais em fluxo em microrreatores. Deve ser lembrado a este respeito que o principal
obstaculo para a sintese one-pot € 0 uso de solventes distintos nas reacdes sequenciais e a
presenca de sélidos no meio reacional. Nestes ensaios preliminares foi observado que apenas a
sintese de 2L em one-pot ndo apresentou a formacao de sélidos visiveis no meio reacional, ao
contrario do que aconteceu com 3L e 4L.

Foram testados os solventes metanol e THF, nos quais ndo houve formacdo de solidos
nas sinteses em batelada; entretanto, ao realizarmos a sintese one-pot de 2L em metanol o
produto de interesse ndo se formou, provavelmente devido ao metanol reagir com a adi¢do da
base. A sintese multistep em fluxo foi feita entdo utilizando THF como solvente apds conectar
a saida do primeiro microrreator, onde ocorria a sintese de 1L usando NaH como base, com a
entrada do segundo microrreator, onde ocorria a sintese de 2L. Entretanto, para r = 5 min
ocorreu a obstrucdo do primeiro microrreator, indicando que as particulas de sal, inicialmente

ndo visiveis, se aglomeraram ao longo dos microcanais, formando particulas maiores. A Figura
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70 mostra que o rendimento de 2L em one-pot em batelada (13%) foi proximo ao obtido em
fluxo (16%), indicando a quase equivaléncia dos dois processos.

Figura 70 - Rendimento do produto intermediario 2L nos ensaios one-pot em batelada (BR) e
multistep em fluxo no microrreator capilar (MR) parat, z=5min. Cs, Cs,Cs, Cnan = 0,010 M; base:
NaH, T = 60°C; Solvente: THF. z = tempo médio de residéncia no microrreator; t = tempo de reacdo

no processo batelada.
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Fonte: Autoria prépria e Silva et al., 2022

6.2.7 Parametros cinéticos e termodinamicos das reacfes intermediarias da sintese do

farmaco Lobeglitazona

A Tabela 13 mostra que os ensaios em batelada e em fluxo realizados a 25°C para 1L,
65°C para 2L e 98°C para 4L levaram a valores da constante da taxa de reacdo de segunda
ordem (k) proximos para os dois processos, sendo respectivamente 0,016 e 0,017 M1 st (1L),
37e51x10°M1st (2L) e 0,83 € 0,84 x 10° M s (4L). Com a excegdo de 4L, estes
resultados sdo consistentes com os valores experimentais muito proximos de Y obtidos nos dois
processos, que levaram a considerar o desempenho dos dois processos praticamente
equivalente.

O valor de k da reacdo de sintese do produto intermediario 3L no processo em batelada
cresceu bastante com o aumento da temperatura, sendo 1,5 e 3,7 vezes maior nas temperaturas
de 70 e 100°C do que a 60°C. Este crescimento pode ser explicado pelo valor relativamente
elevado da energia de ativacdo (31,6 kJ mol™?), que implica elevada sensibilidade da reagdo a
temperatura.
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Em relagcdo ao aumento de temperatura do meio reacional, foram observados
comportamentos distintos para os produtos intermediarios sintetizados. Para 1L e 3L, a pequena
influéncia da temperatura é consistente também com o incremento muito pequeno da energia
livre de Gibbs (AGY), que indica uma constante de equilibrio de formac&o do estado de transigéo
(K¥ = 2GRy praticamente invariavel. Ja para os produtos 2L e 4L AG’ cresceu cerca de 18,5
e 28%, respectivamente, com o aumento de T, indicando uma significativa diminuicdo de K.
Por fim, para as reag0es estudadas, considerando que AG? possui contribuicio entalpica (AH?)
e entropica (TAS?) e que no estado de transicao a entalpia é praticamente constante, 0 aumento
de AG’ com a temperatura poderia estar relacionado diretamente com a variagdo de TAS?. Os
valores positivos de 4G’ indicam que a reacdo necessita de energia para atingir o estado de
transicio (ou seja, a reacdo nio é espontanea), e os valores negativos de TAS? indicam que as

reacOes estudadas sdo bimoleculares e termodinamicamente favoraveis.



Tabela 13 - Parametros cinéticos e termodinamicos da sintese dos produtos intermediarios 1L, 2L, 3L e 4L. Constante de segunda ordem da taxa de reagdo
(k); Energia de ativacéo (Ea); variagio de entalpia (4H), variacio de energia livre de Gibbs (4G?) e produto da temperatura pela variacdo de entropia (74S5)
estimados para o estado de transicéo.

1L 2L
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Parametro [unit] 22 30 40 50 60 65 78 98 120 140 160
kMgl 0,016 3,7x 107 6,5x 1073 9,1x10% 2,03x10? 246x10° 715x107
kMgt 0,017 0,038 0,041 0,033 0,042 5.1 x103

Ea[kJ mol?] 144 35.33
AH [T mol 1] 9 198 3216
TAS™P[kImol']® 5 <5 570 588 6.07 6.6 -66.7 69,3 73,3 77,6 -81.6 -83.5
AG7 [k mol ] @ 7;1,8 78,7 7é,6 86,5 85,3 993 101,5 105.4 109.8 113.7 117.6
3L 4L
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Parametro [unit] 60 70 80 90 100 65 78 98 120 140 160
kMg 2.42 3.72 4,81 5.64 9,07 0,53x10° 048x10° 084x10° 09 x103 213x10° 190x103
k10 M 5] 0335 x 103 0.83 x10%
Ea [k]I mol '] ® 316 26.1
AHZ [kI mol '] 287 297
TAS? [k] mol 1] 9 -63.9 -65.8 -67.8 -69.7 -71.6 -65.4 -67.9 -71.8 -76,1 -79.9 -83.3
AG? [T mol'] 9.6 94.6 96.5 084 1003 80.4 91.9 95.9 1002 104.1 108

Valores calculados a partir dos dados experimentais obtidos a) no processo em fluxo e b) no processo em batelada. ¢) Valor estimado através do modelo de
Arrhenius; d) Valores estimados através do modelo de Eyring; e) Valor calculado pela equacéo de Gibbs-Helmholtz (4Gy = AHf - TAS}).
Fonte: Autoria propria e Silva et al., 2022



7 CONCLUSAO

Este trabalho de pesquisa contempla temas importantes relacionados a sintese de
farmacos, bem como a transposicéo de processo de sintese, solventes verdes e reducao do tempo
reacional, além disto, a questdo interdisciplinar deste estudo enriquece esta pesquisa cientifica.
A tecnologia de microrreatores j& esta presente em plantas industriais de grandes empresas
farmacéuticas em outros paises, entretanto, no Brasil esta tecnologia ainda € pouco conhecida,
ficando restrita apenas em pesquisas académicas. O manuseio de produtos quimicos perigosos
e 0 uso de grandes reatores batelada em alta pressao e temperatura expde o trabalhador a um
risco elevado, principalmente considerando que o pais possui alto nimero de acidentes de
trabalho em indudstrias quimicas, indicando assim que esta tecnologia pode ser uma aliada na
seguranca no trabalho. O uso de microrreatores comprovadamente diminui esta exposicéo,
tendo em vista que a transformacéo quimica ocorre dentro pequenos capilares, com volume
interno da ordem de alguns mL. A técnica de numbering-up, substitui o aumento de escala dos
reatores batelada, possibilitando o uso de microrreatores em escala industrial. Para provar a
eficiéncia desta tecnologia, foram escolhidos dois farmacos da classe das glitazonas, a
Pioglitazona (Actos®) e Lobeglitazona (Duvie®), para terem suas rotas de sintese transpostas
do processo batelada para a sintese em fluxo, em microrreator capilar. Ambos os farmacos sao
utilizados no combate ao diabetes mellitus tipo 2, uma das maiores preocupacdes na area da

salde em todo o mundo.

Em relacdo ao farmaco Pioglitazona, as reacBes de formagdo dos produtos
intermediarios 2P e 4P foram possiveis de serem transpostas para a sintese em fluxo, atingindo
valores de rendimento da ordem de 66,0 e 85,3% e nimero de microrreatores em paralelo (Nwr)
de 4,4 e 2,0, a 25 e 120°C, respectivamente, entretanto a formacdo do intermediario 3P e a
ultima etapa da rota, a formacdo do produto Pioglitazona ndo foram possiveis de serem
transpostas para a sintese em fluxo. Seus rendimentos no processo batelada foram de 54% e
100%, a 25°C. Destaca-se também que foi desenvolvida uma metodologia que possibilita a
sintese do produto intermediario 3P a partir do reagente 1P, sem a necessidade da sintese do
intermediario 2P, reduzindo assim uma etapa da rota original de sintese. Para esta nova
metodologia foi solicitada patente (BR 10 2021 006604 0).

Ja em relacdo ao farmaco Lobeglitazona, as reacGes de formacdo dos produtos
intermediarios 1L, 2L e 4L foram possiveis de serem transpostas para a sintese em fluxo em

microrreator capilar, os quais atingiram rendimentos de 28,0, 61,0 e 32,0%, nvr = 1,4, 0,8 €
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2,5, a 25, 160 e 120°C, respectivamente. A sintese do produto intermediario 3L e a formacéo
do produto Lobeglitazona, ndo foram possiveis de serem transpostas para o processo em fluxo;

em batelada, seus rendimentos foram de 73,0 e 100%, a 60 e 25°C, respectivamente.

Embora algumas etapas de ambas as rotas de sintese ndo foram possiveis de serem
transpostas do processo batelada para o processo em fluxo, conclui-se que os resultados obtidos
sdo excelentes e 0s objetivos da pesquisa foram atingidos com éxito. Além disto, os resultados
abrem uma janela de possibilidades de se prosseguir com este estudo, investigando outras
metodologias, para se transpor para o processo em fluxo, as reacGes que nao foram possiveis,
ampliacdo dos estudos das reacdes ja transpostas, testando novas bases e/ou catalisadores e
solventes, escalonamento para uma producdo industrial e a criacdo de novas moléculas da classe

das glitazonas.
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Apéndice 1 - Elucidacao das reacdes de formacdo dos produtos intermediarios dos

farmacos Pioglitazona e Lobeglitazona em nivel tedrico.

1 SIMULACOES COMPUTACIONAIS

Durante o periodo de vigéncia foram realizados ensaios de Density Functional
Theory - DFT), utilizando o software Gaussian 09®, para propor 0s mecanismos
reacionais das reacdes intermediarias e de formacdo dos farmacos Pioglitazona e
Lobeglitazona, localizando os estados de transicdo, conformacBes mais estaveis dos
produtos e reagentes e comparar os valores cinéticos da reacdo e dos parametros
termodinamicos obtidos experimentalmente, pelo modelo de Eyring. Esta pesquisa foi
realizada em conjunto com o Prof. Dr. Lucas Colucci Ducati, do Departamento de
Quimica Fundamental do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo (IQ/USP).

Todas as reagOes estudadas em laboratorio foram simuladas no software, porém
apenas as reacdes de formacdo dos produtos intermediarios 3P (método alternativo) e
2L foram possiveis de serem concluidas. A simulacdo ndo foi concluida para as demais
etapas reacionais estudadas, sendo necessario prosseguimento dos estudos
computacionais. A Tabela Al.1 apresenta as etapas que sdo necessarias para o estudo
completo da simulagdo computacional, bem como quais etapas foram realizadas (verde)
e quais ndo foram concluidas (vermelho) de cada reacdo de formacdo de produtos

intermediarios dos farmacos Pioglitazona e Lobeglitazona.

Tabela A1.1 - Resumo do estudo de simulagdo computacional dos mecanismos reacionais da
formacdo dos produtos intermediarios dos farmacos Pioglitazona e Lobeglitazona. (OBS: Em
verde as etapas concluidas e em vermelho as etapas que ndo foram possiveis).

Pioglitazona Lobeglitazona

Palavra-chave 3P 4P 1L 2L 3L 4L
opt freq
ts
IRC forward
IRC reverse
opt (forward)
opt (reverse)
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A etapa de otimizacdo (palavra-chave: opt) busca encontrar a configuracdo
molecular na qual hd o minimo de energia, enquanto a etapa de frequéncia (palavra-
chave: freq) calcula as vibragbes para que haja a interacdo entre moléculas
(FORESMAN; FRISCH, 2015).

A etapa de estado de transicao (palavra-chave: ts), como o préprio nome indica,
busca pelo estado de transi¢do, ou seja, a configuracdo na qual pode haver a formacao
de ligacdo quimica e/ou a quebra de ligacGes, para formagdo de um novo produto ou
inverso da reacdo, regenerando os reagentes (FORESMAN; FRISCH, 2015).

A etapa de IRC (Intrinsic Reaction Coordinate) indica a coordenacdo da qual a
reacdo deve prosseguir, sendo a palavra-chave forward a que representa a formagao do
produto, enquanto a palavra-chave reverse indica o retorno aos reagentes iniciais
(FORESMAN; FRISCH, 2015).

E, novamente, a etapa de otimizacdo busca pela configuracdo molecular em que
h& o minimo de energia na molécula, tanto como reagentes (a partir do IRC reverse),
quanto para o produto (IRC forward) (FORESMAN; FRISCH, 2015).

Se alguma destas etapas descritas ndo for concluida, consequentemente ndo é
possivel fechar o ciclo do mecanismo reacional. Nestes casos sdo necessarios realizar
novos ajustes a conformagdo molecular no software Gaussian 09®, além de buscar por
novas bases e modelos tedricos que se ajustem a reacdo em estudo. A titulo de
informacdo, foram gerados mais de 900 arquivos (ou seja, mais de 900 tentativas)
buscando-se a elucidacdo do mecanismo reacional de formacdo dos produtos
intermediarios da Pioglitazona e Lobeglitazona, variando ajustes de conformacédo, novas

bases, modelos tedricos, funcionais, etc.

1.1 ELUCIDACAO DA REACAO DE FORMACAO DO PRODUTO
INTERMEDIARIO 3P EM NIVEL TEORICO

A Figura Al.1 apresenta o diagrama de energia do mecanismo reacional na
formacédo do produto intermediario 3P (método alternativo). Ja as Tabelas Al.2, Al.3 e
Al.4 apresentam os valores termodindmicos (AGY, AH?, TAS/, respectivamente)
calculados com o funcional b3lyp e base 6-31g, nos pontos (1) diferenca de energia
entre TS e reagentes, (2) diferenca de energia entre TS e produto, (3) diferenca de

energia entre reagentes e produto, enquanto a Tabela Al.5 apresenta os valores da
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constante da taxa de reacdo de segunda ordem (k), energia de ativagcdo (Ea), entropia
(ASY), entalpia (AH?) e energia livre de Gibbs (AG’) para 3P. Todas as simulacdes
foram realizadas no solvente n,n-dimetilformamida, mesmo solvente dos ensaios
experimentais. A formacdo do produto intermediario 4-(2-(5-etillpiridin-2-
il)etoxi)benzaldeido (3P) ocorre a partir de uma desprotonacao do grupo OH presente
no 2-(5-etilpiridin-2-il)etanol (1P) com uma base forte, formando um sal fenoxido,
seguida por uma substituicdo nucleofilica aromética na posicao do fldor, presente no
reagente 4-fluorbenzaldeido, formando o produto (3P) (SOLOMONS; FRYHLE, 2009).
Foi possivel verificar que os valores estimados para o TS usando DFT e o modelo de
Eyring (experimental) para AG? foram préximos, enquanto os valores de TAS? néo
foram. Serdo necessarios novos testes para verificar a razdo do TAS? ndo serem
semelhantes, com o ajuste de novas bases para os célculos de simula¢do computacional.
Também se observou que os valores estimados para TS usando os modelos de DFT
(tedrico) e Eyring (experimental) para AG’ indicam que, por conta da diferenca entre

reagentes e produto terem valores negativos, a reacdo é termodinamicamente estavel.

Figura Al.1 - Diagrama de energia do mecanismo e formacéo do produto intermediario 3P
(método alternativo). (1) diferenca de energia entre TS e reagentes, (2) diferenca de energia
entre TS e produto, (3) diferenca de energia entre reagentes e produto. Todas as energias foram
calculadas com o funcional b3lyp e base 6-31g e solvente n,n-dimetilformamida. TS = Estado
de transigéo.
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Tabela A1.2 - AG’ estimado na faixa de temperatura de 30 - 60°C, na formag&o do produto
intermediario 3P com o funcional b3lyp e base 6-31g (1) diferenca de energia entre TS e
reagentes, (2) diferenca de energia entre TS e produto, (3) diferenca de energia entre reagentes e

produto
AG’ (kJ mol)

T (K) 1 2 3
303 69,6 -64,3 5,31
313 67,1 -64,2 2,86
323 70,8 -64,1 6,69
333 71,5 -64,0 7,42

Tabela A1.3 - AH’ estimado na faixa de temperatura de 30 - 60°C, na formacéo do produto
intermediario 3P com o funcional b3lyp e base 6-31g (1) diferenca de energia entre TS e
reagentes, (2) diferenca de energia entre TS e produto, (3) diferenca de energia entre reagentes e

produto
AH (kJ mol?)

T (K) 1 2 3
303 50,65 -67,25 -16,60
313 50,69 -67,23 -16,54
323 50,44 -67,20 -16,76
333 50,34 -67,17 -16,83

Tabela Al.4 - TAS’ estimado na faixa de temperatura de 30 - 60°C, na formagao do produto
intermediario 3P com o funcional b3lyp e base 6-31g (1) diferenca de energia entre TS e
reagentes, (2) diferenca de energia entre TS e produto, (3) diferenca de energia entre reagentes e

produto
TAS (kJ mol?)

T (K) 1 2 3
303 -18,98 -2,93 -21,91
313 -16,40 -2,99 -19,40
323 -20,37 -3,07 -23,45
333 -21,12 -3,13 -24,25

Tabela A1.5 - Pardmetros cinéticos e termodinadmicos da sintese dos produtos intermediarios
3P. Constante de segunda ordem da taxa de reacdo (k); Energia de ativacédo (Ea); variagédo de
entalpia (AH"), variagdo de energia livre de Gibbs (AG¥) e produto da temperatura pela variagéo
de entropia (TAS?) estimados para o estado de transicéo.

3P
Parametro [unit] T (K)

298 303 313 323 333
kx10% [M1s?]® 1,12 103 1,28 1,42 1,69
Ea [kJ mol?] © 13,3
AH [k] mol*] 9 10,7
TAS? [kJ mol*] 9 -56,6 -57,6 -59,5 -61,4 -63,3
AG’ [k mol™] ® 67,2 68,7 706 72,5 74,5

Valores calculados a partir dos dados experimentais obtidos a) no processo em batelada. b)
Valor estimado através do modelo de Arrhenius; c) Valores estimados através do modelo de
Eyring; d) Valor calculado pela equacio de Gibbs-Helmholtz (AG* = AH? - TASY).
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1.2 ELUCIDACAO DA REACAO DE FORMACAO DO PRODUTO
INTERMEDIARIO 2L EM NIiVEL TEORICO

A Figura Al.2 apresenta 0 diagrama de energia do mecanismo reacional na
formacéo do produto intermediario 2L. J& as Tabelas A1.6, A1.7 e A1.8 apresentam 0s
valores termodinamicos (AG?, AH?, TAS?, respectivamente) calculados com o funcional
m062x e base cc-pvtz, nos pontos (1) diferenca de energia entre TS e reagentes, (2)
diferenca de energia entre TS e produto, (3) diferenca de energia entre reagentes e
produto, enquanto a Tabela A1.9 apresenta os valores da constante da taxa de reacéo de
segunda ordem (k), energia de ativagdo (Ea), entropia (AS?), entalpia (AH*) e energia
livre de Gibbs (AGY) para 2L. Todas as simulagGes foram realizadas no solvente etanol,
mesmo solvente dos ensaios experimentais. A formacao do produto intermediério 2-((6-
(4-metoxifenoxi)pirimidin-4-il)(metilamino)etan-1-ol (2L) ocorre a partir de uma
substituicdo nucleofilica aromatica. O mecanismo de adicdo-eliminacdo ocorre com a
adicdo do grupo amino presente no 2-metilaminoetanol, forma-se o complexo de
Meisenheimer que estabiliza o anel aromatico, seguida pela eliminagdo do anion CI',
que subtrai o préton do grupo amino, formando HCI e o produto intermediario 2L
(SOLOMONS; FRYHLE, 2009). Os valores estimados para TS usando os modelos de
DFT (tedrico) e Eyring (experimental) para AG’ indicam que, por conta da diferenca
entre reagentes e produto terem valores negativos, a reacdo é termodinamicamente
estavel, embora seus valores estimados ndo estejam préximos. Houve também uma
grande diferenca nos valores de TAS?, conforme observado nas simulagGes
computacionais do produto intermediario 3P, anteriormente citado. Serdo necessarios
novos testes para verificar a razdo dos valores de TAS? ndo serem préximos, com o

ajuste de novas bases para os calculos de simulagdo computacional.
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Figura A1.2 - Diagrama de energia do mecanismo e formacéo do produto intermediario 2L. (1)
diferenca de energia entre TS e reagentes, (2) diferenca de energia entre TS e produto, (3)
diferenca de energia entre reagentes e produto. Todas as energias foram calculadas com o

funcional m062x e base cc-pvtz e solvente etanol. TS = Estado de transicao.
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Tabela A1.6 - AG’ estimado na faixa de temperatura de 25 - 160°C, na formac#o do produto
intermediério 2L com o funcional m062x e base cc-pvtz (1) diferenca de energia entre TS e
reagentes, (2) diferenca de energia entre TS e produto, (3) diferenca de energia entre reagentes e

produto.
AG? (kJ mol?)

T (K) 1 2 3
298 71,2 -161,5 -90,3
338 72,7 -162,3 -89,6
351 73,1 -162,3 -89,2
373 73,4 -158,1 -84,8
393 74,1 -158,3 -84,3
413 75,5 -158,4 -82,9
433 76,3 -158,5 -82,2

Tabela A1.7 - AH’ estimado na faixa de temperatura de 25 - 160°C, na formacéo do produto
intermediario 2L com o funcional m062x e base cc-pvtz (1) diferenca de energia entre TS e
reagentes, (2) diferenca de energia entre TS e produto, (3) diferenca de energia entre reagentes e

produto
AH (kJ mol)

T (K) 1 2 3
298 60,6 -156,9 -96,3
338 60,2 -157,0 -96,7
351 60,1 -156,9 -96,8
373 59,6 -156,0 -96,4
393 59,4 -156,1 -96,6
413 59,6 -156,1 -96,5
433 59,4 -156,1 -96,7
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Tabela A1.8 - TAS’ estimado na faixa de temperatura de 25 - 160°C, na formac#o do produto
intermediario 2L com o funcional m062x e base cc-pvtz (1) diferenca de energia entre TS e
reagentes, (2) diferenca de energia entre TS e produto, (3) diferenca de energia entre reagentes e

produto.
TAS? (kJ mol?)

T (K) 1 2 3
298 -10,6 4,6 -6,0
338 -12,5 53 -7,2
351 -13,0 54 -7,6
373 -13,8 2,1 -11,6
393 -14,7 2,3 -12,4
413 -15,9 2,3 -13,6
433 -16,8 2,4 -14,5

Tabela A1.9 - Parametros cinéticos e termodindmicos da sintese dos produtos intermediarios
2L. Constante de segunda ordem da taxa de reacéo (k); Energia de ativacdo (Ea); variagéo de
entalpia (AH), variacdo de energia livre de Gibbs (AG) e produto da temperatura pela variagdo
de entropia (TAS?) estimados para o estado de transicao.

2L
T(K)

Parametro [unit
[unit] 338 351 373 393 413 433

091x 203x 246x 7,15x

313 -1 o-17 a) 2 2
k x10°[m°mol* s] 0,37 x 10 0,65 x 10 102 102 102 102

k x103[m3mol* s1] ) 0,51 x 102

Ea[kJ mol?] © 35,33
AH [kJ mol] 9 32,16

TAS P [kJ mol*] @ -66,7 -69,3 -73,3 -77,6 -81,6 -85,5
AG*[kJ mol] ® 99,3 101,5 105,4 109,8 113,7 117,6

Valores calculados a partir dos dados experimentais obtidos a) no processo em fluxo e b) no processo em
batelada. ¢) Valor estimado através do modelo de Arrhenius; d) Valores estimados através do modelo de
Eyring; e) Valor calculado pela equagédo de Gibbs-Helmholtz (AG? = AH? - TASY).
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Apéndice 2 - BOLSA PRINT/CAPES: Sintese de biblioteca de novas moléculas contendo 3-
hidroxipiridin-4-ona visando aplicacédo farmacéutica (Processo PRINT/CAPES
88887.570120/2020-00)

Esta pesquisa teve como objetivo a sintese de uma biblioteca quimica inédita de 3-
hidroxipiridin-4-ona que possam ser utilizados como quelantes de metais.

Também foi investigada a possibilidade de se transpor as rea¢des para a sintese em fluxo
em microrreatores capilares, objeto de estudo no &mbito da pesquisa desenvolvida no Brasil.

As reacGes que ndo apresentaram solidos no meio reacional sdo passiveis de
transposicdo para a sintese em microrreatores, onde serdo comparadas as conversdes dos
reagentes, rendimentos dos produtos de interesse e tempo de reagéo.

A primeira parte deste projeto foi realizada sob supervisdo do Dr. Agostino Cilibrizzi,
do Institute of Pharmaceutical Science do King's College (KCL), onde foram realizadas as
reacOes no processo batelada e identificadas as reacdes que possivelmente podem ser
transpostas para a sintese em fluxo em microrreatores capilares. J& a segunda parte tem a
previsdo de ser realizada no Microreactor Technology Laboratory (MRT-Lab), com o Prof. Dr.
Mauri Sergio Alves Palma, do Departamento de Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica da
FCF/USP, onde serdo realizadas as sinteses em fluxo em microrreatores capilares.

Adicionalmente foi realizado um estagio no Istituto di Chemica dei Composti
Organometallici (ICCOM) no Consiglio Nazionale delle Ricerche (CNR), em Florenca / Italia,
sob supervisdo da Dr* Antonella Guerriero, na area de sintese de complexos metalicos para
aplicacdo em medicina nuclear. A pesquisa da Dr? Antonella Guerriero € uma colaboracdo com
a pesquisa realizada pelo Dr. Agostino Cilibrizzi, em que o foco foi a sintese e caracterizagdo
quimica de ligantes de fosfina selecionados e respectivos complexos metéalicos.

Devido a pesquisa ainda estar em andamento, os resultados obtidos em ambos o0s
estagios ndo poderao ser adicionados a este relatdrio, a pedido de ambos os pesquisadores, pois
seus resultados ainda ndo foram publicados. Os resumos de ambas as pesquisas estdo
apresentados abaixo, bem como as declaracdes de realizacdo dos estagios de ambos os
pesquisadores.

Durante o periodo de estagio no KCL, o bolsista foi convidado por seu supervisor para
a funcdo de Graduate Teacher Assistant (GTA) em suas aulas de Principles of Pharmaceutical
Analysis, para alunos de mestrado do KCL. Como GTA, o bolsista teve a fungdo de monitorar

e auxiliar no andamento das aulas, ajudando os alunos na elaboragdo de amostras a serem
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analisadas em equipamentos de RMN e HPLC-UV, equipamentos estes operados pelo proprio
bolsista.

Também durante o periodo de estagio, o bolsista teve a oportunidade de auxiliar alunos
de mestrado a desenvolverem suas pesquisas em laboratério, sob supervisdo do Dr. Agostino
Cilibrizzi. Destes trabalhos, foram geradas duas publica¢des, sendo uma j& publicada na revista
indexadas Pharmaceuticals e a outra foi submetida a revista RSC Medicinal Chemistry e esta
no estagio de revisao pelos pares. A publicacdo da revista Pharmaceuticals esta apresentada no
Anexo 14.
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Institute of Pharmaceutical Science, King’s College London, sob supervisédo do Dr. Agostino

Cilibrizzi

Proposed Area of Research: Project title: New hydroxypyridazinone- and hydroxypyridinone-

based metal chelators.

The project will involve the design and synthesis of new chelators for bio-medical applications
as therapeutic or diagnostic agents. Synthetic procedures in solution will be investigated in the
first instance, with the aim of exploring suitable reaction conditions to be subsequently
transferred into flow microreactors. Flow chemistry setups are emerging as valid alternatives
to batch synthesis in several sectors, including the pharmaceutical industry. Overall, a library
of new chelators will be produced by chemical manipulation of two heterocyclic systems (i.e.
hydroxypyridazinone and hydroxypyridinone), in order to establish most suitable synthetic
routes. In this regard, selected residues and/or functional groups will be introduced in the
heterocyclic core to identify which are the substituents that produce improved effect towards
chelation of the metals of interest. Once the chelators are obtained, the metal affinity for hard
tri-basic cations (such as Ga3+ and Fe3+), as well as the stability of resulting complexes, will
be assessed through in-house designed titration experiments coupled to spectrophotometric
analysis. The therapeutic relevance of the chelators will be further investigated through specific
disease models. The terms that show the most promising affinity and complex stability will be
progressed towards in cell studies to validate their use as 1) iron chelators for therapeutic use
in the treatment of iron overload/unbalance diseases (e.g. macular degeneration, thalassemia)
and 2) positron emission tomography (PET) imaging agents (e.g. 68Ga-based PET radiotracers

for the diagnosis of cancer).
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Istituto di Chemica dei Composti Organometallici (ICCOM), Consiglio Nazionale delle
Ricerche (CNR) — sob supervisdo de Dr? Antonella Guerriero

Project title: Development of hybrid phospine-HOPO metal complexes for applications in

nuclear medicine

The use of metal complexes in biology and medicine has exponentially increased over the last
five decades with both clinical and commercial importance. From the discovery (1969) and
following FDA approval (1978) of cisplatin as an anticancer drug, the field of medicinal
organometallic chemistry has enormously expanded and several metallo-drugs are currently in
use for both therapy and diagnosis application.

In this context, gallium-68 complexes are commonly used for positron emission tomography
(PET) to monitor non-invasively the progression of diseases, as well as the efficacy of
treatments. In addition, radionuclide therapy using gallium-67 coordinated to organic ligands
is proposed as a valid alternative for the treatment of various cancers. Similarly, copper-64-
based compounds are also widely investigated for PET imaging and therapy at the present time.
In this project, we aim to produce and biophysically validate a new family of gallium and copper
complexes with improved biomedical features, to be translated into radiopharmaceuticals. We
will combine suitable aminophosphine and hydroxypyridinone chelators into hybrid structures
and assess their stability towards hydrolysis and transchelation, as well as their membrane
permeation capabilities. The possibility to explore how the distinct properties of heterocyclic
chelators (hydroxypyridinone) and cage-like ligands could produce many benefits in terms of
medical application, if simultaneously present into a complex, represents a most exciting and
important challenge. Furthermore, this new coordination chemistry science could expand
towards other metals relevant to diagnosis and therapy. Overall, this research could pave the

way to the discovery of improved metallo-drugs radiopharmaceuticals.



Dr Agostino Cilibrizzi ING’S

Institute of Pharmaceutical Science CO//ege
Faculty of Life Sciences and Medicine

King's College London, LONDON
5th Floor Franklin Wilkins Building,
150 Stamford Street, . .
London SE1 9NH, United Kingdom University of London

e-mail address: agostino.cilibrizzi@kcl.ac.uk
Tel: +44 (0)20 7848 9532

3 March , 2023

Re: CERTIFICATE OF ATTENDANCE FOR VISITING PhD STUDENT (Mr Renan Rodrigues
de Oliveira Silva)

To whom it may concern,

This is to confirm that Renan Rodrigues (from University of Sdo Paulo, Brazil) has been
enrolled as a visiting PhD student within my group at the Institute of Pharmaceutical Science,
King’'s College London, for a 1-year period (January - December 2022).

During this time, Renan regularly attended my laboratory to contribute to a research project
focusing on the synthesis of heterocyclic structures as bidentate metal chelators. He has
developed a library of new scaffolds that bind tightly tri-basic metal cations, such as iron and
gallium, and have potential of future development as therapeutic and/or PET imaging agents.

Overall, Renan has conducted synthetic procedures and analytical studies required to
formulate intermediate products and the final metal chelators, that will be further characterised in
future biophysical and biomedical studies. Under my supervision, Renan has been trained and
expanded his knowledge with the various techniques at the basis of medicinal chemistry research,
for instance synthetic procedures, extraction methods, column/thin layer chromatography, melting
point, HPLC, NMR and MS.

Throughout his visiting PhD appointment, Renan demonstrated a high interest for the
research project and the capability to learn all the practical lab aspects, as well as a keen interest

in participating to the other group activities.

| express my highest respect for Renan Rodrigues; he is an excellent ambassador for the

University of Sao Paulo.

Sincerely,

et Cltils



@ Consiglio Nazionale delle Ricerche

Istituto di Chimica dei Composti Organometallici — ICCOM
Dr. Antonella Guerriero

Researcher

Via Madonna del Piano, 10 - 50019 Sesto Fiorentino (Firenze) Italy

Tel +39 055 5225 217; Fax. +39 055 5225 203

e-mail antonella.guerriero@iccom.cnr.it

web page: http://www.iccom.cnr.it

Florence, September 30" 2022

TO WHOM IT MAY CONCERN

This is to confirm that Mr. Renan R O Silva spent one month (from 5" to 30" September 2022) in
in my laboratory of the institute ICCOM-CNR (Florence, Italy) in the frame of the bilateral project
(2022-2023) CNR-RS between my research group and that of Dr. Agostino Cilibrizzi of the
Institute of Pharmaceutical Science (IPS) King’s College, London.

During this time to ICCOM, under my supervision, he worked on the chemical synthesis and
characterization of selected phosphine ligands and their corresponding metal complexes. He gained
experience in the use of Schlenk line, in performing synthetic reactions under inert atmosphere and

in multinuclear NMR characterization.

Sincerely,

Eﬁu“‘ou.et\o_- q)@(I*EFO
Dr. Antonella Guerriero
Principal Investigator of Bilateral Project CNR-RS

tel. +39-0555225-286 (Direzione), -281 (Amm.ne) -278 (Segreteria) / fax +39-0555225-203
e-mail: direttore@iccom.cnr.it (Direzione), segreteria.fi@iccom.cnr.it (Segreteria)
TIT020.000 P102118311006 CF 80054330586
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Apéndice 3 - Procedimento de recuperacao de acetonitrila

O solvente acetonitrila é o solvente mais utilizado como fase mével em anélises
de HPLC-UV. Visando reduzir custos operacionais (tendo em vista que as analises de
HPLC-UV foram amplamente utilizadas durante o periodo vigente da pesquisa) foi
desenvolvido um protocolo de recuperacdo de acetonitrila utilizada como fase movel
nas analises no HPLC-UV, que consistiu de uma destilacdo coletando-se o aze6tropo
acetonitrila/dgua e a correcdo da composicdo desta solucdo com acetonitrila grau
HPLC-UV. O protocolo de recuperacdo estd descrito no a seguir. Para validacdo da
acetonitrila recuperada foram feitas anélises comparativas dos reagentes e produto na
sintese do produto intermediario 3L, que ja haviam sido amplamente analisados com
acetonitrila grau HPLC-UV. A Tabela A3.1 e a Figura A3.1 apresentam os resultados
desta validacdo em termos de area de reagentes 2L e 4-fluorbenzaldeido e produto
intermediario 3L. E possivel observar que as areas sdo praticamente iguais, validando
assim a metodologia de recuperacao de acetonitrila. Os cromatogramas correspondentes
a uma analise em acetonitrila HPLC-UV e acetonitrila recuperada estdo mostrados logo
abaixo, nas Figuras A3.2 e A3.3, respectivamente. Para melhor visualizacdo dos tempos
de retencdo, a Tabela A3.4 apresenta a relacdo dos tempos de retencdo obtidos dos
componentes analisados, com os eluentes preparados com acetonitrila grau HPLC-UV e

recuperada.

Tabela A3.1 — Comparacéo das analises em HPLC-UV dos reagentes 2L e 4-fluorbenzaldeido e
produto intermediario 3L utilizando como eluentes acetonitrila grau HPLC-UV e acetonitrila
recuperada

Acetonitrila HPLC-UV Acetonitrila recuperada

t (min) Reagente 2L 4-fluorbenzaldeido Produto 3L | Reagente 2L 4-fluorbenzaldeido Produto 3L

2 5,41E+06 1,88E+06 9,38E+06 5,53E+06 1,97E+06 8,41E+06
60 3,99E+06 7,25E+05 1,78E+07 4,11E+06 6,91E+05 1,80E+0Q7

OBS.: t = tempo de reacdo no processo batelada.
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Figura A3.1- (A) Areas correspondentes & analise em t = 2 min da reacéo de formagéo do
intermediario 3L com acetonitrila HPLC-UV e recuperada; (B) Areas correspondentes a anélise
em t = 60 min da reacdo de formacao do intermediario 3L com acetonitrila HPLC-UV e
recuperada (ACN = acetonitrila)
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Reagente 2L 4-Fluorbenzaldeido Produto 3L

Ot =60 min; ACN grau HPLC-UV mt =60 min; ACN recuperada

Protocolo — Recuperacdo de Acetonitrila (HPLC)

-Transferir o descarte do HPLC contendo acetonitrila (ACN) + agua em frascos de acetonitrila

vazios presentes no laboratério e identifica-los com “ACN para recupera¢do” em fita adesiva;

-Realizar a destilacdo do descarte de ACN + agua, preenchendo o baldo de fundo redondo com
cerca de 4 L da solucdo. Ligar a manta na marcacdo 5 do botdo de controle da temperatura e
promover o0 aquecimento até que a solugdo entre em ebulicdo, certificando que a destilacdo
ocorra lentamente. O destilado obtido é azedtropo (T, = 76 * 2 °C). Transferir o destilado para

frascos limpos e secos e identifica-los com “ACN bruta destilada” com fita adesiva;
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- Utilizar esse azeo6tropo como eluente no HPLC fazendo as correcdes de composicao de fases

de acordo com o memorial de calculo em anexo.

OBS: Outros parametros dos métodos analiticos no HPLC ndo precisam ser alterados.

Memorial de Célculo:

Composicao do azedtropo a Pam = 101.325 Pa = 1 atm abs: 83,7% Acetonitrila + 16,3%
Agua (m/m).

Convertendo para % v/v admitindo mistura ideal:
drzo = 1,00 g/cm?®

dacn = 0,786 g/cm?®

Cacn = 86,7% (V/V)

Chizo = 13,3% (V/V)

O Balanco Material volumétrico para a agua fornece:

Volume de agua adicionada + Volume do aze6tropo = Volume final do eluente
CORRECAO DA CONCENTRACAO PARA VALORES DE CONCENTRCAAO
DE ACN MENORES QUE 86,7% (v/v)

(E ADICIONADA AGUA AO AZEOTROPO)

Vazdo de aze6tropo adicionado/vazdo total = Cacn no eluente (% v/v) / Cacn NO

aze6tropo (% v/v)

CACN,Desejado (% v/v)
86,7

QAzeo’tropo (

%v/v) = x100

QTotal

M(% v/v) = 100 —

QAzeo’tropo
—(
QTotal

%v/v
QTotal ’ / )
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Tabela A3.2 — Relacdo da concentracdo de acetonitrila (Cacn) desejada para a partir das
vazdes do azeo6tropo e agua

Cacn No eluente (% v/v) Qazectropo/ QTotal Qagua/ Qrotal

Desejada (% viv) (% viv)
10 115 88,5
20 23,1 76,9
30 34,6 65,4
40 46,1 53,9
50 57,7 42,3
60 69,2 30,8
70 80,7 19,3
80 92,3 1,7
90 NAO E POSSIVEL:

O AZEOTROPO SO TEM 86,7% DE ACN

CORRECAO DA CONCENTRAGAO PARA VALORES DE CONCENTRAGCAO
DE ACN MAIORES QUE 86,7% (V/v)
(E ADICIONADA ACN AO AZEOTROPO)

Vazdo de ACN pura/vazdo total = [Cacn NoO eluente (% v/v) - Cacn N0 aze6tropo (%
viV)] 1 [100 - Cacn N0 azebtropo (% v/iv)]

QACN (% 17/17) _ CACN,Desejado (%v/v) — 86,7
Qrotal 100 — 86,7

x100

M(% v/v) = 100 — M(% v/v)
QTotal QTotal
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Tabela A3.3 — Relacdo da concentracdo de acetonitrila (Cacn) desejada a partir da
correcdo para concentracdes de acetonitrila acima de 86,7% (v/v)

Cacn No eluente (% v/v) Qacn/Qrotal Qazectropo/ QTotal
Desejada (% viv) (% viv)
86,7 0 100
90 24,8 75,2
95 62,4 37,6

Figura A3.2 — Cromatograma de HPLC-UV gerado a partir da anélise utilizando acetonitrila
graU HPLC‘UV (CZL = 0,13 M, Cp-fluorbenzaldefdo = 0,286 M, CNaH = 0,26 M, T = 250C, t = 40 mln,

A =280 nm
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Figura A3.3 — Cromatograma de HPLC-UV gerado a partir da andlise utilizando acetonitrila
I’eCUperada (C2|_ = 0,13 M, Cp-fluorbenzaldeidoz 0,286 M, CNaH = 0,26 M, T = 250C, t: 40 min, 7\. =

280 nm
Sammple Information
Sampls ID - L1905 _teste_acn rec_8 1
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Tabela A3.4 — Tempos de retengdo no HPLC-UV dos compostos analisados na sintese do
produto intermediario 3L para o desenvolvimento do protocolo de recuperacgdo da acetonitrila

Composto Acetonitrila grau HPLC-UV Acetonitrila recuperada
4-fluorbenzaldeido 7,268 min 7,454 min
2L 8,538 min 9,409 min

3L 10,558 min 12,521 min
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Apéndice 4 - Curvas de calibracdo dos reagentes e produtos intermediarios na sintese

dos farmacos Pioglitazona e Lobeglitazona

. Sintese do produto intermediario 2P

Figura A4.1 — Curva de calibracdo do reagente 1P determinada a partir de analise de HPLC-UV
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Figura A4.2 — Curva de calibragdo do produto intermediario 2P determinada a partir de anélise

de HPLC-UV
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e Sintese do produto intermediario 3P (método alternativo)

Figura A4.3 — Curva de calibracdo do reagente 1P determinada a partir de anélise de HPLC-UV
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Figura A4.4 — Curva de calibragdo do produto intermediario 3P determinada a partir de analise
de HPLC-UV
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Figura A4.5 — Curva de calibragdo do reagente 3P determinada a partir de anélise de HPLC-UV
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Figura A4.6 — Curva de calibragdo do produto intermediario 4P determinada a partir de anélise

de HPLC-UV
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e Sintese do produto intermediario 1L

Figura A4.7 — Curva de calibracéo do reagente 4,6,dicloropirimidina determinada a partir de
anéalise de HPLC-UV
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Figura A4.8 — Curva de calibragdo do produto intermediario 1L determinada a partir de analise
de HPLC-UV
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e Sintese do produto intermediario 2L

Figura A4.9 — Curva de calibracdo do reagente 1L determinada a partir de anélise de HPLC-UV
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Figura A4.10 — Curva de calibrago do produto intermediério 2L determinada a partir de analise
de HPLC-UV

1,400

y =1,54093E-07x + 1,30676E-02

1,200 -
R?=9,99369E-01

1,000 -
0,800 -

0,600 -

Massa do analito (ug)

0,400 -

0,200 -

0,000 T T T
0,00E+00 2,00E+06 4,00E+06 6,00E+06 8,00E+06

Area




158

e Sintese do produto intermediario 3L

Figura A4.11 — Curva de calibracdo do reagente 2L determinada a partir de analise de HPLC-
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Figura A4.12 — Curva de calibrago do produto intermediério 3L determinada a partir de analise

de HPLC-UV
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Figura A4.13 — Curva de calibracdo do reagente 3L determinada a partir de analise de HPLC-
uv
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Area

2,50E+07

Figura A4.14 — Curva de calibrago do produto intermediério 4L determinada a partir de analise

de HPLC-UV

Massa do analito (ug)

2,000
1,800 -
1,600 -
1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -

y = 8,39013E-08x + 6,92211E-01

R? =9,99944E-01

0,000
0,00E+00

5,00E+06

Area

1,00E+07

1,50E+07
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Anexo 1 - Cromatogramas de HPLC-UV de reagentes e produtos intermediarios usados na

sintese dos farmacos Pioglitazona e Lobeglitazona

Sequéncia:

1-1P
2-2P
3-3P
4 — 4P
5 — 4,6-dicloropirimidina
6-—1L
7-2L
8-3L
9-4L



DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA
Laboratério de Analise Instrumental

HPLC Shimadzu
LC-20AD/Prominence

Sample ID

Injection Volume

Method Filename

Date Acquired

Sample Information

:2P1924_CC_1P_met95acn_4

: 08/08/2019 01:20:50

c4uL

2 (acn_rec)_1P_211nm_0,5mLmin_95acn.lcm

Chromatogram
2P1924 CC_1P_met95acn 4 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22_5 2015\08082019\2P1924 CC_1P_met95acn 4.lcd

mV
] g
750
500
250
] VN cupmwe S ou o Y D0 @ N ORI menoies S
il 38 mo'i.’_:;gﬁ DY 259D ;WO UPSADONID) 3
0 Mw <t OO 10 O &b M<CO COO@O O> O v vkt ~HH— ikt
i ~1Det.B Chl
‘ T ‘ T T ‘ T ‘ T
0.0 5.0 75 10.0 125 15.0
min
1 Det.B Chl/211nm
PeakTable
Detector B Chl 211nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 3.415 64758 9810 0.613 0.985
2 3.662 56056 2484 0.530 0.249
3 4.083 3896 1571 0.037 0.158
4 4.133 6147 1548 0.058 0.155
5 4.219 9148 1540 0.087 0.155
6 4.300 16169 1517 0.153 0.152
7 4.483 5611 1409 0.053 0.141
8 4.542 4834 1399 0.046 0.140
9 4.600 8060 1364 0.076 0.137
10 4.801 16582 1335 0.157 0.134
11 5.154 64989 4548 0.615 0.456
12 5.442 9974 1183 0.094 0.119




Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
13 5.765 25401 1321 0.240 0.133
14 6.121 60534 2368 0.573 0.238
15 6.467 7037 1173 0.067 0.118
16 6.652 19472 1323 0.184 0.133
17 7.023 10047776 947433 95.090 95.087
18 7.905 6178 604 0.058 0.061
19 7.982 4847 601 0.046 0.060
20 8.224 12550 585 0.119 0.059
21 8.611 4763 433 0.045 0.043
22 8.730 2009 419 0.019 0.042
23 8.833 2428 409 0.023 0.041
24 8.975 3511 467 0.033 0.047
25 9.235 14108 701 0.134 0.070
26 9.549 7098 490 0.067 0.049
27 10.125 22280 810 0.211 0.081
28 10.400 1672 481 0.016 0.048
29 10.492 2632 491 0.025 0.049
30 10.581 2636 488 0.025 0.049
31 10.665 2938 507 0.028 0.051
32 10.750 1708 495 0.016 0.050
33 10.817 2233 504 0.021 0.051
34 11.016 15690 522 0.148 0.052
35 11.658 5886 448 0.056 0.045
36 11.717 1348 456 0.013 0.046
37 11.784 2280 461 0.022 0.046
38 11.867 2449 457 0.023 0.046
39 12.017 3650 437 0.035 0.044
40 12.083 3066 410 0.029 0.041
41 12.267 4208 367 0.040 0.037
42 12.433 1392 316 0.013 0.032
43 12.517 1483 299 0.014 0.030
44 12.575 3173 285 0.030 0.029
45 13.510 1894 114 0.018 0.011
Total 10566554 996383 100.000 100.000




DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA

HPLC Shimadzu
LC-20AD/Prominence

Sample ID

Injection Volume

Method Filename

Laboratério de Analise Instrumental

Sample Information

1 2P1924 25 f24-18 2

:3uL

:(acn_rec)_1P_2P_211nm_0,4mLmin_82acn.lcm

Date Acquired :19/08/2019 16:39:09
Chromatogram
2P1924 25 f24-18_2 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22_5 2015\19082019\2P1924 25 f24-18 2.lcd
mV
l g
2000+ 3
1500
1000
500+
1 &
1 g
1 S S BER By B 58
0 - < 0 OO @ - o o
L \ \ \ \
0.0 25 5.0 7.5 10.0
min
1 Det.B Chl/211nm
PeakTable
Detector B Chl 211nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 1.078 14630 593 0.034 0.027
2 4.078 73531 2849 0.172 0.131
3 5.158 1833 352 0.004 0.016
4 5.408 10376 954 0.024 0.044
5 5.600 12542 1472 0.029 0.068
6 5.740 27036 1861 0.063 0.086
7 6.902 102368 2114 0.240 0.097
8 7.008 14998 2018 0.035 0.093
9 7.136 14197 1909 0.033 0.088
10 7.244 21055 1836 0.049 0.084
11 7.793 46378 1959 0.109 0.090
12 7.855 55786 1915 0.131 0.088

~1Det.B Chl



Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
13 9.317 21747 586 0.051 0.027
14 9.598 9876 596 0.023 0.027
15 10.180 2602455 123860 6.101 5.699
16 11.067 39627114 2028570 92.899 93.334
Total 42655923 2173446 100.000 100.000




DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA

HPLC Shimadzu

Laboratério de Analise Instrumental

LC-20AD/Prominence

Sample ID
Injection Volume

Method Filename

Sample Information

:CC_3PA 4
c4uL

2 (acn_rec)_1P_3P_275nm_0,5mLmin_99acn.lcm

Date Acquired :13/11/2019 04:21:01
Chromatogram
CC_3PA 4 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22_5 2015\12112019\CC_3PA 4.Icd
mV
1250+ §
1000+
750
500
250
1 o ™~ N O O © o ® o o O © © Fw© N~ & g 3
4 g 8 S 3 8 & S g @2 QA8 &S8R g g3
0 o — — aa m ™ < 6w W o © NN N 0o o — S g
| \ \ \ | |
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5
min
1 Det.B Chl/275nm
PeakTable
Detector B Chl 275nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 0.223 4971 353 0.028 0.027
2 1.063 1350 82 0.008 0.006
3 1.637 1378 104 0.008 0.008
4 2.467 6714 416 0.038 0.032
5 2.689 8435 448 0.048 0.035
6 3.130 4246 250 0.024 0.019
7 3.550 1465 97 0.008 0.007
8 4.346 39795 1838 0.227 0.142
9 5.249 15101 1224 0.086 0.095
10 5.713 59156 1787 0.337 0.138
11 6.108 11360 1541 0.065 0.119
12 6.561 206748 16524 1.177 1.277

~1Det.B Chl



Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
13 7.220 38315 1816 0.218 0.140
14 7.526 57936 3306 0.330 0.256
15 7.876 38804 2595 0.221 0.201
16 8.174 26279 1741 0.150 0.135
17 8.436 21225 1478 0.121 0.114
18 8.737 30906 1682 0.176 0.130
19 9.367 16914607 1252536 96.314 96.795
20 11.326 61504 3456 0.350 0.267
21 12.010 7565 465 0.043 0.036
22 12.484 4010 270 0.023 0.021
Total 17561871 1294009 100.000 100.000




DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA

HPLC Shimadzu
LC-20AD/Prominence

Sample ID

Injection Volume

Method Filename

Laboratério de Analise Instrumental

Sample Information

2 4P°_10

;10 uL

2 (acn_rec)_4P_99acn_0,5mImin_325nm.lcm

Date Acquired :18/12/2019 14:48:10
Chromatogram
4P°_10 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22_5 2015\18122019\4P°_10.lcd
mV
400+
300+
200
100
] @ 508 gy 8 883 & 4
7 ] N — o0 ™~ 3] ~ N~ OXE —
0 - 3] < Lo 1o © ~ oo o
| T T T I
0.0 25 5.0 7.5 10.0
1 Det.B Chl/324nm
PeakTable
Detector B Ch1 324nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 1.846 6917 212 0.077 0.046
2 3.287 3942 497 0.044 0.107
3 4.188 1903 104 0.021 0.022
4 5.386 1721 222 0.019 0.048
5 5.525 2766 483 0.031 0.104
6 5.782 2855 177 0.032 0.038
7 6.335 32763 1857 0.363 0.399
8 7.337 117560 6469 1.303 1.390
9 7.701 5676 813 0.063 0.175
10 8.350 1130 162 0.013 0.035
11 8.477 2492 204 0.028 0.044
12 9.157 5006 204 0.055 0.044

~1Det.B Chl



Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
13 9.787 8836466 453907 97.952 97.549
Total 9021198 465312 100.000 100.000




DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA

HPLC Shimadzu
LC-20AD/Prominence

Sample ID

Injection Volume

Method Filename

Laboratério de Analise Instrumental

Sample Information

1 1L#1940_cc_diclpy_fenol_5

:5uL

: (acn_rec_lote07_para_cc)_diclpy_250nm_80acn_0,5mImin.lcm

7.965

8.946

~1Det.B Chl

10.0

Date Acquired :10/05/2019 20:10:04
Chromatogram
1L#1940_cc_diclpy_fenol_5 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22_5 2015\10052019\1L#1940_cc_diclpy_fenol_5.Icd
mV
350
300
250
200~
150
100~
50- 2
] 2 g oo & 5 g
o 3 < wuam~" G N
I I I
0.0 25 5.0 7.5
1 Det.B Chl/250nm
PeakTable
Detector B Ch1 250nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 0.850 1919 90 0.035 0.022
2 4.881 4008 393 0.073 0.098
3 5.273 12160 544 0.222 0.135
4 5.517 2435 429 0.044 0.106
5 5.617 1145 389 0.021 0.096
6 5.675 1264 366 0.023 0.091
7 6.099 132777 7975 2.425 1.980
8 6.750 7207 487 0.132 0.121
9 7.256 602465 28901 11.002 7.174
10 7.613 3759 451 0.069 0.112
11 7.965 3318 343 0.061 0.085
12 8.946 4703345 362499 85.893 89.980




Peak#

Ret. Time

Area

Height

Area %

Height %

Total

5475802

402866

100.000

100.000




DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA
Laboratério de Analise Instrumental

HPLC Shimadzu
LC-20AD/Prominence

Sample Information

Sample ID 11L1970_8
Injection Volume :5uL
Method Filename : (acn_rec)_diclpy_1L_250nm_92acn_0,5mimin.lcm
Date Acquired : 15/11/2019 04:27:58
Chromatogram
1L.1970_8 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22_5 2015\141119\1L.1970_8.Icd
mV
) 8
| 3
1000
750+
500+
250+
: S «©
0 o5 S b5 o d\ © %P So -
| \ \ \ A — L
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125
min
1 Det.B Chl/250nm
PeakTable
Detector B Ch1 250nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 3.300 2888 356 0.019 0.031
2 4.835 275241 6564 1.787 0.574
3 5.392 58996 2920 0.383 0.256
4 5.565 49410 2879 0.321 0.252
5 6.134 128658 3449 0.836 0.302
6 6.780 46373 2818 0.301 0.247
7 7.170 754740 41395 4.901 3.622
8 8.477 3111 267 0.020 0.023
9 8.821 169691 10815 1.102 0.946
10 9.342 6911 1259 0.045 0.110
1 9.611 38932 1240 0.253 0.109
12 10.280 13688339 1056398 88.895 92.431

~1Det.B Chl



Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
13 11.738 175111 12547 1.137 1.098
Total 15398401 1142907 100.000 100.000




HPLC Shimadzu
LC-20AD/Prominence

Sample ID

Injection Volume

Method Filename

:2L°_10042019 cc_6

16Ul

Laboratério de Analise Instrumental

Sample Information

: (acn_rec_lote7)2L_1L_230nm_80acn_0,5mimin.lcm

DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA

Date Acquired :11/04/2019 01:06:12
Chromatogram
2L°_ 10042019 _cc_6 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22 5 2015\11042019\2L°_10042019 _cc_6.lcd
mV
600 N
500-
400-
300~
200~
100~
1 3 2es 8 s 2 sms 8 2
] = R PR R & Soba S g
0 o
I I I \ I
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125
min
1 Det.B Chl/230nm
PeakTable
Detector B Ch1 230nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 3.194 4899 543 0.089 0.092
2 5.103 19220 1784 0.350 0.302
3 5.473 1051 163 0.019 0.028
4 5.787 1383 116 0.025 0.020
5 6.622 7326 716 0.133 0.121
6 7.246 5384100 581847 97.977 98.499
7 7.800 1848 282 0.034 0.048
8 8.348 4672 386 0.085 0.065
9 8.908 29622 1182 0.539 0.200
10 9.141 4885 723 0.089 0.122
11 9.252 4535 611 0.083 0.103
12 9.526 8925 404 0.162 0.068

~1Det.B Chl



Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
13 10.465 20280 1802 0.369 0.305
14 11.833 2507 155 0.046 0.026
Total 5495255 590714 100.000 100.000




DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA

HPLC Shimadzu
LC-20AD/Prominence

Sample ID

Injection Volume

Method Filename

Laboratério de Analise Instrumental

Sample Information

:CC_3L_6

16Ul

2 (acn_rec)pFb_2L_3L_280_92acn_0,5mImin.lcm

Date Acquired : 18/08/2020 14:09:18
Chromatogram
CC_3L_6 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22_5 2015\18082020\CC_3L_6.lcd
mV
1000 S
750
500
250
| 2 9% 8P 2338 B ¥ 3 W 2
~ o N @ M ~NQO Y od © @ N I
™ < W KO © © I~ I~ N~ © o o> —
L \ \ \ | |
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5
min
1 Det.B Chl/280nm
PeakTable
Detector B Ch1 280nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 3.139 2384 170 0.019 0.016
2 4.932 2745 243 0.022 0.023
3 5.234 60496 5245 0.486 0.506
4 5.892 4752 362 0.038 0.035
5 6.000 2089 387 0.017 0.037
6 6.361 22047 929 0.177 0.090
7 6.749 24389 1801 0.196 0.174
8 7.068 18270 1326 0.147 0.128
9 7.423 35273 1816 0.283 0.175
10 7.913 22639 1579 0.182 0.152
11 8.101 27790 1570 0.223 0.151
12 8.682 50476 2187 0.405 0.211

~1Det.B Chl



Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
13 9.339 48517 2964 0.389 0.286
14 9.742 3258 732 0.026 0.071
15 9.845 10025 714 0.080 0.069
16 10.117 3207 593 0.026 0.057
17 10.167 2570 575 0.021 0.055
18 10.317 4771 566 0.038 0.055
19 10.693 12111254 1013313 97.206 97.691
20 12.354 2470 198 0.020 0.019
Total 12459424 1037268 100.000 100.000




DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA
Laboratério de Analise Instrumental

HPLC Shimadzu
LC-20AD/Prominence

Sample ID

Injection Volu

Method Filename

- 4L#1906_4L 9

me :20uL

Sample Information

2 (acn_rec)_4L_347nm_92acn_0,5mimin.lcm

Date Acquired :07/08/2019 04:03:53
Chromatogram
4L#1906_4L_9 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22 5 2015\06082019\4L#1906_4L_9.lcd
mV
] E
750
500
250+
| ~1Det.B Chl
T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 15.0
min
1 Det.B Chl/347nm
PeakTable
Detector B Ch1 347nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 0.137 1388 237 0.008 0.024
2 0.249 1087 226 0.007 0.023
3 0.346 1230 246 0.007 0.025
4 0.454 1282 229 0.008 0.023
5 0.743 5262 300 0.032 0.031
6 0.850 1477 285 0.009 0.029
7 0.983 1888 292 0.011 0.030
8 1.150 2139 280 0.013 0.029
9 1.320 2586 282 0.016 0.029
10 1.429 1094 263 0.007 0.027
11 1.571 1769 262 0.011 0.027
12 1.636 1242 267 0.007 0.027




Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
13 1.718 1389 243 0.008 0.025
14 1.875 1198 233 0.007 0.024
15 1.925 1190 242 0.007 0.025
16 2.020 1455 258 0.009 0.026
17 2.102 1781 273 0.011 0.028
18 2.213 1614 259 0.010 0.026
19 2.366 1513 232 0.009 0.024
20 2.497 1634 213 0.010 0.022
21 2.663 1534 179 0.009 0.018
22 3.974 16819 908 0.101 0.093
23 4.788 1545 391 0.009 0.040
24 5.225 1134 171 0.007 0.018
25 5.361 2756 288 0.017 0.029
26 5.976 53691 1449 0.323 0.148
27 6.710 101812 6451 0.613 0.660
28 7.282 3858 365 0.023 0.037
29 7.346 2058 370 0.012 0.038
30 7434 2802 338 0.017 0.035
31 7.861 6254 353 0.038 0.036
32 7.997 5117 396 0.031 0.041
33 8.175 1320 303 0.008 0.031
34 8.292 1229 279 0.007 0.029
35 8.682 49797 2695 0.300 0.276
36 9.478 334972 20013 2.018 2.047
37 10.911 15811457 926266 95.242 94,749
38 11.399 118795 8262 0.716 0.845
39 11.994 19357 1224 0.117 0.125
40 12.333 1680 208 0.010 0.021
41 12.735 6205 459 0.037 0.047
42 13.088 22991 1113 0.138 0.114
Total 16601397 977602 100.000 100.000
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Anexo 2 - Comprovagdo da identidade do produto intermediario 2P por HPLC-MS

Intens.
x109 |

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0 . i : | ] : : : ; :
2 4 6 8 10 12 Time [min]

200 250 300 350 400 450 500 Wavelength [im

I[nte:l_sj]. UV, 3.0min #283]
mAUL

200

268

Y

4004 \a\‘l £\
\ /

IntenQ._ A_1_01_1911.d: +MS, 3.0min #215

1.5 1+
229.95

0.5

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
200 250 300 350 400 450 500 Wavelength [nm]
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Anexo 3 - Comprovacao da identidade do produto intermediario 3P por HPLC-MS

Intens.

x108
3.01

2.5

2.0

g

2

10 12 ' Time [min]

[~ BPC +AlIMS

200 250

300

350

400

4§0 SEI)D Wavelength [nm]

61 218

274

UV, 3.1min #288

1+
41 256.02

E_5_01_1915.d: +MS, 3.1min #220

200

400 600

800

1000

1200 1400 1600 1800  miz
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Anexo 4 - Comprovacao da identidade do produto intermediério 3P (método alternativo) por
HPLC-MS

Intens.

x106
2.5

ol |
|

0.0- \“_L

' \
@J ¥J *.—’hiwlﬁ‘rm’.%'*%‘J l',“‘,—“.—ﬁ“’”[“T—. e

I " g 5 6 7 " 78 Time[min]

Intens. D_1-4_01_2698.d: +MS, 3.6-3.7min #427-439
[%]

x106

2.0
2561326

0.5

O e L L e e e e e s e e e L o e s
50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z
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Anexo 5 - Comprovacao da identidade do produto intermediario 4P por HPLC-MS

Intens.
x108

0.8

0.6

0.4+

0.2

Intens.

[MAU]

40

30+

20

101

IntenQ.
x107

0.5

0.0

N\

2 4 6 10 ' 12 Time [min]
200 250 300 350 400 450 500 Wavelength [nm]
UV, 2.7min #254
200
269
R2_2_01_1985.d: +MS, 2.7min #189
1+
357.03
250.98

’)An ANN ﬂfl\f\ ﬂn’;n 4 r\‘r\n 4 ')‘nn 4 nlnn ) -U:Inn ) A4 anﬂ e
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Anexo 6 - Comprovacao da identidade do produto Pioglitazona por HPLC-MS

Intens. ]
x106]
2.5

2.0

0.5

0.0

\
f
f’\f \*\J l\\.\
—r— é —

"7 7 7 T8 Time[min]

[—— BPC +AllMS

|

290

390

490

SIIJO

6(?0

T(IJO Wavelength [nm]

Intens.]

[mAUT]
3007

2004

1004

UV, 5.4min #1362

Inteng.:
x1061
31

1+
357.1254

C_1-4_01_2732.d: +MS, 5.4min #649

150

200

" 250

"350

400 450 | me
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Anexo 7 — Cromatogramas de HPLC-UV do farmaco Pioglitazona comercial e sintetizado em

laboratério

Sequéncia:

1 — Pioglitazona comercial

2 — Pioglitazona sintetizada em laboratorio



DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA
Laboratério de Analise Instrumental

HPLC Shimadzu
LC-20AD/Prominence

Sample ID

Injection Volume

Method Filename

: 5P_novamed_3

;10 uL

Sample Information

2 (acn_rec)_5P_99acn_0,7mImin_270nm.lcm

7.734

8.582

~1Det.B Chl

Date Acquired : 31/08/2020 19:20:42
Chromatogram
5P_novamed_3 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22_5 2015\31082020\5P_novamed_3.lcd
V1000 =
750
500+
250+
: £E & § 2 8 3 22 3
0 - N o < <<t N G N
L T T T
0.0 25 5.0 7.5
1 Det.B Chl/270nm
PeakTable
Detector B Ch1 270nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 1.276 1037 100 0.010 0.010
2 1.657 35135 2663 0.339 0.271
3 2.156 4955 367 0.048 0.037
4 2.901 46463 5067 0.448 0.515
5 4.013 56509 6451 0.545 0.656
6 4.458 8483 1999 0.082 0.203
7 4.601 39059 2320 0.376 0.236
8 5.168 7099 698 0.068 0.071
9 5.856 9898501 950885 95.393 96.738
10 6.654 47202 3553 0.455 0.361
11 6.805 14309 1949 0.138 0.198
12 7.091 17660 1723 0.170 0.175

10.0
min



Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
13 7.734 198881 5070 1.917 0.516
14 8.582 1201 103 0.012 0.010
Total 10376496 982947 100.000 100.000




DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA

HPLC Shimadzu
LC-20AD/Prominence

Sample ID

Injection Volume

Method Filename

Laboratério de Analise Instrumental

:5P_mrtlab_3

;10 uL

Sample Information

2 (acn_rec)_5P_99acn_0,7mImin_270nm.lcm

Date Acquired : 31/08/2020 18:49:20
Chromatogram
5P_mrtlab_3 C:\LabSolutions\Data\Alexandre_22 5 2015\31082020\5P_mrtlab_3.lcd
mV
1000~ g
750+
500+
250
0 - — o~ ™ fg_g ~ ~ [oe] o \
| ~1Det.B Chl
T T
0.0 25 5.0 7.5 10.0
min
1 Det.B Chl/270nm
PeakTable
Detector B Ch1 270nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 1.024 35329 2843 0.320 0.255
2 1.696 12696 1054 0.115 0.095
3 2.444 40129 5083 0.363 0.457
4 3.335 24682 2275 0.223 0.204
5 3.792 9838 766 0.089 0.069
6 4,014 57132 6779 0.517 0.609
7 4,148 14616 2456 0.132 0.221
8 4.327 41773 5517 0.378 0.495
9 4.463 20022 3881 0.181 0.349
10 4.753 147143 7453 1.331 0.669
11 5.281 74060 6486 0.670 0.583
12 5.853 9964003 1030322 90.153 92.530




Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
13 6.416 74614 4955 0.675 0.445
14 6.657 64007 6932 0.579 0.623
15 6.810 133809 12199 1.211 1.096
16 7.114 95082 5424 0.860 0.487
17 7.771 198587 5290 1.797 0.475
18 8.875 40495 3468 0.366 0.311
19 9.587 4350 316 0.039 0.028
Total 11052367 1113497 100.000 100.000
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Anexo 8 - Comprovacao da identidade do produto intermediério 3P em sintese one-pot por

HPLC-MS
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Anexo 9 - Comprovacao da identidade do produto intermediario 1L por HPLC-MS
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Anexo 10 - Comprovagdo da identidade do produto intermediério 2L por HPLC-MS
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Anexo 11 - Comprovagdo da identidade do produto intermediério 3L por HPLC-MS
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Anexo 12 - Comprovagdo da identidade do produto intermediario 4L por HPLC-MS
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Anexo 13 - Comprovacdo da identidade do produto Lobeglitazona por HPLC-MS
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Anexo 14 — Patente Processo para a sintese de Pioglitazona (BR 10 2021 006604 0)

Sequéncia:

1 — Documento de deposito da patente “Processo para a sintese de Pioglitazona” (BR 10 2021
006604 0)
2 — Revista Propriedade Intelectual, n® 2631, 08 de Junho de 2021 (pagina separada)



INSTITUTO 870210031650
Vv NACIONAL 06/04/2021 9.5
A DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL

29409161928556310

Pedido nacional de Invencdo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicao de Invencao e entrada na fase nacional do PCT

Ndamero do Processo: BR 10 2021 006604 0

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - USP
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 63025530000104
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagdo Juridica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa
Endereco: Rua da Reitoria, 374 - Butanta
Cidade: S&o Paulo
Estado: SP
CEP: 05508220
Pais: Brasil
Telefone: (11) 3091.4474
Fax:

Email: pidireto@usp.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 06/04/2021 as
ELETRONICO 19:03, Peti¢do 870210031650
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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencao (PI)

Titulo da Inveng&o ou Modelo de PROCESSO PARA SINTESE DE PIOGLITAZONA
Utilidade (54):

Resumo: A presente invencao refere-se a um processo para a sintese de
pioglitazona com reducdo de uma etapa da rota de sintese
convencional, através da formacéo do composto 4-[2-(5-etil-2-
piridil)etoxilbenzaldeido (3) mediante o uso do p-fluorbenzaldeido, e
formacao do outro composto 5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-
iletoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona (5) mediante utiliza¢éo de
microrreatores operando em fluxo continuo.

Figura a publicar: 2

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 06/04/2021 as
ELETRONICO 19:03, Peti¢do 870210031650
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 2

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 2

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificacao Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

MAURI SERGIO ALVES PALMA
02722679884

Brasileira

Engenheiro, arquiteto e afins
RUA CORINTO, 543 - Apto. 52 A
SAO PAULO

SP

05586-060

BRASIL

(11) 309 11580

pidireto@usp.br

RENAN RODRIGUES DE OLIVEIRA SILVA
34403978827

Brasileira

Estudante de Pos Graduacao

RUA TEODORO SAMPAIO, 1355 - Apto. 92
SAO PAULO

SP

05405-100

BRASIL

(11) 309 11580

pidireto@usp.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 06/04/2021 as
ELETRONICO 19:03, Peti¢do 870210031650
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Documentos anexados

Tipo Anexo Nome
Comprovante de pagamento de GRU 200 GRU 33 Deposito Pioglitazona.pdf
Esclarecimento Esclarecimento Representante.pdf
Autorizacdes Autorizagdes pioglitazona.pdf
Relat6rio Descritivo Relatério Descritivo - Pioglitazona.pdf
Reivindicacéo Reivindicacao - Pioglitazona.pdf
Desenho FIGURAS.pdf
Resumo RESUMO.pdf

Acesso ao Patrimdnio Genético

Declaracdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengéo
nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou ndo se aplica.

Declaragéo de veracidade

E[Declaro, sob as penas da lei, que todas as informac¢des acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 06/04/2021 as
ELETRONICO 19:03, Peti¢do 870210031650
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ESCLARECIMENTOS

A Agéncia USP de Inovagdo é o Nucleo de Inovagéo
Tecnolégica da Universidade de S&o Paulo, responsavel pela
gestdo das propriedades intelectuais geradas por seus
pesquisadores, conforme definido na Resolugdo 5175, de 18 de
fevereira de 2005 e Resolugdo 7035 de 17 de dezembro de 2014.

Como a gestéio é feita pela equipe interna de funcionarios da
prépria Universidade, nos atos junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial - INPI é apresentado o documento assinado
pelo Magnifico Reitor que da poderes a Sra. Maria Aparecida de
Souza, funcionaria da Instituigdo, sob numero institucional RUSP
3081942, que atua como chefe técnica de propriedade intelectual
da Agéncia USP de Inovagdo, para realizar os procedimentos
necessarios a protegao junto ao INPI.

Assim, para executar as agdes necessarias a protegéo junto
ao INPI, conforme requisitos e procedimentos definidos pela
legislagdo de propriedade industrial, possuimos /ogin e senha que
nos permitem representar e gerenciar os ativos de propriedade
intelectual da Instituigdo.

S&o Paulo, 01 de novembro de 2017,

-

ﬁ?}_ﬂ_‘,
MARIA APARECIDA DE SOUZA

AP1 1833
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PROCURAGAO

A UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - USP, autarquia estadual de regime especial,

GABlN;TE
Do criada pelo Decreto Estadual n® 6.283, de 25 de janeiro de 1934, modificado pelo

FETOR  Decreto-Lei n° 13.855, de 29 de fevereiro de 1944, regida por seu Estatuto baixado

através da Resolugfo n® 3.461, de 07 de outubro de 1988, com sede a Rua da Reitoria,
374 — Cidade Universitiria “Armando de Salles Oliveira”, Butantd, Sio Paulo/SP,
CEP 05508-220, inscrita no CNPJ/MF sob o n® 63.025.530/0001-04, neste ato
representada por seu Reitor, Prof. Dr. VAHAN AGOPYAN, brasileiro, casado,
portador do RG n° 4.810.600-8 SSP/SP e inscrito no CPF/MF sob o n° 839.536.208-
00, domiciliado em S&o Paulo, com enderego funcional & Rua da Reitoria, 374 —
Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”, Butanti, S@o Paulo/SP, CEP
05508-220, pelo presente instrumento e na melhor forma de direito, nomeia e constitui
seus bastantes Procuradores LUIS GUSTAVO GOMES PRIMOS, brasileiro, solteiro,
advogado, portador do RG n° 15.619.942-7 e inscrito no CPF/MF sob o n°
088.524.078-20 ¢ na OAB/SP sob o n° 126.061, domiciliado nesta Capital, com
enderego funcional na Rua da Reitoria, 374 — 2° andar — Cidade Universitaria
“Armando de Salles Oliveira”, Butantd, S3o Paulo/SP, CEP 05508-220; ¢ MARIA
APARECIDA DE SOUZA, brasileira, solteira, agente de inovagfo, portadora do RG
n® 20.436.777 SSP/SP, inscrita no CPF/MF sob o n® 121.846.178-06 e API n°® 1833,
domiciliada nesta Capital, com endereco funcional na Avenida Torres de Oliveira, 76,
Jaguaré, S3o0 Paulo/SP, CEP 05347-902, a quem confere os mais amplos poderes de
representagdo perante o Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI, o Registro
Nacional de Cultivares — RNC e o Servigo Nacional de Protegdo de Cultivares —
SNPC, podendo, em nome da mandante, praticar todos os atos que se fizerem
necessarios ao registro de marcas, patentes, protegdo e registro de cultivares,
cumprimento de exigéncias, averbagdes de contratos de licenciamento ou transferéncia
de tecnologia, oferecimento de oposigdes, recursos, cancelamentos ou revisbes
administrativas, bem como sua contestagfo, pedidos de caducidade, pagamento de
anuidade, retirada de certificados, requerimento de prorrogagdo, alteragio de sede,
denominagdo ou titular, requerer buscas, desarquivamento, vistas de processos,
promover o registro de direitos autorais, e de programas de computador, nas
repartigdes competentes, autorizar a copia de documentagiio técnica de programa de
computador, podendo ainda desistir de pedidos, bem como praticar todo e qualquer
outro ato que se faga necessario ao bom e fiel cumprimento desta procuragfio, podendo
ainda agir em separado, independentemente da ordem de nomeagfo, ficando
ratificados os atos eventualmente j& praticados.

S#o Paulo, 20 de fevereiro de 2018.

=

Rua da Reitoria, 371 - Cidade Universitaria — 05508-220 — Sdo Paulo — SP - Brasil
Tel: (55-11) 3091-3500/ 3091-3501
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Claudelino da Slva Moreira
Escrevente Autorizade
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AUTORIZAGCAO DO INVENTOR

Eu, MAURI SERGIO ALVES PALMA, brasileiro, casado, engenheiro quimico,
portador do RG: 117783122, CPF n° 02722679884, residente e domiciliado a RUA
CORINTO 543, Ap. 52 A, SAO PAULO- SP, CEP 05586-060, abaixo assinado, na
qualidade de inventor e de conformidade com a Lei da Propriedade Industrial N°
9279 de 14.0596 e Resolugdo-USP N° 7035 de 17.12.2014, autorizo a
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - USP, inscrita no CNPJ sob n° 63.025.530/0001-
04, a depositar, como titular, o pedido de patente de invencio sob o titulo
“PROCESSO PARA SINTESE DE PIOGLITAZONA" e representar-me perante o
Instituto Nacional da Propriedade Industrial - INPI, para assinar peticbes, guias e

demais documentos referentes ao pedido supra mencionado.

SsoPaulo, 722 de Mavco de 2021.

MAURI SERGIO ALVES PALMA
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AUTORIZACAO DO INVENTOR

Eu, RENAN RODRIGUES DE OLIVEIRA SILVA, brasileiro, solteiro, estudante,
portador do RG: 46.716.151-3, CPF n° 344.039.788-27, residente e domiciliado a
RUA TEODORO SAMPAIO, 1355, AP 92, SAO PAULO- SP, CEP 05405100, abaixo
assinado, na qualidade de inventor e de conformidade com a Lei da Propriedade
Industrial N° 9.279 de 14.05.96 e Resolucdo-USP N° 7035 de 17.12.2014, autorizo a
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - USP, inscrita no CNPJ sob n° 63.025.530/0001-
04, a depositar, como titular, o pedido de patente de invencdo sob o titulo
“PROCESSO PARA SINTESE DE PIOGLITAZONA” e representar-me perante o
Instituto Nacional da Propriedade Industrial - INPI, para assinar peticdes, guias e

demais documentos referentes ao pedido supra mencionado.

S&o Paulo, 7 7. de //@ﬁ g8 de 2021.

/ZM / ole @ S

RENAN RODRIGUES DE OLIVEIRA SILVA
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PROCESSO PARA SINTESE DE PIOGLITAZONA

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente 1invencdo se 1insere no campo da
Quimica Orgénica, mais precisamente na &rea da Sintese
Orgédnica, e descreve um novo processo para a sintese da
pioglitazona (5-(4-(2-(b-etilpiridin-2-il)etoxi)benzil)
tiazolidina-2,4-iona), sem a necessidade da formacdo de um
produto intermedidrio, mediante a utilizacdo de uma base
forte seguida de uma substituicdo nucleofilica e a utilizacéo
de microrreatores na sintese de um dos produtos
intermediédrios.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

PIOGLITAZONA

[002] A pioglitazona, farmaco da classe das
glitazonas, é um agente hipoglicémico de uso oral utilizado
no tratamento do diabetes mellitus tipo 2 como monoterapia,
ou em combinacdo com metformina, sulfonilureia e/ou
insulina. Foi aprovado pelo FDA em 1999 e Dbasicamente
funciona controlando o nivel de aclcar no sangue, ajudando
0 organismo a utilizar, de forma mais eficiente, a insulina
produzida pelo organismo (FERWANA et al., 2013; EMS S/A,
2015) . No Brasil, o farmaco é vendido com os nomes comerciais
Actos®, Aglitil® e Piotaz®, e o genérico cloridrato de
pioglitazona, em comprimidos de 15, 30 e 45 mg (MINISTERIO
DA SAUDE, 2012). Embora seu uso seja no tratamento do
diabetes, existem estudos que indicam que o farmaco também
possui efeitos anticancerigeno, antiartritico,
antimicrobiano, antifingico, atividade anti-inflamatéria,
anticonvulsivante e antioxidante e existem pesquisas que

mostram a melhora no funcionamento da membéria quando
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administrado apds evento de traumatismo craniano (KUMAR et
al., 2006; MCGUIRE et al., 2019).

[003] A mais recente rota de sintese do farmaco
pioglitazona foi patenteada por Anumula et al., (2009) e é
apresentada abaixo:

Trietilami H;C o OMs
ch = OH O\\ 0 rietuamima 3 |
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2 3
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[004] Esta rota sintética é iniciada com o reagente
2-(5-etilpiridin)-2-il)etan-1-0l1 (1). O grupo OH n&o ¢é um
bom grupo de saida e precisa ser preparado para tal acéo.
Para isso utiliza-se o cloreto de metanosulfonila (MsCl) (2)
na presenca de uma base (geralmente trietilamina) (CLAYDEN
et al., 2012). Encontra-se na literatura dois mecanismos
distintos na conversdo de 4lcool para um mesilato. O
mecanismo desta reacdo proposto por Clayden et al., (2012)
ocorre a partir da eliminacdo do HC1 do cloreto de
metanossulfonila a partir da acdo da base, gerando um

sulfeno. O sulfeno é altamente eletrofilico no &atomo de
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enxofre e reage com o grupo OH, formando o composto de
interesse; entretanto Solomons; Fryhle (2009) descrevem o
mecanismo com o ataque do atomo de oxigénio do reagente no
enxofre do grupo MsCl, formando um grupo intermedidrio, que
tem seu atomo de cloro extraido pela acdo da base e leva a
formacdo do produto de interesse e a estabilizacdo do HCI

pela base. Ambos os mecanismos A e B sdo apresentados abaixo:

A Sulfeno H\ )H
H O o9 u © ¥ ©C o
EtN:  HAC-S—cl —= H-C§701 —=  czf H. &
o i 0 i & = HyC = Y07
Trietilamina 0] o o] | P ®
. N
2 +
H.C = OH
ETsN + HCI ’ /\EﬁJ\V)
¥ l
H4C
1 5=0
H,C =3 o
N /\(b O
N
3
B 2
I¥ar
170 HsC. ©
H;C 28 H,C 9? T
N . cl H 520 H;C | = 0370
H;C OH .| HiC =y [0 H
| - ’ | & e P N7 bl
N N Et3N
CH,

(O

B

H,C = 0% ®
| Et;NH

N

3

[005] Apds a formacdo do produto intermedidrio 2-(5-
etilpiridin-2-il)etilmetanosulfonato (3), o aldeido
aromatico p-hidroxibenzaldeido (4), reage com (3) através de
uma substituicdo nucleofilica, SN2, conforme mecanismo
apresentado abaixo (CLAYDEN et al., 2012). O primeiro passo
é a acdo de uma base desprotonando o grupo OH presente no
aldeido aromédtico, aumentando a nucleofilicidade do &tomo de
oxigénio. Em seguida, ocorre a substituicdo nucleofilica de

segunda ordem a partir do ataque do oxigénio com carga
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negativa no intermediédrio (3), formando um estado de
transicdo e finalizando com a saida do grupo "Ms" e formacédo
do produto intermediario 4-(2-(5-etilpiridin-2-

il)etoxi)benzaldeido (5).
OscH 'IOS‘CIH €6 m
g - C
3 I
@
[> +HB
.
< (0
4 H“\ > o)
B

3@

CHj
0=8=0

|
-
OHC—<C:3}—OC%Rd; N
3

H;C ] = /@,CHO
.\J/ o)

[006] O pentltimo passo é a condensacao de
Knoevenagel entre o aldeido aromatico em (5) e a molécula da
tiazolidina-2,4-diona (TZD) (6). Ndo h& um consenso sobre o
mecanismo da condensacdo de Knoevenagel (LI et al., 2015).
Sugere-se que a primeira etapa é a ativacdo do metileno da
posicdo 5 do anel da TZD a partir da subtracdo do préton por
acdo da base (no caso pirrolidina), formando um carbdnion
enolato, conforme o© mecanismo apresentado abaixo. Em
seguida, ocorre o ataque nucleofilico do carbénio ao aldeido,
formando um aduto. O prdéton sequestrado pela base é retirado
pelo oxigénio, formando um grupo OH e finalmente ocorre uma

B-eliminacdo, eliminando uma molécula de agua e formando o
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produto de interesse (Z)-5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-
il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona (7) (SILVA et
al., 2019).

o, I |
L O
HE)L/‘ o) ;»1 / —_

H
o &
Hj: >:()
g S

6

- 0
HN —
N/ . HN _
0
N 0
( — —
HN \ HN™ == m/<t>—\
o ;

[007] O Gltimo passo, a hidrogenacdo da ligacédo dupla
entre o anel da TZD e o anel aromédtico, é indicada pela rota
patenteada por (ANUMULA et al., 2009) conforme apresentado
acima. Neste sistema proposto, a hidrogenacdo é conduzida
com nitrato de cobalto (II) hexahidratado em solugdo aquosa
de NaOH, com dimetilglioxima para estabilizacdo do ion Co?*
por coordenacdo. O ion atua como catalisador da hidrogenacéo,
transferindo o hidrogénio gerado pelo NaBH:s para o reagente
(7), formando o farmaco pioglitazona.

[008] Outra maneira de realizar a hidrogenacdo da
ligacdo dupla é através do catalisador palddio sobre carbono
(Pd/C), no caso, é a maneira mals relatada na literatura
(SOLOMONS; FRYHLE, 2009; VOLLHARDT; SCHORE, 2009) . A
hidrogenacdo de alceno formando alcanos ndo é possivel mesmo
em elevadas temperaturas, por exemplo, eteno e gas hidrogénio
podem permanecer sob aquecimento de 200°C sem que nenhuma

reagdo ocorra. Entretanto, ao utilizar um catalisador, a
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hidrogenagdo ocorre mesmo em temperatura ambiente. No caso,
o catalisador normalmente é um material insoltvel, tal como
os metais paladio, platina e niquel (VOLLHARDT; SCHORE,
2009). Neste sistema, o metal adsorve guimicamente o
hidrogénio atdémico em sua superficie, que reage com o alceno
e o0s entrega ao carbono, formando um alcano. O mecanismo
desta hidrogenacdo catalitica ¢é apresentado abaixo. Os
solventes usados em hidrogenacgdes incluem metanol, etanol,

dcido acético, &acido férmico e acetato de etila.

Atomos de hidrogénio

acoplado a superficie do H, H
metal grC=C-qg
HH . HH
H-H | | H,C=CH, ‘ |
Superficie -H-H - H,C=CH,
do
catalisador

Produto alcano ¢ solto da superficie ] . .
Segundo hidrogénio

I;I H H o ¢ transferido
Hbc_caH 16‘ I
H H g ~c-H

ESTADO DA TECNICA

[009] Alguns documentos do estado da técnica Jja
propdem a sintese da pioglitazona, por exemplo:

[010] O documento WO02005058827 trata da sintese do
produto 5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-
il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona, a partir da
reacdo do 4-[2-(5-etil-2- piridil)etoxi]benzaldeido com um
adcido (HC1l, CF3COOH, C4H404, (COOH)2, uma base e o reagente
tiazolidina-2,4-diona. Segundo o autor do documento, a
formacdo do 4-[2-(5-etil-2- piridil)etoxi]benzaldeido ndo é
objeto de estudo do mesmo, pois ndo é aplicavel para

processos de aumento de escala. Os autores citam a formacédo
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deste mesmo intermedidrio conforme o procedimento descrito
abaixo, procedimento este que foi alterado na presente
invencé&o.

[011] ©Neste caso, o documento em questdo ndo trata a
respeito das inovacgdes sugeridas na presente invencdo, que
consta das etapas de inovacdo (A): sintese do produto (3) a
partir da reacdo do 2-(5-etil-2-piridil)etanol com o p-
fluorbenzaldeido na presenca de uma base adequada, (B): a
presente invencdo também aborda a inovacdo do wuso do
microrreatores em fluxo continuo na sintese do produto
intermedidrio 5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-
il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona.

[012] ©No documento US2009118514, é possivel observar
a sintese da pioglitazona a partir do reagente 5-etil-2-
metilpiridina, porém, ndo é retratada a sintese de 4-[2-(5-
etil-2- piridil)etoxilbenzaldeido a partir da reacgdo do 2-
(5-etil-2-piridil)etanol com o) p-fluorbenzaldeido na
presenca de uma base adequada. Esta inovacdo sugerida na
presente invencdo reduz uma etapa da sintese proposta no
referido documento. Além disso, a presente invencdo também
relata o uso de microrreatores em fluxo continuo na sintese
do produto intermediéario 5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-
il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona.

[013] O documento US8993773 apresenta uma rota de
sintese do féarmaco pioglitazona diferente da sugerida na
presente invencdo. Além disso, tal documento também
apresenta novos e diferentes substituintes da piridina
presente na estrutura do farmaco. O uso da base KOH neste
documento é diferente do uso sugerido na presente invencéo.

No referido documento ha duas reacdes em que se utilizam a
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base KOH ou qualgquer outra base inorgdnica adequada, (1) a
sintese do produto intermediario 4-[2-(5-etil-2-
piridil)etoxi]lbenzaldeido a partir da desprotonacdo do p-
hidroxibenzaldeido (procedimento semelhante ao reportado no
documento US2009118514, presente na Figura 4); (2) formacéo
do produto b-etil-2-oxiranila-piridina, a partir do uso de
bases inorgénicas (tais como o KOH) na desprotonacdo do
composto 2-bromo-1-(5-etil-piridin-2-il)-etanol. Esta
reacdo esta descrita na Figura 5 e ndo é apresentada na
presente invencdo. Portanto, tendo em vista que o uso da
base inorgdnica KOH ndo ¢é na reacdo indicada e a rota de
sintese do féarmaco pioglitazona ndo é a mesma sugerida na
presente invencdo, tal documento ndo é relevante a inovacéo
da presente invencéao.

[014] O documento US4687777 refere-se a um método
para preparacdo da pioglitazona e hombélogos a partir da
reacéo entre 2-(5-etil-2-piridil)etanol e 4 -
fluornitrobenzeno na presenca de hidreto de sédio e solvente
DMF, formando o produto intermedidrio 4-[2-(5-etil-2-
piridil)etoxi]nitrobenzeno. Em seguida, foi usado o Pd/C
para reduzir o produto intermedidrio anterior e, em seguida,
reagir com &cido bromidrico, acrilato de metila, nitrato de
s6édio e 6xido de cobre, formando o produto intermedidrio 2-
bromo-3-{4-[2- (5-etil-2piridil)etoxi] fenil}propionato. Este
produto foi adicionado a uma mistura de tioureia e acetato
de sdédio, formando o produto intermedidrio 5-{4-[2-(5-etil-
2-piridil)etoxi]lbenzil}-2-imino-4-tiazolidinona. Para
finalizar, e} produto intermediario 5-{4-[2-(5-etil-2-
piridil)etoxi]lbenzil}-2-imino-4-tiazolidinona foi

adicionado a uma solucdo de HC1l, formando o produto 5-{4-[2-
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(5-etil-2piridil)etoxi]lbenzil}-2,4-tiazolidinadiona.

[015] O documento US4812570 refere-se a um método
para preparar a pioglitazona a partir da reacdo do 2-(5-
etil-2-piridil)etanol com o cloreto de p-toluenossulfonila,
na presenca da base hidréxido de sédio e diclorometano como
solvente. Nesta solucdo foi adicionado phidroxibenzaldeido
e mais hidréxido de sbédio para formar o produto intermedidrio
4-[2-(5-etil-2-piridil)etoxilbenzaldeido. 0 aldeido
resultante foi reagido com tiazolidina-2,4-diona na presenca
de piperidina e etanol para formar o produto intermedidrio
5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-
2,4-diona. O produto resultante foi reduzido com Pd/C em
1,4-dioxano para formar a pioglitazona.

[016] O documento US5554758 refere-se a um método
para preparacdo da pioglitazona por sintese de Williansom
para formacdo do éter de benzaldeido. Em seguida, reagiu o
4-[2-(5-etil-2-piridil)etoxi]lbenzaldeido com tiazolidina-
2,4-diona na presenca de piperidina e solvente etanol. Do
produto intermediéario 5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-
il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona foi feita uma
reducdo com o uso de Pd/C em 1,4-dioxano para formar a
pioglitazona.

[017] O documento US20090118514 diz respeito a um
processo para preparar a Pioglitazona e sais de cloridrato
de pioglitazona a partir da reacdo do 5-etil-2-metilpiridina
e p-formaldeido formando o produto intermedidrio 2-(5-etil-
2-piridil)etanol. Este produto intermedidrio foi reagido com
cloreto de metanossulfonila e base orgédnica para formar o
produto intermediéario (5-etil-piridin-2-il)-etoxi

metanosulfonato. Em seguida, o (5-etil-piridin-2-il)-etoxi
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metanosulfonato foi reagido com p-hidroxibenzaldeido e base
inorgénica para formacdo do intermedidrio 4-[2-(5-etil-2-
piridil)etoxi]benzaldeido, seguida pela reacgdo deste
intermedidrio com tiazolidina-2,4-diona na presenca da base
piperidina e solvente etanol para formar o 5-(4-(2-(5-
etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona. A
reducdo foi realizada utilizando-se do borohidreto de sdédio,
ion de cobalto e a mistura de solventes metanol, solucdo de
4% de hidréxido de sbébdio em 4&gua, dimetilglioxima e
dimetilformamida, e a formacdo do sal de pioglitazona foi
feita com HCl e um solvente adequado.

[018] Como pode ser observado, os métodos citados
possuem muitas etapas reacionais e, consequentemente, a
formacdo de muitos subprodutos e muitas etapas de
purificagdes de produtos intermediarios, gerando muitos
residuos.

[019] A rota sintética proposta na presente invencéo
abrange uma nova abordagem da sintese do farmaco
pioglitazona, reduzindo o uso do reagente cloreto de
metanossulfonila que é conhecidamente perigoso por conta de
sua toxicidade, a consequente reducdo de uma etapa de
sintese, abolindo o uso deste reagente perigoso na formacédo
do produto intermediario 4-[2-(5-etil-2-
piridil)etoxi]benzaldeido, além do uso de microrreatores em
fluxo continuo na sintese do produto intermediadrio 5-(4-(2-
(5-etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona
gue provou-se uma abordagem para redug¢do do tempo reacional,
mantendo o rendimento da reacéo.

SUMARIO DA INVENCAO

[020] A presente invencdo tem por objetivo propor um
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processo para a sintese de pioglitazona com reducdo de uma
etapa da rota de sintese convencional, mediante a formacéo
do composto intermediario 4-[2-(5-etil-2-

piridil)etoxi]lbenzaldeido (3) mediante o uso do com o uso do

p-fluorbenzaldeido, e formacao do outro composto
intermediédrio 5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-
il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona (5) mediante

utilizacdo de microrreatores operando em fluxo continuo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[021] Para obter-se uma completa visualizacdo do
objetivo desta invencdo, sdo apresentadas as figuras as quais
se fazem referéncias, conforme segue.

[022] A Figura 1 apresenta graficamente a relacdo de
rendimento x &reas obtidos por HPLC-MS no estudo de bases e
solventes na formacdo do produto intermedidrio (7) no
processo batelada (Ci = 0, 200 M; Cs = 0,200 M; Cpase = 0,400
M; Ctotair = 0,800 M; neq base = 2,00; N =254 nm; t =2 h ). C
= concentragdo molar; neq base = numero de equivalentes da
base. t = tempo reacional;

[023] A Figura 2 apresenta graficamente o rendimento
final do produto intermedidrio (7) no processo batelada,
apés 2h de reacdo (Ci1 = 0, 200 M; Cg = 0,200 M; Cpase = 0,200

M; Ctota1 = 0,600 M; solvente: DMF; neq base = 2,00, t = 2h).

C = concentracgdo molar; neq base = numero de equivalentes da
base; t = tempo reacional;

[024] A Figura 3 apresenta graficamente os
rendimentos do produto intermediario (7) no processo

batelada obtido a partir do planejamento multivariado (Ci =
0, 200 M; Cg = 0,200 M; Cpase = 0,200 M; Ctotar = 0,600 M;

Solvente: DMF t = 2h). C = concentracdo molar; neq base =
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numero de equivalentes da base; t = tempo reacional;

[025] A Figura 4 apresenta graficamente a converséo
do reagente (3) e rendimento do produto intermediario (7) no
processo batelada (Cs = 0,030 M; Cs = 0,030 M; Cpirrolidina

0,024 M; Ctota1 = 0,084 M; solvente: etanol; neq base = 0,80;

t = 5 h). C = concentracdo molar; negq base = numero de
equivalentes da base; t = tempo reacional;

[026] A Figura 5 apresenta graficamente 0s
rendimentos do produto intermediario (7) no processo

batelada obtido a partir do planejamento fatorial 32 (Cs =
0,030 M; Ce¢ = 0,030 M; £t = 3 h). C = concentracdo molar; neq
base = numero de equivalentes da base; t = tempo reacional;

[027] A Figura 6 apresenta graficamente o rendimento
final do produto intermediario (7) no processo batelada nos
solventes metanol, etanol e n-propanol (Cs = 0,030 M; Ce =
0,030 M; Cpirrolidina = 0,024 M; Ctotar = 0,084 M; neq base = 0,80;
t =3 h, T =65°C). C = concentracdo molar; neq base = numero
de equivalentes da Dbase; t = tempo reacional; T =
temperatura;

[028] A Figura 7A apresenta graficamente a conversao
do reagente (5) no microrreator capilar em fungdo de 1 e T;
enquanto a Figura 7B apresenta graficamente o rendimento do
produto intermedidrio (7) no microrreator capilar em funcéo

de 1t e T (Cs = 0,030 M; Cs = 0,030 M; Cpirrolidgina = 0,024 M;

Ctota1 = 0,084 M; neq base = 0,80; solvente: etanol). C =
concentracdo molar, neg = numero de equivalente, T =
temperatura 1 = tempo médio de residéncia no microrreator;

[029] A Figura 8 apresenta graficamente a comparacéo
do rendimento do produto intermedidrio (7) nos processos de

batelada e fluxo continuo em microrreator capilar (Cs= 0,030
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M; Cs = 0,030 M; Cpirrolidina = 0,024 M; Ctotar1 = 0,084 M; neq base
= 0,80; solvente: etanol). C = concentracdo molar, neq =
numero de equivalente .MR = microrreator; * rendimento em t

= 20 min; ** rendimento em 1T = 20 min *** rendimento em T

16 min; ***rendimento em 1t = 120 min;

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[030] A presente invencdo refere-se a um processo
para a sintese de pioglitazona, sem a necessidade da formacéo
de um produto intermedidrio, mediante a utilizacdo de uma
base forte seguida de uma substituicdo nucleofilica. Mais

especificamente, conforme pode ser observado nas reacgdes

abaixo:
: o)
CHO KOH |
H,C = OoH -+
| ————— HC =
W F DMF |
N o
1 8
5

o] 0
H
! 0O N Pirrolidina
HiC /\m\/\ + \]t >:O N » HiC /\@/\ = NH
S S
N ~ o Etanol :\./ 0 &0
5 6 7

Pd/
H

o C 7
N o 3 _§0 Acido formico N7 0 S_ﬁ)
7 9

[031] O referido processo compreende as seguintes
etapas:

(a) Reacdo do composto 2-(5-etil-2-piridil)etanol (1) na
presenca da base adequada e p-fluorbenzaldeido (8)
para formar o composto 4-[2-(5-etil-2-
piridil)etoxi]lbenzaldeido (5);

(b) Reacdo de (5) com tiazolidina-2,4-diona (0) na
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presenca de base adequada para formar o composto 5-(4-
(2-(5-etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-
2,4-diona (7);

(c) Reducdo de (7) com palddio sobre carbono gerando a
pioglitazona (9).

EXEMPLO DA INVENCAO

[032] A etapa (a) é representada pela reacdo (I):
]
H;C = OH KOH . S
N F DMF N (s}
8
1 5

[033] O composto (1) (302,4 mg, 2,00 mmol, 1,00 eq.,)
foi diluido em 10 mL de dimetilformamida (DMF) (99,8%). Em
seguida, adicionou-se hidréxido de potéssio (260 mg, 4,00
mmol, 2,00 eq.) e manteve-se a solugdo reacional sob agitacéo
por 30 min. p-fluorbenzaldeido (8) (230,6 uL, 2,00 mmol,
1,00 eqg.) foi adicionado ao meio reacional e manteve-se a
reacdo por 3h sob atmosfera de Nz. Todo o procedimento foi
realizado a temperatura ambiente. Apds o término da reacéo,
a mistura reacional foi transferida para um funil de
separacdo e foram colocados 10 mL de &gua destilada gelada,
seguida por extracdo com acetato de etila (2 x 20 mL). A
fase organica foi lavada com salmoura (2 x 20 mL), e seca
com sulfato de sbédio, seguida por rotaevaporacdo. O produto
(5) foi purificado por cromatografia em coluna
(hexano/acetato de etila 1:1; Rf = 0,51). Ao final desta
etapa, obteve o produto (5) com rendimento de 51%.

[034] Outras bases orgdnicas e solventes foram
testados para esta sintese, buscando a melhor composicdo
para se atingir o maior rendimento no menor tempo de reacgdo.

Os solventes testados foram: dimetilformamida (DMF) ,
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acetonitrila, dimetilssulféxido, tolueno, 1,4-dioxano,
tetrahidrofurano, metanol, etanol e diclorometano, e, as
bases testadas foram: hidrdéxido de sdédio, hidréxido de
potédssio, hidreto de sédio, carbonato de potéassio, fluoreto
de potédssio, fluoreto de estrdéncio e fluoreto de césio. De
todas as combinacdes possiveis, apenas apresentaram formacdo

de produto ao se utilizar DMF como solvente e hidreto de

o\

sédio (rendimento de 15%), DMF e hidréxido de sdédio
(rendimento de 15%) e DMF e hidréxido de potassio (rendimento
de 51%, conforme mencionado anteriormente).

[035] A etapa (B) é representada pela reacdo (II):

o]
O
| NH Pirrolidina
H;C 3 + H;C = S NH
O e “ SuR
N” 0 S o Etanol N7 0O
5

6 7

[036] O composto (5) (1,00 eg., 0,60 mmol, 153 mg),
tiazolidina-2,4-diona (6) (1,00 egq., 0,60 mmol, 70,27 mg) e
pirrolidina (0, 60 eq., 0,36 mmol, 29,51 ul) foram
solubilizados em 20 mL de etanol (99,8%). A mistura foi
adicionada a um Dbaldo de fundo redondo acoplado a um
condensador de refluxo. A mistura reacional foi levada a
ebulicdo e mantida assim, sob agitacdo constante por 2 h.
Apds o término da reacdo, o meio reacional foi resfriado a
temperatura ambiente e adicionados 10 mL de agua destilada
gelada para precipitacdo do produto bruto. O produto (7) foi
isolado por filtracdo a vacuo e recristalizado com etanol,
obtendo-se um rendimento do mesmo de 45%.

[037] E possivel realizar esta reacdo com outros
solventes, tais como alcodis, solventes polares aprdticos e
éteres, e com outras bases orgdnicas, tais como piperidina,

morfolina e piperazina.
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[038] O uso de microrreatores operando em fluxo é
recomendado para a sintese do produto intermediario (7). O
aumento da temperatura do meio reacional utilizando-se de um
pressurizador (Mdédulo de Controle de Pressdo Marca Syrris,
Inglaterra) para manter o meio em estado liquido leva ao
aumento da conversdo dos reagentes e do rendimento do produto
intermedidrio (7), reduzindo o seu tempo de processo de
sintese. As reagdes podem ser realizadas entre as
temperaturas de 65 a 120°C. Os testes mostraram que, na
temperatura de 120°C o rendimento obtido foi em média 40%,
com o tempo de residéncia de 16 e 20 min; a temperaturas
acima de 120°C, o rendimento do produto decresce.

[039] A etapa (C) é representada pela reacdo (III):

0 1wm
H;C RS =" "NH —— H,C (I1T)
L~ s
N (0] 0 Acido férmico
7
[040] Inicialmente, adicionam-se a um reator
pressurizado para hidrogenacdo, (7) (1,00 eqg., 1,36 mmol,

483,3 mg), palddio sobre carbono (Pd/C) (0,20 eq., 0,272
mmol, 578 mg, 5% em massa) e 25 mL de acido férmico. O meio
reacional foi purgado com hidrogénio para garantir que a
atmosfera interna do reator fosse de Hr e mantido sob
temperatura ambiente e agitacdo constante por 24 h, sob
atmosfera de hidrogénio (aproximadamente 5 atm). Ao final da
reacdo, o meio reacional foi filtrado a vacuo para retirada
do Pd/C e lavado com metanol. O liquido filtrado misturado
com metanol foram rotaevaporados, seguida por reconstituicéo
com 20 mL de solucdo de cloreto de amdbdnio 10% em &gua
destilada. Foi realizada a extracdo com acetato de etila (2x

20 mL). A fase orgédnica foi lavada com salmoura (2x 20 mL)
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e o liquido contendo o produto de interesse foi rotaevaporado
para obtencdo do produto pioglitazona (9).

INOVACAO DA INVENCAO

Sintese do produto 4-[2-(5-etil-2-

piridil)etoxilbenzaldeido (3) no processo batelada

[041] A sintese do produto (5) pode ser realizada a
partir do reagente 2-(5-etil-2-piridil)etanol (1), sem a
necessidade da formacdo do produto intermedidrio 2-(5-
etilpiridin-2-il)etilmetanosulfonato (3), wutilizando uma
base forte para desprotonacdo da hidroxila presente no
reagente (1), seguindo para uma substituicdo nucleofilica
com o reagente p-fluorbenzaldeido (8). A reducdo de etapas
de uma rota de sintese estd de acordo com o conceito de
quimica verde e economia em processos sintéticos.

Estudo de bases e solventes reacionais para a sintese

do produto intermedidrio (5) no processo batelada

[042] Apds a confirmacdo de que é possivel realizar
a sintese do produto intermediario (5) a partir da
desprotonacédo de (1) e substituicdo nucleofilica com o (8),
foi realizado um estudo para buscar bases e solventes que
fornecessem o maior rendimento no menor tempo de reacdo, uma
vez que, ndo foi encontrado até o momento referéncias
especificas para esta reacdo, além de Dbuscar por uma
concentracdo maxima do meio reacional na qual todos os seus
constituintes fossem solUveis. A solubilidade total do meio
é necessiria para a transposicdo da reacdo para O Processo
em fluxo no microrreator capilar, pois a formagcdo e/ou a
presenca de sé6lido no meio reacional podem obstruir e
danificar o microrreator. As formas de evitar a formacdo de

s6lidos no meio reacional podem ser (A) diminuir a
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concentracdo do meio reacional; (B) novos solventes; (C)
novas bases que promovam a reag¢do. Neste estudo foram
testadas as bases NaOH, SrF,, CsF, KF, NaF, K:CO3, NaH, e
KOH, na concentracdo de 0,20 M, e os solventes utilizados
foram o DMF, acetonitrila (ACN), metanol, etanol, tolueno,
DMSO, 1,4-dioxano, THF e diclorometano (DCM). Todas as
reagdes foram realizadas a partir da desprotonacdo do
reagente (1) pela acdo da base por 30 min e, em seguida,
adicionado o reagente (8) e mantida por 2h sob agitacéao
constante. Todas as analises para verificar a formacdo do
produto de interesse foram realizadas em HPLC-MS. Nido foi
calculado o rendimento final de cada reacdo, entretanto, os
resultados a serem apresentados a seguir foram obtidos a
partir da relacdo de areas dos cromatogramas que apresentaram
o produto, no comprimento de onda fixo em 254 nm, conforme
é estabelecido pela farmacopeia brasileira (FARMACOPEIA,
2010). A formacdo de s6lido foi verificada por anélise
visual.

[043] A Tabela 1 apresenta os valores de rendimento
com base na area obtida a partir das andlises em HPLC-MS na
formacdo do produto intermediario (5), onde os valores em
vermelho representam as composicdes de meio reacional dgue
apresentaram sélido disperso, enquanto os valores em verde
representam as composicdes em que o meio reacional foi
solubilizado; enquanto a Figura 1 apresenta os dados
observados na Tabela 1 organizados de forma decrescente de
rendimento.

Tabela 1 - Valores de rendimento area obtidos a partir
de andlise de HPLC-MS no estudo de base e solventes da

sintese do produto intermedidrio (5) no processo batelada
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(Cr = 0, 200 M; Cg = 0,200 M; Cpase = 0,400 M; Ctotax = 0,800
M; neq base = 2,00; A = 254 nm). C = concentragcdo molar; neq

base = numero de equivalentes da base.

DMF ACN DCM Metanol Etanol DMSO Tolueno 1,4-dioxano THF

SrF, - - - - - - - - -

CsF - - - - - - - - -

KF - - - - - - - - -

NaF - - - - - - - - -

K»COs3 - - - - - - - - -

NaH - - - - -

KOH - - - -

[044] Destacam-se na Tabela 1 e na Figura 1 os valores
de rendimento obtidos com a base KOH nos solventes DMF
(25,52%), e a base NaOH nos solventes DMF (17,3%) e DMSO
(11%) . Estes valores indicam que os maiores rendimentos desta
reacdo sdo nestes sistemas de base e solvente. Em relacdo a
formacdo de sélidos, foi observado que ndo houve formacdo de
s6lido no meio reacional apenas no solvente etanol,
entretanto, os valores de rendimento observados neste
solvente foram baixos, sendo 0,67, 0,50 e 0,49% nas bases
NaH, NaOH e KOH, respectivamente, indicando que o rendimento
desta reacdo com as bases NaH, NaOH e KOH em etanol é baixo.

[045] Com estes resultados apresentados, foi
realizada, em duplicata, a sintese do produto intermedidrio
(5) no solvente DMF e bases KOH, NaOH e NaH, com amostragens
do meio reacional ao longo do tempo de reacdo para se
determinar a curva de rendimento do produto. Também foi
realizada a sintese deste produto no solvente etanol e base

KOH para testar a viabilidade da transposicdo para a sintese
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em fluxo continuo, no microrreator capilar, entretanto, néo
foi detectado o produto em estudo nas andlises em HPLC-UV,
possivelmente por conta do baixo rendimento, portanto, estes
resultados ndo serdo apresentados. A Figura 2 apresenta os
resultados de rendimento do produto intermedidrio (5) no
processo batelada, no solvente DMF e bases KOH, NaOH e NaH.
As reacgbes realizadas com a base KOH foram mantidas por 3h
para se determinar qual seria o tempo necessario para se
atingir o maior rendimento e estabilizacdo da curva de
rendimento, até entdo desconhecidos. Apds confirmacdo de que
este tempo seria de 2h, o0s ensaios seguintes, realizados com
as bases NaH e NaOH foram mantidos por 2h. Os resultados
mostram que o maior rendimento do produto é atingido com a
base KOH (51, 9%), enquanto o rendimento atingido com as bases
NaH e NaOH sdo préximos, 15,4 e 17,3%, respectivamente,
confirmando que o maior rendimento do produto seria atingido
usando a base KOH, conforme os resultados observados no
estudo de base e solvente apresentado anteriormente.

Aplicacdo de planejamento multivariado na sintese do

produto intermediario (5) no processo batelada

[046] Apds definido que o melhor solvente e a melhor
base para se promover a reacdo de formacdo do produto
intermedidrio (5) sdo o DMF e KOH, foi aplicado um
planejamento multivariado, considerando trés variéaveis
definidas como as principais para se atingir maiores valores
de rendimento: o tempo de desprotonacdo do reagente (1) por
acdo da base KOH, concentracdo do reagente (8) e da base
KOH. O planejamento multivariado é apresentado nas Tabelas
2 e 3. A Tabela 2 apresenta as varidveis estudadas e seus

niveis, enquanto a Tabela 3 apresenta a relacdo de ensaios
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propostos para este planejamento. Todos os ensaios foram
mantidos por 2 h apds a adicdo do reagente (8). A Figura 3
apresenta o rendimento final de cada ensaio apds as 2 h de
reacdo. Vale ressaltar gque o numero de equivalentes (n°eq.)
estd relacionado a concentracdo, ou seja, 1,00 eg. significa
que este composto foili alimentado estequiometricamente em
relacdo ao reagente limitante, neste caso, o reagente (1).
Tabela 2 - Relacdo das varidvels e seus niveis
aplicados no planejamento multivariado da sintese do produto

intermedidrio (5) no processo batelada

n°eqg. KOH n° eq. (8) Tempo de desprotonacéo

A 1,00 eq. 1,00 eq. 10 min

B 2,00 eqg. 2,00 eqg. 20 min

C - - 30 min

Tabela 3 - Relacdo dos ensaios propostos para o
planejamento multivariado na sintese do produto

intermedidrio (5) no processo batelada

o

Nome do n° eq.
n°® eq. KOH Tempo de desprotonacdo

ensaio (2)
1 A A A
2 A A B
3 A A C
4 A B A
5 A B B
6 A B C
7 B A A
8 B A B
9 B A C
10 B B A
11 B B B
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12 B B C

[047] A Figura 3 mostra que o maior rendimento de (5)
foi obtido com o 2,00 eg. de KOH e (8) e 20 min de tempo de
desprotonacédo, 52,2%. Também é observado que, o0s trés maiores
rendimentos de (5) foram obtidos com 2,00 eqg. de KOH e (8),
independentemente do tempo de desprotonacdo, ou seja, este
estudo indica que, para se atingir maiores rendimentos nesta
reacdo, ¢é necessario dobrar a concentracdo de base e do
reagente (8). Também é possivel observar que os trés menores
rendimentos obtidos foram nos ensaios (4), (6) e (5),
respectivamente, nos quais foram adicionados ao meio
reacional 1,00 eg. de base para 2,00 eg. de (8).

Sintese do produto intermedidrio 5-(4-(2-(5-

etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona

(7)

[048] A reacdo de formacdo do produto intermedidrio
(7) é descrita na literatura (MADIVADA et al., 2009), e
sugere um tempo de reacdo de 13 h, no solvente metanol, e
piperidina como base promotora da reagdo, para se obter
rendimento de 50%. Para a realizacdo desta etapa, foi
utilizada a pirrolidina como a base promotora da reacdo, por
conta da piperidina ter sua comercializacdo proibida no pais.

[049] A sintese do produto intermedidrio (7) ocorre
por condensacdo de Knoevenagel e ja foi amplamente estudada
nos ultimos anos por nosso grupo de pesquisa e gerou duas
publicacdes na revista Chemical Engineering & Technology
(PINHEIRO et al., 2018; SILVA et al., 2019). Por conta disso,
o estudo da reacdo de formacdo do produto intermediario (7)

iniciou-se ja visando sua transposicdo para a sintese em

fluxo continuo, no microrreator capilar, reduzindo a sua
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concentracdo de meio reacional de 1,88 M, visto na literatura
(MADIVADA et al., 2009), para 0,084 M, qgque proporciona a
solubilizacéo total do meio reacional. Os ensaios
preliminares no processo batelada visaram determinar o
método analitico por HPLC-UV do produto (7) e o tempo
necessario para se atingir a estabilizacdo da curva de
rendimento. A Figura 4 mostra que s&o necessarias 2 h para
se atingir a estabilizacdo das curvas de convers&o do
reagente (5) e do rendimento do produto intermedidrio (7),
atingindo o rendimento final de 40, 8%.

Aplicacdo de planejamento fatorial 3?2 e estudo de

solvente na sintese do produto intermedidrio (7) no processo

batelada

[050] O estudo inicial da sintese do produto
intermedidrio (7) foi realizado aplicando um planejamento
fatorial 32, com duas variavels em trés niveils. As varidveils
escolhidas foram definidas com base nos estudos anteriores
j& publicados (PINHEIRO et al., 2018; SILVA et al., 2019),
solventes e concentracdo de base promotora da reacdo. A
Tabela 5 apresenta as varidveis e seus niveis, a Tabela ©
apresenta a relacdo de ensaios realizados; Jja a Figura 5
apresenta o rendimento final do produto intermedidrio (7)
obtido neste estudo apdés 3 h de reacdo, organizado em ordem
decrescente. Vale ressaltar gque, o numero de equivalentes
(n°eqg.) estd relacionado a concentracdo, ou seja, 1,00 eq.
significa que este composto foi alimentado ao reator
estequiometricamente em relacdo ao reagente limitante, neste
caso, O reagente (5).

Tabela 5 - Relacdo das varidveils e seus niveis

aplicados no planejamento fatorial 32 da sintese do produto
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intermedidrio (7) no processo batelada

n® eq. Pirrolidina Solvente
A 0,60 eqg. Metanol
B 0,80 eqg. Etanol
C 1,00 eq. n-Propanol
Tabela 6 - Relacdo dos ensaios propostos para o

planejamento fatorial 32 na sintese do produto intermediério

(7) no processo batelada

Nome do ensaio n® eq. Pirrolidina Solvente
1 A A
2 B A
3 C A
4 A B
5 B B
6 C B
7 A C
8 B C
9 C C

[051] Observa-se na Figura 5 que os quatro maiores
rendimentos atingidos foram préximos, sendo o maior valor
atingido de 44,5% no ensaio (5), com solvente etanol e 0,80
eq. de numero de equivalente de pirrolidina. Importante
destacar gque, o0s ensaios em etanol foram os que atingiram os
maiores rendimentos, indicando que este é o solvente adequado
para se realizar esta reagdo, e as concentracdes de
pirrolidina estudadas ndo s&o determinantes neste solvente,
tendo em vista que o ensaio (4), que foi realizado com 0,60
eqg. de pirrolidina atingiu rendimento final de 42,7%. O
ensaio (8), com solvente n-propanol e 0,80 eg. de pirrolidina

também teve rendimento alto, 43,6%, por conta disso, foi
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determinado que a equivaléncia ideal de pirrolidina para
esta reacdo é de 0,80 eq.

[052] Em seguida, foi realizado o estudo para se
determinar o melhor solvente dentre os trés estudados,
metanol, etanol e n-propanol. Este estudo foi realizado com
0,80 eg. de pirrolidina e, para eliminar o efeito da
temperatura do meio reacional, todos os ensaios foram
realizados a 65°C, pols esta é a temperatura em que os trés
solventes conseguem atingir, sem a necessidade de
pressurizacdo do meio reacional. A Figura 6 apresenta o
resultado de rendimento do produto intermedidrio (7) para
este estudo de solvente reacional. O maior rendimento foi
obtido no solvente etanol, 37%, indicando que este é& o melhor
solvente para se conduzir esta reacgéo.

Sintese do produto intermedidrio (7) em fluxo continuo

em microrreator capilar

[053] Apdés definido no processo batelada a melhor
composicdo de meio reacional, em termos de neq de pirrolidina
e solvente, a reacdo de sintese do produto intermedidrio (7)
foi transposta para o fluxo continuo em microrreator capilar.
Os ensaios foram realizados no solvente etanol e com 0,80
eqg. de pirrolidina, os tempos médios de residéncia (1) 1, 2,
4, 8, 12, 16 e 20 min e as temperaturas (T) de 65, 78, 100,
120, 140 e 160°C. A Figura 7A apresenta a conversdo do
reagente (5) em fluxo continuo no microrreator capilar em
funcdo de 7 e T, enquanto a Figura 7B apresenta o rendimento
do produto intermediario (7) em fluxo continuo no
microrreator capilar em funcdo de 7 e T.

[054] A Figura 7A mostra que a conversdo de (5) cresce

com o aumento da temperatura e do tempo médio de residéncia,
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porém, observa-se que a partir de 140°C a conversdo atinge
0 seu limite, tendo em vista que a curva de conversao
observada a 160°C é semelhante a 140°C. A conversdo méaxima
observada foi de 75% a 140°C e 20 min de tempo médio de
residéncia. Os desvios observados para as temperaturas de 67
e 78°C se deve & imprecisdo experimental. A Figura 7B também
mostra que o rendimento do produto é favorecido com o aumento
da temperatura e do tempo médio de residéncia, até atingir
o seu limite a 120°C. Nas temperaturas de 140 e 160°C nota-
se o decaimento das curvas de rendimento, sugerindo que a
reacdo acima de 120°C ndo é seletiva, ou seja, ou o reagente
(5) estd formando outro produto, ou o produto em estudo pode
estar formando um subproduto nesta reacdo. O maior rendimento
obtido foi de 36,8%, a 120°C e 16 min de tempo médio de
residéncia.

Comparacdo do rendimento do produto intermedidrio (7)

nos processos batelada e em fluxo continuo no microrreator

capilar

[055] ©No processo batelada foi possivel constatar que
o tempo de reacdo sugerido na literatura pode ser reduzido,
polis o rendimento atinge sua estabilidade em 2 h de reacédo
em etanol e pirrolidina como base promotora da reacgdo,
enquanto a literatura indica 13 h de reacdo, porém deve-se
considerar que a literatura indica o uso do solvente metanol
e base piperidina (MADIVADA et al., 2009) . Ja& no
microrreator, o aumento do tempo médio de residéncia e,
principalmente, da temperatura do meio reacional foi
determinante para o aumento do rendimento.

[056] A Figura 8 apresenta os resultados preliminares

de rendimento do produto intermediério (7) nos dois
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processos, comparando o rendimento do produto em 20 min de
tempo de reacdo (no processo batelada) e tempo médio de
residéncia (em fluxo) a 78°C, 16 min de tempo médio de
residéncia a 120°C (por ter sido este o tempo em que foi
observado o pico do rendimento do produto no processo em
fluxo), e o rendimento madximo obtido no processo batelada a
78°C apbds 2h de reacéo.

[057] Observa-se na Figura 8 que o rendimento do

produto intermedidrio (7) em ambos os processos a 78°C e t

e 7 = 20 min sdo prdéximos, sendo o rendimento no processo
batelada 22% e em fluxo continuo 25%. O aumento da

temperatura até 120°C favoreceu a formacdo do produto em
fluxo continuo, atingindo 36% em 7 = 20 min, valor préximo
do obtido em 2 h de reacdo no processo batelada, 40%. E
possivel que o rendimento do produto seja semelhante nos
dois processos a 78°C, pois esta é uma reacdo lenta e, deste
modo, o processo é controlado pela cinética da reacgdo e pela
temperatura e ndo pela difusdo das espécies quimicas (ROBERGE
et al., 2005; SILVA et al., 2019). Sugere-se essa hipbtese
pelo fato de se observar que o rendimento do produto aumenta
significativamente a 120°cC, demonstrando uma maior
eficiéncia no processo em fluxo continuo se comparado com ©
processo batelada.

Sintese do produto pioglitazona (9)

[058] A reacdo de formacdo do produto pioglitazona é
descrita na literatura (MADIVADA et al., 2009), gue sugere
um tempo de reacdo de 3 h e 30 min em um sistema com 1,70
eg. de borohidreto de sdédio, 0,40 eg. de dimetilglioxima em
uma mistura de solventes contendo metanol, DMF e solucdo 4%

de hidréxido de sdédio nitrato de cobalto(II) hexahidratado
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para se obter rendimento de 98%. Esta ultima etapa foi
realizada adaptando o método descrito por Gowda; Gowda,
(2000), que utiliza acido férmico como solvente e Pd/C em 5%
em massa como catalisador.

[059] A partir das andlises de HPLC-MS, observou-se
que em 24 h ndo havia mais tracos do reagente (7), tendo
sido identificado apenas o produto de interesse. Apds o
processo de purificacdo do produto, foi determinado o
rendimento de 26% em massa.
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REIVINDICACOES

1. Processo para a sintese de pioglitazona,

caracterizado pelo fato de que compreende as seguintes

etapas:

(a) Reacdo do composto 2-(5-etil-2-piridil)etanol (1)
na presenca da base orgdnica adequada e p-fluorbenzaldeido (8);

(b) Reacédo do composto 4-[2-(5-etil-2-
piridil)etoxi]lbenzaldeido (5) com tiazolidina-2,4-diona (6)
na presenca de base adequada; e

(c) Reducdo do —composto 5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-
il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona com paléadio
sobre carbono.

2. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a etapa (a) forma o composto

4-[2-(5-etil-2-piridil)etoxi]lbenzaldeido (5).
3. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que o composto 2-(5-etil-2-

piridil)etanol (1) é diluido em um solvente selecionado do
grupo consistindo em dimetilformamida (DMF), acetonitrila,
dimetilssulféxido, tolueno, 1,4-dioxano, tetrahidrofurano,
metanol, etanol e diclorometano, preferencialmente
dimetilformamida (DMF) .

4. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que na etapa (a) a base organica

utilizada é selecionada do grupo consistindo em hidrdéxido de
s6dio, hidrdéxido de potassio, hidreto de sédio, carbonato de
potédssio, fluoreto de potédssio, fluoreto de estrdncio e
fluoreto de césio, preferencialmente hidrdéxido de potéassio.

5. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a etapa (b) forma o composto
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5-(4-(2-(5-etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-
2,4-diona (7).
6. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que na etapa (b) a base organica

utilizada é selecionada do grupo consistindo em pirrolidina,
piperidina, morfolina e ©piperazina, preferencialmente
pirrolidina.

7. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que ainda na etapa (b), o composto
4-[2-(5-etil-2-piridil)etoxi]lbenzaldeido (5), o composto
tiazolidina-2,4-diona (6) e a pirrolidina sé&o solubilizados
em um solvente selecionado do grupo consistindo em alcodis,
solventes polares aprdéticos e éteres, preferencialmente
etanol.

8. Processo, de acordo com a reivindicacdo 5,

caracterizado pelo fato de que o composto 5-(4-(2-(5-

etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona
(7) é isolado preferencialmente por filtracdo a vacuo e
recristalizado preferencialmente por etanol.

9. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 5,

caracterizado pelo fato de que a formacdo do composto 5-(4-

(2-(5-etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-
diona (7) ocorre preferencialmente em microrreatores em
fluxo em temperaturas de 65 a 120°C, preferencialmente 120°C,
com tempo de residéncia de 16 e 20 minutos.

10. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a etapa (c) é realizada em

reator pressurizado para hidrogenacdo com &cido férmico,
purgado com hidrogénio, mantido sobre temperatura ambiente

e agitacdo constante por 24 horas.
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RESUMO
PROCESSO PARA SINTESE DE PIOGLITAZONA

A presente 1invengdo refere-se a um processo para a
sintese de pioglitazona com reducdo de uma etapa da rota de
sintese convencional, através da formacdo do composto 4-[2-
(5-etil-2-piridil)etoxi]benzaldeido (3) mediante o uso do p-
fluorbenzaldeido, e formacdo do outro composto 5-(4-(2-(5-
etilpiridin-2-il)etoxi)benzilideno)tiazolidina-2,4-diona
(5) mediante utilizacdo de microrreatores operando em fluxo

continuo.
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1 Introduction

Continuous-flow microreactors are tubular devices made of a
materials with adequate chemical and mechanical resistance
used in the intensification of chemical processes. They have
been applied worldwide in bench-scale tests to improve chemi-
cal transformations [1,2]. Their internal size of up to 1 mm
allows an effective control of reaction conditions, which is diffi-
cult to achieve in batch reactors under extreme conditions of
temperature, pressure, and concentration, due to safety issues
[3,4].

Their advantages compared to batch reactors are: (a) higher
heat transfer coefficients (up to 60000 W m K™ vs. around
100W m™>K™?) due to high surface-to-volume ratio [5],
(b) more efficient homogenization owing to shorter diffusion
length, (c) acceleration of chemical reactions, (d) higher con-
version and selectivity, (e) greater safety when working with
reagents and toxic or explosive products, (f) less generation of
wastes, and (g) higher product purity [3, 6-8].

Thiazolidine-2,4-dione (TZD) is a heterocyclic compound
belonging to the glitazone class that has received great atten-
tion in recent decades and is used as a building block in medic-
inal chemistry. Its derivatives share several biological activities
such as antidiabetic (especially against type 2 diabetes mellitus),
antiarthritic, anti-inflammatory, antimicrobial, anti-HIV, anti-
oxidant, and anticancer activities [9-13]. Glitazone synthesis is
performed in several steps, one of them being the Knoevenagel
condensation, which is widely used in medicinal chemistry to
synthesize many compounds with biological activity [14].

Lai et al. [15], who applied this reaction to the synthesis of
ethyl 2-cyano-3-phenylacrylate from benzaldehyde and ethyl
cyanoacetate in the absence of solvent and using zeolite as a

Chem. Eng. Technol. 2019, 42, No. 2, 465-473
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catalyst at 100 °C, achieved, under steady-state conditions, a
yield of 60 % at a mean residence time (48 min) 15 times lower
than in the batch process. Recently, Pinheiro et al. [16] success-
fully applied the same technology to the synthesis of the glita-
zone (2)-5-(4-hydroxybenzylidene)thiazolidine-2,4-dione,
obtaining, at 160 °C and a residence time of only 20 min, a yield
as high as 75.9 % using n-propanol as a solvent and 0.053 M
piperidine as a catalyst.

Various drugs and drug intermediates have been synthesized
in microreactors, demonstrating the growing importance of
this technology for the pharmaceutical industry. To cite a few
examples, it allowed synthesizing drugs such as Oseltamivir
[17], Celecoxib, Mavacoxib, SC-560 [18], and Dolutegravir
[19] as well as intermediates of Atazanavir [20], Odanacatib
[21], Daclatasvir [22], and Darunavir [23]. Britton and Raston
[24] reviewed the literature on this topic and presented the
multistep flow synthesis of 22 active pharmaceutical ingre-
dients, several intermediates, 4 natural products, and 20 major
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The SARS-CoV-2 virus, promoter of COVID-19, already infected millions of people around the world, resulting
in thousands of fatal victims. Facing this unprecedented crisis in human history, several research groups,
industrial companies and governments have been spending efforts to develop vaccines and medications.
People from distinct knowledge fields are doing their part in order to overcome this crisis. Chemical Engi-

neers are also contributing in the development of actions to control the SARS-CoV-2 virus. However, many
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chemical engineers still do not know how to use the knowledge acquired from Chemical Engineering school
to collaborate in the fight against the COVID-19. In this context, the present paper aims to discuss several
knowledge fields within the Chemical Engineering and correlated areas successfully applied to create innova-
tive and effective solutions in the fight against the COVID-19.

© 2020 Taiwan Institute of Chemical Engineers. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The new coronavirus was identified for the first time by Novem-
ber, 2019, at Wuhan city in China. Since then, the virus has been
spread around the world, leading the coronavirus disease 19
(COVID-19) to the pandemic status according to World Health Orga-
nization (WHO) already in February, 2020. The SARS-CoV-2 virus,
promoter of COVID-19, already infected millions of people around
the world and resulted in thousands of fatal victims. By august,
2020, there were 18,614,177 confirmed registered cases of COVID-
19 and 702,642 related deaths, as reported to WHO. These numbers
keep increasing due to the easy transmission by airways via spittle
droplets from cough, sneeze and speak. Thus, a mere proximal con-
tact with an infected person would be enough to promote the trans-
mission between human beings. The easy (transmission
characteristics lead billions of people, around the world, to stay
home under a rigid social distancing quarantine [1-4]. According to
the reported data, about 80% of COVID-19 infected patients devel-
oped light to mild symptoms, while about 20% can suffer severe

* Corresponding author.
E-mail address: h109029@dac.unicamp.br (H.S. Santana).

https://doi.org/10.1016/i.itice.2020.11.024

symptoms, such as pneumonia, severe acute respiratory syndrome
(SARS), pulmonary sepsis, including death as outcome. The COVID-
19 also could affect other organs, including heart, brain and kidneys
[5,6]. The SARS-CoV-2 belongs to coronavidae family. From elec-
tronic microscopy analysis of the coronavirus surface morphology,
spikes formed by S protein trimmers, the “spike protein”, given a
crown-shape appearance, and then the name “corona virus”. There-
fore, the new virus is from the SARS-CoV family, that infected 8,000
people and killed 800 in 2002 and the MERS-CoV, that infect 2294
people, leading 35% to death. Up to now, 14 different mutations
were identified, including structural alteration in the crown making
the vaccine development a hard task due to the transition of target
points. However, its similarities with other virus from coronaviridae
family aids the strategic and fast development achieved in the
researches about the SARS-CoV-2 [2,4,7,8].

Facing this unprecedented crisis in human history, several
research groups, industries and governments have been spending
efforts to develop vaccines and medications. Professional from dis-
tinct areas including virologists, immunologists, epidemiologists,
oncologists, biotechnologists, chemists, biochemists, bioinformatics,
among several others, have been working hard against the COVID-19.
People from distinct knowledge fields are doing their part in order to

“hemical Engineers. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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1 Introduction

The chemical-pharmaceutical industry produces a set of drugs
of different therapeutic classes with different active ingredients
and chemical compositions, which derive from new knowledge
generated from research and development activities [1]. Drug
synthesis is mainly carried out batchwise in multiphase reac-
tion media, but when increasing the production scale, problems
such as low mixing efficiency and temperature gradients often
cause a low reaction selectivity in this type of process [2].

The use of microdevices such as chip-based microreactors
has several advantages over the usual batch process, e.g., small-
er amounts of reactants, less waste generation, lower risks of
operator exposure to possible toxic chemicals [3], more effi-
cient molecular diffusion, very high heat transfer rates due to
the high surface-to-volume ratio, and higher reaction yield and
selectivity [2]. In addition, it is possible to achieve the same
production rate as a batch reactor by placing several microreac-
tors in parallel (numbering-up) and ensure greater safety and
better control of the reaction parameters, mainly under high
temperature and pressure conditions [4].

Other important tools in the synthesis of organic compounds
are computational quantum calculations, which have been used
mainly to elucidate the mechanisms of product formation and
to predict the reactivity of compounds and their physicochemi-
cal properties [5]. In recent decades, one of the most employed
calculation methods in computational chemistry is the density
functional theory (DFT), which has been applied to the struc-
tural elucidation of conformational equilibrium of organic
and inorganic compounds, orbital interactions, spectroscopic
parameters, and molecular dynamics [6,7]. In addition, this
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method allows to show a variety of phenomena through break-
ing and formation of bonds arising from changes in the elec-
tronic states of the reactants [8], thus being able to corroborate
the experimental results. The use of microreactors and compu-
tational chemistry can bring benefits to the chemical-pharma-
ceutical industry in drug development and production.
Compounds derived from 2,4-thiazolidinedione possess sev-
eral pharmacological and therapeutic activities, such as anti-
cancer, anti-HIV, anticonvulsant, antimicrobial, anti-histamine,
antifungal, amebicide, and anti-inflammatory activities, among
others [9]. Among them, rosiglitazone is one of the antiglyce-
mic agents used to fight type 2 diabetes mellitus, which acts as
an insulin sensitizer in humans. Binding to the peroxisome
proliferator-activated receptor (PPARy) that mediates effects of
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RESUMO: A quimica em fluxo através da
Tecnologia de Microrreatores (TMR) promove um

Farmécia na Atencéo e Assisténcia a Saude 4

processo de producéo seguro e mais eficiente de
farmacos e seus intermediarios do que o processo
usual em batelada. Esta tecnologia foi utilizada na
sintese da (Z)-5-(4-fluorbenzilideno)tiazolidina-
2,4-dionaumdos intermediarios da Rosiglitazona,
farmaco utilizado no tratamento da diabetes
mellitus tipo 2. Na melhor condigdo operacional
no microrreator, foi obtido o rendimento de 92,7%
a 120 °C. Um estudo cinético mostrou que a
reacao é de 2% ordem e pela primeira vez foram
determinados parametros termodinéamicos AG,
AHe ASno estado de transicéo para esta reagéo
pelo modelo de Eyring.

PALAVRAS - CHAVE: Microrreatores, Sintese
Orgénica, Transposicdo de Processos,
Glitazonas, Diabetes mellitus

SYNTHESIS OF (2)-5-(4-
FLUORBENZYLIDENE)THIAZOLIDINE-
2,4-DIONE IN BATCH PROCESS AND

CAPILLARY MICRO RECATOR

ABSTRACT: Flow chemistry through Micro
Reactor Technology (MRT) promotes a safe and
more efficient production process for drugs and
their intermediates than the usual batch process.
This technology was used in the synthesis of (Z)-
5-(4-fluorbenzylidene)thiazolidine-2,4-dione, one
of Rosiglitazone intermediates, a drug used in the
treatment of type 2 diabetes mellitus. In the best
operational condition in micro reactor, the yield
of 92.7% at 120 °C was obtained. A kinetic study
showed that the reaction is 2" order and for the
first time the thermodynamic parameters AG, AH
and AS were determined in the transition state for
this reaction by the Eyring model.
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Abstract: Fatty acid binding protein (FABP4) inhibitors are of synthetic and therapeutic interest and
ongoing clinical studies indicate that they may be a promise for the treatment of cancer, as well as
other diseases. As part of a broader research effort to develop more effective FABP4 inhibitors, we
sought to identify new structures through a two-step computing assisted molecular design based
on the established scaffold of a co-crystallized ligand. Novel and potent FABP4 inhibitors have
been developed using this approach and herein we report the synthesis, biological evaluation and
molecular docking of the 4-amino and 4-ureido pyridazinone-based series.

Keywords: fatty acid binding protein; FABP4; FABP4is; FABP4 inhibitors; pyridazinone; computing
assisted molecular design

1. Introduction

Fatty acids (FAs) are long carbon chain organic carboxylic acids responsible for differ-
ent actions in the human organism [1,2]. Their chronic high concentration in circulation
leads to various disorders [3,4], including atherosclerosis [5], diabetes [6] and obesity [7].
Considering that their chemical structure is characterized by high lipophilicity, FAs are
insoluble in water, and their trafficking into the body requires specific carriers such as the
fatty acid-binding proteins (FABPs). [8]. Since their discovery, FABPs have been classified
into different families based on their localization in the human body, such as A-FABP
(adipocyte), B-FABP (brain), E-FABP (epidermal), H-FABP (muscle and heart), I-FABP
(intestinal), II-FABP (ileal), L-FABP (liver), M-FABP (myelin), and T-FABP (testis). FABP4
(aP2 or A-FABP) is the subtype expressed in adipocytes [9], and the research into small
molecule inhibitors for such protein initially started when it was reported that knockout
animal models of FABP4 produced protective effects against the development of insulin
resistance [10], as well as several pathological events linked to the metabolic syndrome and
atherosclerosis [11-13]. Interestingly, pharmacological approaches with small molecules
that inhibit the normal function of the protein are also valid in this regard, demonstrating
similar results as the genetic procedures by mimicking the phenotype of FABP4-deficient
mice [14]. This family of transporter proteins also has a role in cancer progression [15], and
it was discovered that non-physiological expressions of FABPs are present in some of the
most common cancers such as renal cell carcinoma, bladder and prostate, as well as other
types of cancer cells [16-18]. It was recently discovered that FABP4 promotes the metas-
tasis and invasion of colon cancer and that the treatment with a classical small molecule
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ABSTRACT

Process intensification based on micro reactor technology allows safe manner and
a new pathway to run organic synthesis due to its intrinsic characteristics, and can
reduce time-to-market of new drugs. The main objective of this work was to study
the batch and flow reaction of five n-substituted 5-benzylidenethiazolidine-2,4-
dione heterocyclic intermediates present in the synthesis of glitazone class drugs,
in capillary micro reactor. Batch process was conducted with ethanol as solvent at
the boiling point and pyrrolidine as promoting base of the reaction. Higher yields
were obtained in shorter reaction times in temperatures above solvent boiling
point. Also, we evaluated that 3.8 micro reactors in parallel would be necessary to
reach the same mean molar flow rate of a 60 mL batch reactor. Kinetic and
thermodynamic study indicated that the reaction followed the second-order model
and allowed estimating its main thermodynamic parameters. The continuous flow
micro reactor proved to be an efficient alternative to the batch process in scaling
up the production of Active Pharmaceutical Ingredient intermediates (APls).

Keywords: flow synthesis, capillary micro reactor, process intensification,
thiazolidine-2,4-dione, batch process.

RESUMO
A intensificacdo do processo com base na tecnologia de micro reactores permite
uma forma segura € uma nova via para realizar a sintese organica devido as suas
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Continuous flow synthesis in microreactors has been integrated into chemical-pharmaceutical industry
in recent years as an alternative to the batch process due to its advantages, especially process intensifi-
cation, which can reduce the time for a new drug to be placed on the market on a large scale. This work
aimed to transpose the synthesis of Lobeglitazone, a drug employed in the treatment of diabetes mellitus
type 2, from batch to flow process in a microreactor as well as to determine the reaction kinetics of each
step. The synthesis was carried out in five-steps, being synthesized intermediates 4-chloro-6-(4-methox
yphenoxy )pyrimidine (I1), 2-{[6-(4-methoxyphenoxy)pyrimidin-4-ylJmethylamino}ethanol (I12), 4-(2-{[
6-(4-methoxyphenoxy)pyrimidin-4-yl]methylamino}ethoxy)benzaldehyde (I3), 5-[4-(2-{[6-(4-methoxy
phenoxy)pyrimidin-4-yl]methylamino}ethoxy)benzylidene]thiazolidine-2,4-dione (14) and
Lobeglitazone. Intermediates I1 and 14 were synthesized in flow, while 14 was synthesized either in a con-
tinuous flow multistep synthesis or in a one-pot batch process. The flow syntheses of I1, 12 and 14 showed
28.0 %,61.8 % and 32.0 % yields at 25, 160 and 120 °C, respectively, while the yield of I3 in batch process
was 73.3 % at 60 °C. In one-pot batch process and continuous flow multistep synthesis, 12 was obtained
with 13 and 16 % yields, respectively. These preliminary results constitute a starting point for the synthe-
sis of this drug in flow on an industrial scale, with the aim of improving reaction performance using this
new technology.
© 2022 The Korean Society of Industrial and Engineering Chemistry. Published by Elsevier B.V. All rights
reserved.
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Introduction

Microreactors are tubular devices made of metal, glass, quartz,
ceramic, silicone, or other chemically and mechanically robust
materials, with inner diameters in the order of 10 to 150 pm, in
which reactions can be carried out in a continuous flow [1,2].

In the perspective of the new Continuous Pharmaceutical Man-
ufacturing (CPM) paradigm [3-6], continuous flow synthesis
employing microreactors [7-12] has been the object of study in
recent years, due to advantages over batch reactors, such as
increased reactions rates, higher conversion, improved yields,
enhanced selectivity and higher safety, which are especially impor-
tant when working with toxic reagents or products. On the other
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hand, the typical disadvantage of this technology is the obstruction
of microchannels in the case of solid formation or the use, common
in organic synthesis, of heterogeneous reaction media, which usu-
ally requires crystallization of inorganic salts and insoluble prod-
ucts. Some measures that help reduce these problems are the
replacement of the solvent, the dilution of the reaction medium
or the increase in the microchannels diameter [13-16].

The microreactor technology also allows for a lower energy con-
sumption, a modular, compact and flexible construction, and an
improvement of product quality thanks to the possibility of real-
time analysis and quick variation of operating variables, which
makes it suitable in both research & process development and
industrial applications [17-20]. Moreover, it enables reactions to
occur in solvents under supercritical conditions or in volatile sol-
vents at temperatures above the boiling point, keeping them in lig-
uid state at high pressure, thus facilitating their final removal [21].
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