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Resumo

Moléculas inibidoras de quorum sensing (IQSs) tém se apresentado como alternativas promissoras
na limitagdo da viruléncia de microrganismos. Nesse trabalho, buscou-se apresentar o desenvolvimento
do processo de sintese de uma cromenona, denominada 6-0xo0, que tem se mostrado um novo inibidor do
quorum sensing (QS) microbiano do tipo 1.

Ap6s o desenvolvimento inicial, notou-se que a retirada da etapa de destilagdo reduzida, a redugao
dos excessos molares dos reagentes e solventes, assim como, a utilizagdo de atmosfera ambiente em vez
de atmosfera inerte, proporcionaram um desenho de processo mais racional e econdomico. Além disso, o
monitoramento da reagdo in situ utilizando uma sonda de IV médio, permitiu a redugdo dos tempos
reacionais e estabelecimento de um importante controle em processo. Foi possivel notar que os processos
de purificacdo, utilizando-se carvao ativado e cristaliza¢do, demonstraram efetividade na remocgao das
impurezas. Pois, obteve-se um produto com 99,9% pureza, considerando a metodologia de andlise por
RMNgq. Ademais, a compreensao da rota sintética permitiu: elencar, sintetizar e caracterizar as impurezas
de processo. Dentre elas, destaca-se a HCB, por ser ultimo intermediario de sintese.

Os estudos de degradagdo for¢ada demonstraram que a 6-0xo possui importantes impurezas
oriundas de estresse térmico e oxidativo. Sendo que nesta ultima, conseguimos isolar uma lactona ainda
ndo relatada na literatura, a 4-metil-3,4,6,7,8,9-hexahidro-2H-benzo[b][1,4]dioxepin-2-ona (MHBD).
Tais fatos propiciaram a determinacdo do perfil de impurezas do processo, assim como, permitiram a
avaliacdo de um método analitico indicativo de estabilidade utilizando-se a CLAE.

Quanto ao polimorfismo, verificou-se a existéncia de duas formas cristalinas, sendo uma obtida por
cristalizacdo em hexano e outra detectada quando uma amostra foi fundida e resfriada rapidamente sob

atmosfera inerte.

Palavras-chave: quorum sensing, cromenonas, desenvolvimento de processo, IFA, polimorfismo.



Abstract

Quorum sensing inhibitors (QSIs) are molecules that have been presented as promising alternatives
for quench the microorganism virulence. In this work, we discuss the process development of a
chromenone called 6-oxo. This molecule is a new inhibitor of the type I bacterial quorum sensing (QS).

After the early chemical process development, it could be notice that the removal of the distillation
step, the reduction of molar excesses of reagents and solvents, as well as the use of ambient atmosphere
at first step reaction, has provided a more rational and economical process design. In addition, the in situ
monitoring, using an IR probe, allowed the reduction of reaction times. In addition, it was noted that the
purification steps using activated charcoal and crystallization has demonstrated effectiveness in the
impurities removing. Considering that it was obtained a high purity product (99.9%), which its amount
was measured by qNMR. In addition, the study of the synthetic route allowed: to list, synthesize and
characterize the process impurities. Among them, the HCB has an important role, for being the last
synthesis intermediate.

Forced degradation studies have shown that 6-oxo has important impurities from thermal and
oxidative stress. In the latter, we were able to isolate a lactone not yet reported in the literature, 4-methyl-
3,4,6,7,8,9-hexahydro-2H-benzo[b] [ 1,4] dioxepin-2-one (MHBD). These facts allowed the determination
of the impurities profile of the process, as well the development of a stability indicating analytical method
by HPLC.

This work also allowed the identification of two polymorphic presentation for 6-oxo: one obtained
from cooling crystallization from hexane and another formed when a molten sample was rapidly cooled

under an inert atmosphere.

Keywords: quorum sensing, chromenones, process development, API, polymorphism.
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1. Introducio

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem se apresentado como um dos importantes
desafios a saude publica mundial.!* Nesse cenario, nota-se que o uso indiscriminado de antibi6ticos tem
contribuido, de forma significativa, para o aumento da resisténcia microbiana e para o aparecimento de
cepas multirresistentes.??

Nesse contexto, destaca-se que a descoberta de novas alternativas terapéuticas passam a ter um
papel fundamental no controle das infec¢des microbianas.* Pesquisas recentes sobre quorum sensing (QS)
tem demonstrado que este sistema de sinalizagdo quimica apresenta-se como um eficiente mecanismo de
controle de alguns fatores associados a expressdo da viruléncia microbiana.>>

A evolugdo dos estudos sobre QS e suas moléculas sinalizadoras, denominadas auto-indutores
(Als), levaram ao surgimento de novos modelos relacionados ao controle na patogénese das infecgdes
bacterianas.® Dentre esses paradigmas, observa-se que os Als do tipo I, pertencentes ao grupo das acil
homoserina lactonas (AHLs), constituem um importante de grupo de moléculas participantes do sistema
de QS de bactérias Gram-negativas.>’

Moléculas inibidoras de quorum sensing (IQSs), também conhecidas como quorum quenchers
(QQs), tém se apresentado como alternativas promissoras na limitagao da viruléncia de microrganismos.
Normalmente, essas moléculas atuam no sentido de reduzir as exigéncias impostas ao hospedeiro
para debelar infecgdes.?

Nesse trabalho, abordamos o desenvolvimento do processo de sintese de uma cromenona,
denominada 6-oxo, que tem apresentado um potencial de inibicdo do QS microbiano do tipo I. Esse
potencial pdde ser observado em um ensaio de cinética de expressao da bioluminescéncia em V. Harvey,
no qual a 6-0xo promoveu a inibi¢io deste evento em até 60%.

Destaca-se ainda que apesar de ser uma substancia ainda em fase inicial de avaliacdo em quimica
medicinal, o fato de ndo haver literatura relacionada aos aspectos envolvidos no desenvolvimento do

processo para ampliacdo de escala da 6-oxo foi a preponderante para esse estudo.



2. Objetivos

Este trabalho visa apresentar os principais aspectos envolvidos no desenvolvimento do processo
inicial de sintese da 6-oxo, considerando as exigéncias previstas nas Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) para
a sintese de Insumos Farmacéuticos Ativos (IFA) no estado solido. Para o alcance dessa meta, foram tragados
0s seguintes objetivos:

e Desenhar de um processo de sintese em batelada para a 6-oxo;

e Identificar os parametros de processo que interferem na qualidade do material obtido;

e Apresentar uma metodologia analitica que permita avaliar as especificagdes de pureza exigidas do
IFA produzido;

e Identificar e caracterizar impurezas de sintese;

e Realizar estudos de estresse para obtencdo e identificacdo das potenciais impurezas de degradagao;

e Realizar varredura de condi¢des experimentais que permitam a formacao de diferentes polimorfos

da 6-oxo e, caso formados, caracteriza-los fisico-quimicamente.



3. Revisao da literatura
3.1. Quorum Sensing

Quorum sensing (QS) pode ser definido como um sistema de comunicagdo intercelular
bacteriano, realizado por meio de sinais quimicos, genericamente denominados de auto-indutores (Als),
que sao utilizados para modular a alteracdo coordenada da expressao genética das bactérias em
resposta as variagdes de sua densidade populacional.>”%1? De forma geral, apos atingirem uma
determinada densidade populacional, as bactérias detectam o acimulo dos Als em um limiar
minimo ¢ alteram a expressdo dos seus genes. Por consequéncia, atuam modificando seu
comportamento de forma sincronizada, funcionado como organismos multicelulares.'!

O QS pode mediar diversos processos nas comunidades bacterianas, dentre eles estdo a
bioluminescéncia, a formag¢do de biofilme, a expressio de fatores de viruléncia e o
crescimento bacteriano.?

O primeiro sistema de QS foi identificado na bactéria marinha bioluminescente Vibrio fischeri,
que reside nos érgdos luminosos da lula havaiana Euprymna scolopes.*!2 Essa bactéria utiliza um
sistema de QS composto por trés partes: um auto-indutor (uma acil homoserina lactona — AHL), sua
sintetase (LuxI) e seu receptor (LuxR). No processo de QS, a LuxI tem a fun¢do de produzir o auto-
indutor denominado 3-oxo-hexanoil homoserina lactona (OHHL) que, ap6s sintetizada, difunde-se

dentro e fora da célula.*!!
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Figura 1: Desenho esquematico do sistema de QS na rela¢do simbidtica entre a V. fischeri e a lula
havaiana Euprymna scolopes, segundo Mattmann et. al. (2010) - com adaptagdes. (Box tipo-lux é uma
sequéncia curta e palindromica de DNA reconhecida pelo complexo [OHHL / LuxR]). 3*



Com o aumento da densidade populacional bacteriana, observa-se também um aumento da
concentragdo do sinal do Al e, quando a concentracao limiar intracelular de OHHL ¢ atingida, este Al
se liga a sua proteina receptora citoplasmatica (LuxR). Em seguida, o complexo OHHL/LuxR
dimeriza ¢ ativa a transcri¢do de genes envolvidos na indugéo da bioluminescéncia.*

O processo de sinalizacao sensorial de QS que ocorre em algumas bactérias é, em muitos casos,
mais complexo do que o descrito na Figura 1. A bactéria patogénica Pseudomonas aeruginosa, por
exemplo, utiliza, ao menos, trés tipos de sistemas de sinalizagdo por QS, sendo dois deles baseados em
AHLs." No entanto, a descri¢io do modelo simplificado de QS da V. fischeri nos permite evidenciar o
relevante papel dos auto-indutores do tipo I (Al-1), grupo que compreende as acil-homoserina lactonas
(AHL), na mediagdo dos processos de QS em bactérias Gram-negativas.'?

Estudos de QS em diferentes espécies de bactérias tém revelado uma grande variedade estrutural
de AHL. Pois, apesar destas moléculas compartilharem uma mesma por¢ao homoserina lactona, tem se
observado que diferentes isoformas das enzimas receptoras de AHL incorporam cadeias acil de tamanho
e estado de saturacao especificos. Essas cadeias, em sua maioria, apresentam tamanhos que variam de 4
a 18 carbonos, podendo ser também saturadas ou insaturadas, com ou sem substituintes hidroxi ou oxo
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Figura 2: Estruturas moleculares de algumas acil-homoserinas lactonas (AHL’s).

Observa-se ainda que as AHL oriundas de pequenos acidos graxos s3o moléculas soluveis e
livremente difusiveis, possuindo a capacidade de atravessar as membranas celulares para “perceber” a
densidade bacteriana. Ja as AHL com cadeias laterais longas necessitam de bombas de efluxo

para realizar seu transporte para o meio extracelular.?



3.1.1. Cromenonas - Potenciais drogas antipatogénicas

A crescente prevaléncia de cepas bacterianas resistentes aos antibioticos disponiveis, bem como
o surgimento de cepas multirresistentes, tem pressionado a industria farmacéutica na busca de novas
alternativas terapéuticas aos fAirmacos convencionais.-

Estudos sobre diversas bactérias patogénicas, algumas com relevante importancia médica, tem
observado que esses microrganismos utilizam um sistema de QS para regularem a expressao de seus
fatores de viruléncia. Essa estratégia aumenta as chances de sobrevivéncia destes microrganismos, uma
vez que a expressao da viruléncia ¢ efetivada somente quando a populagdo bacteriana atinge um
elevado contingente, facilitando assim a subjugagdo do sistema imunolédgico.>*

Alguns trabalhos relatam que as substancias inibidoras de quorum sensing (IQSs), também
conhecidas como quorum quenchers (QQs), tém se apresentado como alternativas promissoras na
limitagdo da viruléncia de microrganismos.!® Tais moléculas oferecem a oportunidade de inibir a
patogénese bacteriana sem impor imediata pressao seletiva ao patdgeno bacteriano. Esse diferente tipo
de combate as doencas bacterianas tem sido considerado um novo paradigma na prevengao e tratamento
das doengas infecciosas.®

Nesse modelo terapéutico, sdo usadas drogas baseadas em moléculas sinais, conhecidas como
drogas antipatogénicas, que tem por objetivo atenuar a patogenicidade, em vez do crescimento
bacteriano.!> Assim, uma variedade de analogos aos autoindutores, sintéticos e naturais, tem sido
sondada, levando a descoberta de alguns inibidores de quorum sensing.413:16.17

Estudos preliminares demonstraram que as cromenonas 2-metil-2,3,4,6,7,8-hexahidro-5H-
cromen-5-ona e a 2-metil-2,3,5,6,7,8-hexahidro-4H-cromen-4-ona, as quais denominamos 5-oxo (5 e
6-0x0 (6) (Figura 4), respectivamente, tém apresentado destaque na inibicdo de QS bacteriano. Como
exemplo, podemos citar que ensaios de cinética de expressdo da bioluminescéncia em V. Harvey
demonstraram que a 6-oxo promoveu a inibi¢do deste evento em até 60%, sem inibir o crescimento

populacional desta bactéria (Figura 3).3
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Figura 3: Estruturas moleculares das cromenonas 5-oxo (5) e 6-0xo (6).



6-0X0

‘! ' ' Cultura controle

25000 +

CONTROLE ACETONA
==L ULTURA CONTROLE

5. O X O
20000 +

15000 +

LUMINESCENCIA

L Inibi¢cdo de 60%

10000 +

5000 +

I I I I I I I 1
05 10 As =20 28 =0 35 A0

CRESCIMENTO (OD 650 nm)
Error bars: +/ 1,00 SD

Figura 4: Ensaio de correlagdo entre densidade 6tica (DO) e luminescéncia. Legenda: A. Visdo
qualitativa da inibi¢ao apresentado pela 6-oxo sobre a luminescéncia da cepa BB886. B. Grafico com a
inibicdo comparativa de bioluminescéncia da cepa de V. harveyi BB886 com as lactonas
vinilogas 5-oxo e 6-0xo (com adaptagdes).®

A comparacdo das estruturas quimicas das cromenonas 5-oxo ¢ 6-oxo (Figura 4) com a dos
autoindutores naturais da V. fischeri (3-ox0-C6-HSL) ¢ da C. violaceum (C6-HSL) nos permitem
identificar similaridades estruturais potencialmente responsaveis pelas respostas observadas nos ensaios
realizados.'*'* O grupo carbonila dessas cromenonas mimetiza as interagdes que o éster das
homoserinolactonas apresentam com seus receptores. Somado a isso, observa-se que o anel que
compreende o oxigénio do enoléter, além de mimetizar a interacao do grupo acila das AHL’s, garante

restricdo conformacional a esta parte das moléculas.



3.2. Sintese de insumos farmacéuticos ativos (IFA)
3.2.1. Insumos farmacéuticos ativos (IFA)

Os dados mencionados no capitulo anterior indicam que a 6-oxo pode ser considerada uma
potencial droga inibidora de quorum sensing. Dessa forma, surge a necessidade de realizar a produgao
de seus lotes com critérios de qualidade semelhantes aos aplicados na sintese dos insumos farmacéuticos,
visando obter um produto com elevado grau de pureza para realizacdo dos novos testes biolégicos.'®

No ambito farmacéutico, as substancias produzidas com o intuito de exercer a funcdo ativa em
um medicamento sio denominadas de insumos farmacéuticos ativos (IFA).! Esses insumos podem ser
definidos como quaisquer substancias introduzidas na formulagdo de uma forma farmacéutica que,
quando administradas em um paciente, exercem atividade farmacoldgica ou outro efeito direto no
diagnéstico, cura, tratamento ou prevencdo de uma doenga, podendo ainda afetar a estrutura e o
funcionamento do organismo humano.?

A producao dos IFA no Brasil ¢ regulada por diversas normas sanitarias. Dentre elas destacam-
se a RDC n° 69/2014, que dispde sobre as boas praticas de fabricagdo (BPF) de insumos farmacéuticos
ativos, e a RDC n° 57/2009, que dispde sobre o registro de insumos farmacéuticos ativos (IFA) e da
outras providéncias.?%?!

Nessas normas, produzidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), sdo exigidas
a apresentacdo de diversas informacgdes sobre 0 insumo e seu processo produtivo, com intuito de garantir
um elevado padrao de qualidade do IFA produzido. Na descri¢do do processo sintético de um insumo,
por exemplo, algumas informacgdes técnicas sdo imprescindiveis e, dentre elas, destacam-se: defini¢do
da rota de sintese, descrigdo das moléculas intermediarias e purificagdo; catalisadores utilizados,
descri¢do das etapas criticas, definicdo dos pardmetros de controle da sintese, rendimento da reagdo e
determinagdo do perfil de impurezas.?**!

Diante do exposto, podemos perceber que os insumos farmacéuticos ativos desempenham uma
importante funcdo no desenvolvimento do mercado farmacéutico, pois, além de sua importancia

econdmica, ocupam um papel central na garantia de qualidade, seguranca e eficacia do processo de

produgdo de medicamentos.*



3.2.2. Desenvolvimento de processo da sintese de IFA

A palavra “processo” pode ser relacionada as diversas operagdes ou procedimentos realizados no
ambito industrial. Na sintese de fairmacos, o termo “desenvolvimento de processo” ¢ utilizado para
denominar o conjunto de agdes utilizadas na etapa de desenvolvimento dos processos de trabalho,
visando a sintese de um firmaco com alta qualidade e em larga escala.>***

Os principais ajustes do processo sintético de um farmaco sao feitos durante a fase de pesquisa e
desenvolvimento (P&D). Essa fase ajuda a entender todas as etapas do processo e adotar uma abordagem
sistematica sobre a sintese, permitindo a aquisicdo de dados fundamentais para a documentacdo das
informacdes técnicas exigidas na produgio de um IFA 2°

O desenvolvimento de processo ¢ uma tarefa muito desafiadora. Haja vista que diferentes
objetivos, tais como qualidade, seguranga, robustez, custos e tempo, devem ser equilibrados durante as

diversas fases de um projeto, para que uma eventual preponderancia de um dos fatores ndo prejudique o

Figura 5: Perimetro da otimizagdo de processo, segundo Adler.?¢

processo final.?

E preciso destacar que, em determinadas etapas do desenvolvimento de processo a alocagio de
recursos para modificagdes no processo pode ser limitada; uma vez que a maioria dos potenciais
farmacos nunca serdo comercializados, por falharem nos testes clinicos. Mais tarde, no entanto, durante
a fase de comercializagdo, o medicamento deve ter pregos competitivos €, com iSso, Seu processo

fabricagdo devera ser otimizado visando obter maior produtividade com menor custo de produgdo.?®



3.2.3. Rota de sintese

A escolha da rota de sintese € um fator importante no desenvolvimento de processo. Pois, rotas
sintéticas que demandam modificacdes significativas para sua ampliacdo de escala, podem dificultar,
substancialmente, a produgio do firmaco nas condigdes desejadas.?” Como exemplo, podemos observar
o estagio inicial do desenvolvimento de processo em escala piloto da SL65.0102-10, uma n-
diazabiciclo[2,2,2]-octilmetil benzamida (7) (Esquema 1). Nesse processo, Lienard e colaboradores
(2017) verificaram que rota de sintese da etapa de quimica medicinal ndo era adequada para a producao
em grandes quantidades. O problema era que um dos materiais de partida, o epoxido de fltaloimida quiral
(8), ndo possuia rota de fabricacdo segura. Haja vista que os reatores disponiveis a época ndo estavam
equipados para lidar com seu precursor: a epicloridrina. A sintese do epdxido quiral foi conseguida
somente com uma diferente abordagem, na qual se utilizou um novo substrato, o (R)-(-)-3-cloro-1,2-
propanodiol, em uma reagdo de dihidroxilagdo de Sharpless (Esquema 2). Essa etapa demandou um
grande esforco para seu desenvolvimento, dificultando substancialmente o desenvolvimento do processo

desse potencial farmaco. 28
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# Reagentes e condigdes: () tolueno, 80 a 120 °C, 95%; (b) CH3SO,Cl, trietilamina, diclorometano, sem purificagdo;(c) Tolueno, refluxo, 87%; (d) H,/Pd/C, MeOH,
50°C, 68%; (e) NH,NH,/EtOH/refluxo, entdo 4 N HCI, 0°C, 77%; (f) DCC (N,N'-diciclohexilcarbodiimida), NaOH, pridina/agua, TA., purificagdo em
SiO,/cromatografia entdo HCI/EtOH, 44%

Esquema 1: Rota sintética medicinal da N-diazabiciclo[2,2,2] -octilmetil benzamida, segundo
Lienard e colaboradores (2017), com adaptagdes.* 2

" A SL65.0102-10 é um agonista parcial seletivo para o receptor do tipo 5-HT4.0 receptor 5-HT4 é um receptor acoplado a
proteina G (RAPG) a qual pertence a familia dos receptores de serotonina. O papel do receptor 5-HT4 na modulagéo de varias
doengas tem sido bem discutido na literatura. Evidéncias sugerem que a estimulacio seletiva de receptores neuronais do
subtipos 5-HT4 pode ser benéfica no tratamento sintomatico de distirbios da memoria.?®
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# Reagentes e condigdes: (a) Ftaloimida de potéssio, dimetilformamida (DMF), cloreto de benziltrietilam6 nio (TEBAC), 94,5%;
(b) CH;C(OCHj;); , tolueno, pririnio para-tolueno sulfonato (PPTS), 50°C, entdo clorotrimetilsilano (TMSCI), a T.A., e MeONa,
30°C, 66,5%.

Esquema 2: Sintese do epdxido de ftaloimida quiral (8), segundo Lienard e colaboradores
(2017), com adaptagdes.? 8

Virios critérios podem influenciar na escolha inicial de uma rota sintética e, de forma geral, os
principais deles envolvem questdes de seguranga, impacto ambiental, legalidade, economia, controle de

processo e aumento de escala.?’

Tabela 1: Principais critérios de selecao de rota de sintese e exemplos de questdes potenciais, segundo
Ager (2011) — com adaptagdes?’

Critérios Exemplos de questdes potenciais

Controle de reagdes e etapas sintéticas potencialmente perigosas
Exposicao a substancias prejudiciais a satide
Impacto ambiental  Uso de substancias danosas ao meio ambiente
Observancia das regulamentacdes que controlam o uso de reagentes,
Legalidade solventes e intermediarios.
Cotagdo dos produtos alvo para o mercado futuro
Sintese longa utilizando insumos de alto valor agregado
Avaliacao dos custos necessarios para garantir o desenvolvimento de
processo;
Controle dos parametros de qualidade visando atingir as especifica¢des
previstas para o [FA
Disponibilidade de matérias-primas e outros insumos

Seguranca

Economia

Controle de processo

Aumento de escala ) . . ;o _—
Planta fabril com equipamentos disponiveis para ampliacdo de escala

E preciso considerar que, durante a escolha de um processo sintético, podem surgir diferentes
conclusdes sobre uma determinada rota, uma vez que as forgas motrizes subjacentes podem ndo ser as
mesmas. Dessa forma, ¢ salutar que uma avaliacgdo inicial seja realizada por uma equipe multidisciplinar,
a fim de que um maior niumero de pessoas possa fornecer a expertise necessaria para a escolha do melhor
caminho sintético. Em geral, o resultado final dependera da complexidade da molécula, do conhecimento
do processo, da escala a ser utilizada, dos recursos disponiveis, da filosofia da empresa e da linha de

fabricagdo, pois todos eles tém influéncias importantes na sele¢io de rota.?’
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3.2.3.1. Selecao da rota para a sintese da 6-oxo

Na escolha de uma rota sintética para a 6-oxo (6), foram analisadas duas rea¢des de acilagdo que
apresentaram bons rendimentos. A primeira, publicada em 2009 por MacDonald e Burnell (Esquema 3),
apresentou como etapa inicial a acilagao da ciclohexanona (18) com cloreto de crotonila (19) na presenca
do diisoprilamideto de litio (LDA), gerando como produto intermedidrio uma 1,3-dicetona-o,B-
insaturada (20) (isolada na forma enolica), com um rendimento de 68%. Esse produto foi ciclizado com
acido p-tolueno sulfonico em THF/H20 para a formagdo da 6-oxo (6), com o rendimento de 91%

(rendimento global: 62 %).%

Etapa 1

1- LDA (sol. 0,8 M em THF anidro) O OH

O 0 X .
a -78 °C, sob N, agita¢do ,50 min — —
(j + Cl)j\/\ -~

2- Eter, gelo, HCI conc.

s 19 20
Etapa 2 0
0) OH 1- TsOH, THF/H,0 (1:1)
_— = refluxo por 16h |
20 6 ©

Esquema 3: Rota sintética da 6-oxo, segundo MacDonald e Burnell (2009), com adaptagdes.*’

Em uma andlise pormenorizada, verificamos que o processo apresenta uma condi¢cdo
experimental de dificil execucdo em larga escala, pois a reagdo inicial requer uma temperatura de
resfriamento muito baixa (-78°C). Dessa forma, teriamos que dispor de um sistema especial de
arrefecimento.?’>? Outra alternativa para execugdo dessa etapa em maior escala seria a troca da base.
Contudo, essa hipdtese ndo foi considerada viavel, haja vista que os reagentes de bancada mais comuns
para essa finalidade, n-butil-litio e hidreto de sédio, raramente sdo utilizados em larga escala por serem
piroféricos.?*

Na busca de uma segunda alternativa, verificamos que Mahajan e Resck (1997) apresentaram
uma proposta diferenciada de sintese para a 6-oxo (6) durante um trabalho que visava obtencdo de
lactonas acetilénicas macrociclicas (23) a partir de tosilhidrazonas (22) advindas de diferentes

oxabicicloalquenonas (21) (Esquema 4).%!
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Esquema 4: Esquema simplificado da sintese de lactonas acetilénicas a partir de
oxabicicloalquenonas, com adaptagdes.>!

Nesse trabalho, eles prepararam a oxabiciclodecenona (6-0xo) pelo procedimento de Gelin e
colaboradores ¥, o qual envolvia a acilagdo do 1-morfolinociclohexeno (24) com cloreto de crotonila
(19), na presenca de trietilamina, seguida por hidrdlise 4cida, e obtiveram somente 30% do produto
desejado. Contudo, promovendo uma etapa adicional de isomerizagao/ciclizagdao sob condi¢des acidas
(AcOH:H20:HCI conc., 1:1:1), eles conseguiram elevar o rendimento para uma faixa de 65-70%.3 Em
uma andlise mais detalhada, verificou-se que o procedimento’ de sintese (Esquema 5) nio apresentava
etapas complexas para amplia¢io de escala.’! A principal modificagio a ser realizada, seria a retirada da
etapa de destilacdo a baixa pressdo (0,5 Torr), feita antes da adicdo da mistura 4cida para
ciclizagdo/isomerizacdo. Pois sua execucdo exigiria, entre outros, elevada demanda energética e

equipamentos especiais para produgdo em maiores quantidades.?*>!

O O
1.CHCI; (anidro), 35°C, N, . .
O\ o] Ih, depois 38-40°C, 24-36 h ('i?;’f‘li'liecéd’igaf_{é?fo
@ * C|)v\CH3 2. HCL, EtOH, refluxo:8-10h | — . |
. s , refluxo:8-
0 O “CH 0

3. destilagdo:110-120°C\0,5 Torr 3

24 19 25 6

Esquema 5: Esquema da sintese da 6-oxo (6), segundo Mahajan e Resck (1997), com
adaptacdes.’!

Comparando os processos sintéticos, verificamos que o processo de Mahajan e Resck (1997)
apresentava menores entraves para o desenvolvimento de processo. Além disso, seu rendimento global
era maior do que o obtido na sintese proposta por MacDonald e Burnell (2009), por isso, ele foi escolhido

como base para o desenvolvimento desse trabalho.

ii Esse procedimento serd melhor discutido na apresentagio do desenvolvimento da sintese.
12



3.2.4. Perfil de impurezas em IFAs

A identificacdo e quantificagdo de impurezas em IFAs ¢ uma atividade importante no ambito
farmacéutico. Haja vista que a seguranga e eficicia dos produtos farmacéuticos podem ser afetadas pela
presenca de impurezas advindas dos formacos.*?

A impureza ¢ qualquer componente indesejavel presente em um determinado IFA, como por
exemplo: solventes, catalisadores, reagentes, entre outros. Diante dessas possibilidades de geracao de
contaminantes, torna-se fundamental conhecer os diversos aspectos que envolvem a formacao e controle

das impurezas durante um processo sintético de um IFA 333

3.2.5. Classificacdo das impurezas:

Segundo o guia de impurezas em novos farmacos Q3A(R2), da Conferéncia Internacional de
Harmoniza¢io dos Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos para uso Humano (ICH), as
impurezas podem ser classificadas em trés categorias: impurezas organicas (de processo e produtos

relacionados), impurezas inorganicas e solventes organicos residuais.>

3.2.5.1. Impurezas organicas

As impurezas organicas podem surgir durante o processo de sintese e/ou armazenamento do
farmaco em desenvolvimento, podendo ter origem nos materiais de partida, subprodutos, intermediarios,
produtos de degradacdo, reagentes, ligantes e catalisadores.* No trabalho de Sajan e colaboradores, por
exemplo, foi detectada a presenca de uma impureza organica de origem desconhecida durante o
desenvolvimento de um potencial farmaco (28) (Esquema 6). A grande indagacao residia no fato de que
a impureza era um trimero (30) formado pela unido de duas unidades do farmaco com uma unidade de
etilenodiamina (32), sendo que essa diamina ndo era utilizada na rea¢do. Apds andlises de amostras de
morfolina (27) (um dos materiais de partida) por CG-EM, utilizando um método de derivatizagdo com
benzaldeido (31) para formagdo de uma diimina (33) (Esquema 7) a fim de que pudesse ser quantificada
por essa técnica analitica, eles conseguiram comprovar a presenca de etilenodiamina na morfolina, em

quantidade suficiente para formagdo da impureza no produto final.*?

o 1cH (sigla proveniente do inglés: The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use) ¢ uma comiss@o que retine as autoridades reguladoras de diversos paises ¢ a industria farmacéutica para
discutir aspectos cientificos e técnicos do registro de medicamentos. De forma geral, seus guias trazem recomendagdes que visam alcangar
uma maior harmonizacdo na interpretacao e aplicacdo de diretrizes técnicas e requisitos para registro de produtos farmacéuticos.
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Esquema 6: Esquema da sintese de um potencial farmaco, segundo Sajan e colaboradores
(2015), com adaptagdes.*
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Figura 6: Estrutura molecular da impureza (trimero) segundo Sajan e colaboradores (2015).33
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Esquema 7: Esquema da formacdo da diimina para deteccdo de 32, segundo Sajan e
colaboradores (2015).%

Como observado, ¢ importante a correta descrigao do processo de formagao de impurezas, para
que seja possivel identificar sua origem na rota sintética. Nesse sentido, o guia Q3A(R2) do ICH sugere
que seja elaborado um relatério descrevendo as impurezas reais e potenciais com maior potencial de
serem formadas durante as fases de sintese, purificagdo e armazenamento de uma nova substancia
medicamentosa. Este documento deve basear-se em uma avaliagdo cientifica solida das reagdes quimicas
envolvidas na sintese e das impurezas associadas a matérias-primas que poderiam contribuir para o perfil
de impurezas de uma substincia medicamentosa e possiveis produtos de degrada¢io.®

No Brasil, durante o processo de registro de um IFA, é necesséario apresentar a Anvisa um
fluxograma do processo produtivo com indicagdo da formagdo de intermedidrios e de possiveis
impurezas, incluindo a elucidacdo das respectivas estruturas quimicas. Por isso, ¢ fundamental que a
empresa possua todos os dados técnicos e cientificos envolvidos na formagao das impurezas organicas

durante o desenvolvimento de processo.?!
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3.2.5.2. Impurezas inorganicas

As impurezas inorganicas podem ser provenientes das seguintes fontes: reagentes e catalisadores,
metais pesados e sais inorganicos. Em reagdes cataliticas, por exemplo, a transferéncia de catalisadores
para a nova substancia farmacoldgica deve ser avaliada durante o desenvolvimento, devido a
possibilidade lixiviagdo do catalisador durante a sintese.*

O guia Q3A(R2) do ICH sugere que a necessidade de inclusdo ou exclusdo de impurezas
inorganicas na especificacdo de novos farmacos deve ser discutida.*®> No Brasil, as impurezas

inorganicas compdem o rol de substincias exigidas na descrigdo do perfil de impurezas de um IFA.?!

3.2.5.3. Solventes organicos residuais

Os solventes residuais sdo substancias organicas volateis, utilizadas no processo de sintese de
IFA, que ndo sd@o completamente removidas do produto final durante o processo de fabricacao. Essas
substancias ndo geram beneficio terapéutico e, por isso, ¢ importante sua efetiva retirada para que se
atenda as especifica¢des de qualidade previstas ao produto.’¢
A escolha apropriada do solvente para a sintese de um IFA pode aumentar o rendimento ou
determinar algumas de suas caracteristicas, tais como o polimorfismo, a pureza e a solubilidade.*®
Contudo, a presenga de residuos de solvente no produto final ¢ indesejada, principalmente por sua
toxicidade.’” O guia Q3C(R6) do ICH, denominado: guia para solventes residuais, apresenta uma
classificacdo dos solventes quanto ao risco associado a seu uso, dividindo-os em 3 classes:*¢
¢ Classe 1: Solventes a serem evitados (conhecidos como carcinogénicos aos humanos, altamente
suspeitos de serem carcinogénicos aos humanos e solventes danosos ao meio ambiente);
e Classe 2: Solventes de uso limitado (nd3o carcinogénicos a humanos mas possiveis agentes
causais de toxicidades irreversiveis tais como neurotoxicidade e teratogenicidade);
e Classe 3: Solventes com baixo potencial toxico (solventes com baixo potencial toxico a humanos
e nao necessitam de determinagdo dos limites de exposi¢ao.
O guia apresenta também tabelas contendo os limites de exposi¢do dos solventes para as classes 1
(Tabela 2) e 2 (Tabela 3):3¢

Tabela 2: Solventes da classe 1 para produtos farmacéuticos.

Solvente Concentracao limite (ppm) Risco potencial

Benzeno 2 Carcinogénico

Tetracloreto de carbono 4 Toxico e nocivo a meio ambiente
1,2-dicloroetano 5 Toxico

1,1-dicloroetano 8 Toxico

1,1,1-tricloroetano 1500 Nocivo ao meio ambiente
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Tabela 3: Solventes da classe 2 para produtos farmacéuticos.

Solvente PDE (mg/dia)’ Concentracio limite (ppm)
Acetonitrila 4,1 410
Clorobenzeno 3,6 360
Cloroformio 0,6 60
Cumeno 0,7 70
Ciclohexano 38,8 3880
1,2-Dicloroetano 18,7 1870
Diclorometano 6 600
1,2-Dimetoxietano 1 100
N,N-Dimetilacetamida 10,9 1090
N,N-Dimetilformamida 8,8 880
1,4-Dioxano 3.8 380
2-Etoxietanol 1,6 160
Etilenoglicol 6,2 620
Formamida 2,2 220
Hexano 2,9 290
Metanol 30 3000
2-Metoxietanol 0,5 50
Metilbutilcetona 0,5 50
Metilciclohexano 11,8 1180
Metilisobutilcetona 45 4500
N-Metilpirrolidona 53 530
Nitrometano 0,5 50
Piridina 2 200
Sulfolano 1,6 160
Tetrahidrofurano 7,2 720
Tetralina 1 100
Tolueno 8,9 890
1,1,2-Tricloroetano 0,8 80
Xileno 21,7 2170

Quanto aos solventes da classe 3™, considera-se que quantidades residuais de 50 mg/dia ou
menos (correspondente a 5000 ppm) seria aceitavel sem justificativa. Quantidades mais elevadas
também podem ser aceitas desde que sejam justificadas realisticamente quanto & capacidade de

fabricagdo e as boas praticas de fabricag¢io (BPF).*

$ O termo "exposicio diaria permitida" (PDE), do inglés: “permitted daily exposure”, é definido pelo guia Q3C(R6) como a ingestdo
diaria aceitavel de solventes residuais.

** Os solventes de classe 3 ndo apresentam uma tabela especificando a concentragdo limite. S@o eles: 4acido acético, acetona, anisol, 1-
butanol, 2-butanol, acetato de butila, MTBE, dimetil sulfoxido, etanol, acetato de etila, éter etilico, formiato de etila, acido formico,
heptano, acetato de isobutila, acetato de isopropila, acetato de metila, 3-metil-1-butanol, metietilcetona, 2-metil-1-propanol, pentano, 1-
pentanol, 2-propanol, acetato de propila e trietilamina.
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4. Estudos de degradacao forcada (EDF)

Os estudos de degradacdo forcada (EDF), também conhecidos como testes de estresse, sdo
metodologias de estudo que permitem a geragao dos provaveis produtos de degradagao de um IFA, por
meio da exposicdo desta substancia a agentes de estresse, tais como: luz, temperatura, umidade,
substancias oxidantes, acidas, basicas entre outros.>®*°
Com os dados obtidos nos EDF, ¢ possivel desenvolver uma metodologia analitica adequada para

avaliagio da estabilidade intrinseca do IFA, assim como avaliar suas possiveis rotas de degradacdo.>

4.1. Objetivos dos EDF

Os EDF sio conduzidos visando alcangar os seguintes propositos:*
e Identificar e caracterizar os produtos de degradacdo formados;
o [Estabelecer a diferenga entre as impurezas provenientes da degradagdo do IFA com as
impurezas oriundas de outras fontes (p. ex.: impurezas de sintese);
e [Estabelecer uma rota de degradacdo do IFA quando submetido as condi¢des de estresse;
¢ Auxiliar no estudo de problemas de estabilidade do IFA isolado ou quando estiver em

formulacao farmacéutica.

4.2. A importancia regulatoria dos EDF

No ambito internacional, a necessidade dos EDF tornou-se um requisito regulatorio formal no
processo de fabricagdo de IFA no ano de 1993, com a introdu¢do do guia para testes de estabilidade de
novos medicamentos e substancias (Q1A) do ICH.#!#?

Apesar deste ser um marco regulatério para os EDF, ele apresentava apenas informacoes
superficiais sobre os principais aspectos a serem abordados durante um estudo de estresse. Um maior
detalhamento ocorreu apenas em 2006, com o langamento do guia do ICH Q3B — Impurezas em
medicamentos novos. Esse guia, em sua versao atual, [CH Q3B (R2), aborda varios aspectos importantes
para a realizacao de um EDF, como por exemplo, o racional para elaboragao de relatério e controle dos
produtos de degradagdo e a aplicagdo e validacdo dos métodos analiticos (melhor detalhado nos guias
ICH Q2A e Q2B — guias para validagdo analitica).*’

No Brasil, a necessidade dos EDF para IFA foi regulamentada com a publicacdo da RDC n° 45,
de 9 de agosto de 2012 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Esta norma trouxe,
em seu artigo 37, a necessidade de testes de degradacdo for¢ada incluindo: os efeitos da temperatura, da

umidade, da oxidacio, da luz e a susceptibilidade a hidrélise em ampla faixa de valores de pH.>*
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Para os medicamentos, a elaboragdo do perfil de degradacdo contendo substancias ativas
sintéticas, deve seguir o disposto na RDC n° 53, de 4 de dezembro de 2015 da ANVISA. De acordo com
essa norma ¢ necessario que a amostra seja submetida as seguintes condi¢des: aquecimento; umidade;

solucdo 4cida; solugio basica; solugdo oxidante; exposi¢do fotolitica e ions metalicos.®

4.3. Condigoes para o desenvolvimento dos EDF

Apesar da norma sanitaria brasileira apresentar os fatores de estresse a serem aplicados nos EDF,
nao foram encontradas indica¢des da quantidade e tempo de exposi¢do para realiza¢do destes testes. Isto
porque, cada molécula, em fun¢do da sua estrutura quimica, possui um diferente tipo de reatividade
frente as condigdes de estresse. Entretanto, observa-se que em 2005, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) sugeriu um conjunto de parametros mais comuns para estudo de estresse de um IFA, no seu guia
para o registro de medicamentos associados de dose fixa. Esses parametros, reproduzidos na tabela 4,

podem servir como um guia para iniciagdo dos EDF.*

Tabela 4: Condigdes sugeridas pela OMS no protocolo de estudo de estresse para o desenvolvimento
de formas farmacéuticas.*

Fator de estresse Condicoes Concentracio do IFA? Tempo
Calor 60°C 1:1 com o diluente® 1-10 dias
Umidade 75 % UR ou maior Estado solido 1-10 dias
Acido 0,1 M HCI 2:1em 0,1 M de HCI 1-10 dias
Base 0,1 M NaOH 2:1 em 0,1 M de NaOH 1-10 dias
Oxidagao 3% de H202 1:1 em 3% de H202 1-3 horas
Lampada de haletos metalicos,
Fotolise mercurio, xenonio ou lampada 1:1 com o diluente 1-10 dias

) fluorescente UV-B
Ions Metahcos 0,05 mol/L Fe2* ou Cu®* 1:1 coma sc,)l}lg:ao de ion
(opcional) metalicos

*Ao testar a degradabilidade de IFAs combinados, os IFAs devem estar na mesma propor¢ao da forma farmacéutica
® Em cada caso, o diluente é um excipiente ou todos os excipientes na formulagio na mesma proporgdo como na formulagdo. Outros indices de diluente
também podem ser apropriados, por exemplo, a propor¢do aproximada em que a droga e os excipientes serdo utilizados numa formulagao.

1-10 dias

E importante destacar que os EDF ndo devem promover a completa degradagio do IFA. O intuito
¢ causar degradacdo em uma extensao suficiente (normalmente de 10% a 30%) para avaliagao dos efeitos
do estresse sem descaracterizar a amostra por uma degradagio excessiva.’’ "Essa consideracdo é
importante, pois se a condicdo de degradacdo for muito severa, os produtos de degradacdo podem ser
muitos diferentes. Em um estudo de degradacdo forgada por oxidacdo, por exemplo, Garg e

colaboradores (2010) adicionaram 1 mL de peréxido de hidrogénio (0,3%) a uma solugdo de fentanila

"Segundo a RDC n° 53/2015, os testes devem promover uma degradagio superior a 10% (dez por cento) e inferior aquela que levaria &
degradagdo completa da amostra, comprometendo o teste.
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(34) em acetonitrila com concentracao de 500 pg/mL. Posteriormente, as amostras foram analisadas por
CLAE/EM nos tempos de 0, 2, 4, 6, e 24 h até que cerca de 10% de degradacdo da amostra fosse
alcancada. Os resultados demonstram que houve apenas a formagao dos isdmeros Cis (35) e trans (36)
do n-6xido de fentanila (Figura 7).*> J4 em um estudo de degradagio convencional, Qi et al. (2011),
adicionaram 50 mL de uma solugdo de peroxido de hidrogénio 0,2 mol/L a solu¢des aquosas de 5 mL
de cloridrato de fentanila (10 mg/mL). Em seguida, as amostras foram submetidas a uma agitacdo na
taxa de 1320 rpm por um tempo maximo de lh, degradando 53% da amostra inicial. Os resultados
obtidos pela analise de CG/EM detectaram apenas a presenca da N-fenilpropanamida.*® Mesmo com
objetivos e abordagens diferentes, a comparagao dos resultados nos permite visualizar a diferenca dos
produtos gerados na degradacdo oxidativa de um mesmo substrato pelo mesmo agente oxidante,

ratificando a importancia da correta defini¢do dos parametros dos ensaios de degradagao.

35 36

Figura 7: Estruturas propostas para o EDF por oxidagdo da fentanila (34) realizado por Garg e

colaboradores (2010): cis-n-6xido de fentanila (35) e trans-n-6xido fentanila (36).*

4.4. Estratégias para selecao das condicdes dos EDF e analise dos produtos de degradacao

A metodologia de geracdo e caracterizagdo dos produtos de degradacao pode se tornar um
exercicio arduo, pois a escolha das condi¢des de degradacdo devem ter a méxima correlacdo com as
condicdes de estresse encontradas no processo de fabricacdo, assim como, deve fornecer amostras
representativas para o desenvolvimento do estudo de estabilidade do IFA e do produto acabado.***°Além

disso, as técnicas analiticas devem permitir a identificacdo, quantificagdo e caracterizacdo de todos
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produtos formados. Diante disso, sdo apresentados alguns passos que podem ser seguidos para obtengao

de sucesso na escolha das condic¢des de degradacdo e andlise dos produtos formados:

4.4.1. Coleta de informacdes sobre as propriedades quimicas e fisico-quimicas da
molécula:

Neste primeiro passo devem ser coletadas informacgdes bésicas do IFA, tais como, temperatura
de fusdo e ebulicdo, pKa e solubilidade em diversos solventes. Essas informagdes serdo muito teis na
defini¢do dos agentes de estresse e na definicdo das metodologias de analise.’®*° A pesquisa em base de

dados especializadas, como por exemplo o SciFinder®, pode ser muito util na defini¢io desse fatores.*’

4.4.2. Predi¢io do comportamento degradativo

Essa etapa permite identificar os grupos funcionais mais ldbeis de um IFA, assim como, as partes
menos reativas e os analogos mais estaveis de uma molécula em estudo. Com isso, o analista podera
avaliar um indicador de estabilidade mais eficiente para uma determinada condi¢do de estresse.*® J4
existem algumas compilagdes que trazem diversos exemplos de processos degradativos dos IFA, como
por exemplo, o livro “Organic Chemistry of Drug Degradation”.*’ Esses dados podem servir como base
para predicdo do comportamento degradativo por meio de uma avaliagdo comparativa entre os dados
compilados e a estrutura molecular de um IFA.* Além disso, h4 o desenvolvimento de ferramentas in
silico, como por exemplo o Zeneth®, que podem gerar um perfil de degradacao de pequenas moléculas
antes de uma avaliacdo experimental. Em um estudo de “Benchmark™ dessa ferramenta, Kleimanm e
colaboradores (2014) avaliaram a formacdo dos produtos de degradagdo de 27 pequenas moléculas
quando submetidas aos EDF ¢ a estudos de estabilidade. Eles verificaram que, utilizando a base de dados
mais atual (2012.2.0) do programa, foi possivel identificar 54% (em média) dos produtos de degradagdo

formados, em relacdo as informagdes dos EDF fornecidos pelos fabricantes dos IFA.*3

4.4.3. Separacio, identificacio e caracterizacio dos produtos formados

As técnicas cromatograficas sao os métodos mais utilizados para separagdo dos produtos de
degradacio, dentre elas destaca-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia, CLAE.?®* Para realizar a
identificacdo e caracterizagdo, utilizam-se técnicas cromatograficas com detectores acoplados
(hifenadas), tais como: CG-EM, CL-EM, CL-UV, CL-RMN E CL-EM.*’ Um exemplo do uso dessas
técnicas, pode ser observado no trabalho de Kaushik e colaboradores (2016), no qual foi realizado um

EDF do Azilsartan (Figura 8), de acordo com as diretrizes previstas nos guias do ICH, com o objetivo
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de identificar e caracterizar os produtos de degradacao formados. Por meio da analise de CL-UV, os
pesquisadores conseguiram identificar a presenca de 4 produtos de degradagcdo formados durante as

degradagdes 4cida e basica (Figura 9).°!

A AzL
Figura 9: Cromatogramas de CL-UV
L apos o EDF - (A) AZL degradado em HCI
. 0,1 M e (B) AZL degradado em NaOH 0,1
M, segundo Kaushik e colaboradores

e R X 2016, com adaptagdes.’!

No processo de caracterizagao, Kaushik e colaboradores utilizaram como técnica analitica a CL-
EM-TOF. Os espectros de massa de AZL, de cinco estagios (MS?), foram registrados para descrever o
padrdo de fragmentacdo da molécula, visando auxiliar a caracterizagdo dos produtos de degradacao. Na
discussdo dos resultados, os autores compararam: o padrio de fragmentacao de massas do AZL (37)
(apresentado parcialmente no esquema 8) e as massas de seus produtos de degradacdo. Para o produto
de degradacao I, por exemplo, foi observado seu ion molecular apresentava um sinal m/z 207,0756 (40)
0 que poderia sugerir uma estrutura correlata a um dos produtos de fragmentacdo do quinto estagio de
m/z 207,0913 (42). No entanto, por meio da verificagdo da massa acurada e do padrdo de fragmentagao
do produto de degradacao I (esquema 9), os pesquisadores concluiram que se tratava de outra estrutura:
o 4cido 2-etoxibenzimidazol-7-carboxilico (41).°!

Por ltimo, destaca-se ainda que na elucidacao estrutural dos produtos de degradacdo de um IFA,
podem ser utilizadas técnicas adicionais de andlise, como por exemplo, a Ressondncia Magnética

Nuclear — RMN de 'H e '3C.%?
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Esquema 8: Proposta de mecanismo de fragmentagdo do AZL (37) inicialmente apresentada
para a formagao do produto com m/z = 207,0913 (41), segundo Kaushik e colaboradores 2016, com
adaptagdes.”!

0 o) ?
I, H,C=CH, N
OH2 _l, _L,
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(m/z =207,0756) (m/z =189,0643) (m/z =161,0333)

Esquema 9: Proposta de mecanismo de fragmentacdo produto de degradacdo I (acido 2-
etoxibenzimidazol-7-carboxilico) (42), segundo Kaushik e colaboradores 2016, com adaptagdes.!
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4.4.4. Proposicao de uma rota de degradacao

Para um completo entendimento do processo de formacdo dos produtos de degradagdo em
diversas condigdes de estresse, ¢ importante a apresentacdo de uma proposta de rota de degradagdo que
justifique a formagado dos produtos. O entendimento dessa rota permite uma completa compreensao dos
modelos de degradacdo a que estdo sujeitos a substdncia em estudo e possivelmente do grupo de
substancias correlatas a ela.*** Zhang e colaboradores, por exemplo, observaram que 02 produtos de
degradacdo da hidrocortisona (45) sdo isomeros geométricos (47 ¢ 48) obtidos por uma rota de
degradacgdo idéntica. A rota proposta segue um modelo conhecido como “rearranjo” de corticosteroides

com catalise acida de Mattox (Esquema 10).

Esquema 10: Rota de degradagdo da hidrocortisona (45) para a formacao dos isomeros Z (47) e
E (48).>
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5. Polimorfismo

A maioria dos IFA ¢ fornecida aos pacientes na forma sélida em formas farmacéuticas orais, tais
como os comprimidos e as capsulas.’**® Via de regra, essas substancias sio obtidas por processos de
cristalizacdo, nos quais as impurezas sdo rejeitadas na 4gua-mie e a forma sélida desejada é obtida.>®
Devido ao polimorfismo, um mesmo farmaco pode cristalizar em formas cristalinas distintas e, com isso,
alterar algumas de suas propriedades, tais como: solubilidade, biodisponibilidade, higroscopicidade,
compressibilidade, entre outros.* Nesse cendrio, observa-se que a compreensio dos fatores que
envolvem a formacdo e caracterizagdo dos polimorfos torna-se importante no processo de
desenvolvimento de um IFA, pois a producao de um polimorfo indesejado, pode influenciar na

qualidade, seguranca e eficicia do produto final.>®

5.1. Tipos de apresentacdes do estado sélido
5.1.1. Formas cristalinas e formas amorfas

Os IFA podem se apresentar, quando em estado s6lido, nas formas cristalinas ou amorfas. Os
solidos cristalinos possuem um arranjo peridédico dos seus atomos, ions ou moléculas, constituido por
celas unitarias que se repetem de forma translacional (Figura 10). As células unitarias sdo caracterizadas
por seis parametros de rede: trés eixos cristalograficos (a, b e ¢) e trés angulos formados por esses eixos
(o, B e y). A combinagdo desses parametros forma diferentes tamanhos de células unitarias, as quais
podem ser agrupadas em setes tipos basicos de arranjos: cubico, tetragonal, ortorrdmbico, hexagonal,
monoclinico, triclinico e romboédrico (trigonal) (Figura 11).575% Além disso, existem quatro tipos celas
bravais:

e Primitiva (p) — todos as unidades estruturais estdo nos vértices da cela unitaria;

e C(entrada (I)- as unidades estruturais estdo nos vértices e também no centro da cela
unitaria;

e Base centrada (C) — as unidades estruturais ocupam os vértices € também o centro de uma
das faces e;

e Face centrada (F) — Além dos vértices, ha unidades estruturais no centro de todas as faces
da cela unitéria.

A combinagdo dos sete sistemas cristalinos com os quatro tipos de celas bravais ddo origem a

somente quatorze tipos de reticulos cristalinos, especificados na Tabela 5.8
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Célula unitaria

Reticulo cristalino —m

Figura 10: Representagdo esquematica do reticulo cristalino e da cela unitaria.>’
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Figura 11:Representacio dos sete tipos de sistemas cristalinos (redes bravais). >’

Tabela 5: Combinagao dos sistemas cristalinos com as células bravais.58

Sistema Primitiva Centrada Base centrada Face Centrada

Cristalino @P) @ © (F)
Cubico X X X
Hexagonal X
Tetragonal X X
Romboédrico X
Ortorrombico X X X X
Monoclinico X X
Triclinico X

Os solidos amorfos ndo apresentam uma ordenacdo espacial a longa distancia. Quando
comparados aos sélidos cristalinos, tendem a ser mais energéticos e, por isso, normalmente apresentam
maiores solubilidade e taxas de dissolugdo.’” Nessa perspectiva, Choi e colaboradores apresentaram um
estudo para aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade do itraconazol, um firmaco de baixissima

solubilidade. Na formulagao final, eles obtiveram um s6lido no estado amorfo que , apds testes em ratos,
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apresentou uma biodisponibilidade cerca de oito vezes em relacdo ao maior em relacao ao itraconazol
cristalino (Figura 12). Apesar de o exemplo citado ter apresentado um bom resultado quanto a
biodisponibilidade, ¢ preciso lembrar que os sélidos amorfos apresentam menor estabilidade quimica e
fisica, o que leva a uma menor utilizagdo em formula¢des devido a sua tendéncia a cristalizagdo e/ou

degradagdo.’’

1000 1
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'
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Concentragio de itraconazol (ng/ml)

400
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Figura 12: Perfis de concentragdo plasmatica por tempo da droga apds a administracdo oral do
itraconazol po (9 e da emulsao solida (m) na dose de 10mg/kg de itraconazol em ratos. Cada valor

representa a média + D.P. (n=6), segundo Choi e colaboradores (2012), com adaptagdes.>®

5.1.2. Soélidos formados por multicomponentes

Além das formas cristalinas e amorficas, podem se apresentar também nas formas de solvatos,

sais e cocristais (Figura 13).%7

Polimorfos Amorfo

l.l. g Moléculado IFA
' ' - - Moléculado IFA carregada
a8es .... = @ voléculado solvente
l et @ contraion
il i .'.' s S Moléculado coformador
Solvato Sal Cocristal

Figura 13: Representa¢do esquematica dos varios tipos de formas solidas.>’
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Os solvatos sdo formados por moléculas do solvente agregadas a rede cristalina por meio de
interacdes supramoleculares. Os solventes podem ser aprisionados fisicamente pelo cristal ou absorvidos
por regides desordenadas do cristal. Quando o solvente incorporado a rede cristalina do IFA for a agua,
o sélido ¢ denominado de hidrato. E importante observar que alguns autores consideram os solvatos e
os hidratos como pseudopolimorfos, tendo em vista que muitos deles sao formados durante o processo
de cristaliza¢o.%°

Os sais sdo formados por meio de processos de cristalizagdo dos IFAs com 4cidos e bases, nos
quais ocorre uma transferéncia de carga (contra ion) dessas substincias para o produto final.*°

Os cocristais sdo materiais s6lidos com uma Uunica fase cristalina formados por dois ou mais
compostos 10nicos e/ou moleculares, geralmente em proporcdo estequiométrica, os quais nao siao
solvatos ou sais simples.®!

O uso de sistemas multicomponentes em IFA, especialmente os cocristais, tem se apresentado
como uma estratégia efetiva para a resolucao de problemas durante o processamento do fairmaco na
fabricacdo de medicamentos.®? Karki e colaboradores (2009), por exemplo, demonstraram uma melhoria

na compressibilidade do paracetamol na fase I (polimorfo monoclinico) por meio de formacao de

cocristais desse IFA com outras substancias organicas (figura 14),6%63.64

Figura 14: Micrografias de comprimidos feitos de: a) paracetamol na forma I, b) cocristal
paracetamol + teofilina, ¢) cocristal paracetamol + naftaleno e d) cocristal paracetamol + acido oxalico.
O comprimido (a) apresenta mé formacao devido a um empacotamento inapropriado das moléculas da
rede cristalina do IFA, enquanto que as estruturas nos cocristais sdo passiveis de deformagao durante a
formagdo dos comprimidos.6%63

5.2. Fatores que influenciam na preparacio de Formas Cristalinas

No processo de preparacao de s6lidos, diversas metodologias podem ser utilizadas para obtengao
de diferentes polimorfos de um IFA, tais como: cristalizacdo a partir de um solvente ou misturas de
solventes, alteracdo do pH da solugdo, secagem, moagem, etc. De forma geral, um grande niimero de
experimentos ¢ realizado, variando-se paradmetros como, solvente, concentracdo, temperatura, taxa de
resfriamento, entre outros.’’ Bag e colaboradores, por exemplo, relataram em seu trabalho a preparacio
seletiva das formas I e II do 4cido acetil salicilico (49), a partir de uma mesma amostra comercial, ao
otimizar condi¢des de solvente e temperatura, usando o método de evaporacao rapida, sem a adigdo ou

aumento no niveis do anidrido de aspirina (Esquema 11). &
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Esquema 11: Esquema de formacao dos polimorfos I e II da aspirina (49) a partir de solugdes
de aspirina em acetona (a 50 °C) e diclorometano (a 5 °C), respectivamente.®’

A cristalizacdo a partir de solugdes ¢ a metodologia mais utilizada na sintese de IFAs. Sua
primeira etapa, denominada nucleagdo, envolve a formagdo dos primeiros cristais em uma solugao
supersaturada, dando inicio a separacdo de fases. A relagdo entre a supersaturacao e a cristalizagdo leva
auma representagdo da zona metaestavel, representada em um grafico de solubilidade/supersolubilidade
(Figura 15), onde a nucleagdo espontanea nio ocorre, sendo necessario, por exemplo, a adicdo de

sementes (cristal na forma desejada) para que ocorra a cristaliza¢do.”’
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Figura 15: Representacdo grafica da zona metaestavel, segundo Prado e Rocha (2015), com

adaptagdes.’’

A segunda etapa envolve o processo de crescimento dos cristais, sendo que sua taxa de
crescimento depende das condi¢des experimentais utilizadas, como por exemplo, taxa de resfriamento,
taxa de agitacdo, velocidade de remocdo do solvente e pH. Além disso, distintas taxas de crescimento
podem gerar cristais morfologicamente diferentes alterando o processo de formagdo do produto

desejado.”’

5.3. Caracterizacio e Avaliacio de Formas Cristalinas

Diversos métodos podem ser empregados para a identificagdo e caracterizagdo de polimorfos,

tais como os cristalograficos, espectroscopicos, térmicos e microscopicos. As técnicas analiticas
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comumente utilizadas para caracterizagdo de polimorfos incluem: Difracdao de raios X de p6 - PXRD,

difracdo de raios X de monocristal, calorimetria diferencial exploratéria, termogravimetria,

espectrometria no IV proximo, médio, distante (Tera Hertz) e Raman, ressondncia magnética no estado

solido, microscopia de luz polarizada, microscopia eletronica de varredura e termomicroscopia. A tabela

6 apresenta as principais caracteristicas de algumas dessas técnicas.’’

Tabela 6: Principais carateristicas de algumas técnicas analiticas utilizadas na caracterizacdo de
polimorfos: Difragdo de raios X de po, difracdo de raios X de monocristal, calorimetria diferencial

exploratdria e termogravimetria.

57

Técnica Analitica Informacoes Vantagens Desvantagens/Dificuldades
Difracdo de raios X de -Informagao - Nao destrutivel - Orientagao preferencial
(PXRD) estrutural

Difracao de raios X
monocristal

Calorimetria
exploratdria (DSC)

Termogravimetria

- Picos de difragao
unicos para formas
cristalinas

- Halo para amorfo

-Informacao
estrutural

- Resolucao de
estruturas cristalinas

- Temperatura de
transicao vitrea de
cristalizacdo e
de fusdo,

capacidade
calorifica, calor

cristalizacao
- Interagdes IFA-IFA
IFA-excipiente

-Transi¢des
envolvendo ganho ou
perda de massa

- Anélise quali- e
quantitativa

- Nao destrutivel

-Pequena
quantidade de
amostra

- Andlise quali
€ quantitativa

-Pequena
quantidade de
amostra

- Anélise quantitativa

- Requer um monocristal de
boa qualidade

- Destrutivel

- Destrutivel

O padrao de difracdo de Raios X de p6 (PXRD) é considerado como gold standard para a

obtengdo de informagdes sobre a estrutura cristalina (impressdo digital cristalina) para pequenas

moléculas orginicas. Porém, em alguns casos, ndo ¢ possivel diferenciar diferentes fases no estado

solido. Um exemplo de limitacao da técnica pode ser visto em um trabalho de Karpinski (2006). Nesse

trabalho, ele analisa, por PXRD, a estrutura cristalina de diferentes solvatos de sais de malonato de um
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determinado IFA. Os resultados obtidos demonstram que os padroes de PXRD sdo claramente

indistinguiveis, impedindo a diferencia¢do dos diferentes solvatos sintetizados (figura 16).°

Intensidade

Figura 16: Padroes de PXRD para os diferentes solvatos de sais de malonato do IFA6. De cima
para baixo: a- Tetrahidrofurano + acetato de etila, b - tetrahidrofurano, ¢ - acetato de etila, d —
acetona, € — propano-2-ol e f — etanol, segundo Karpinski (2006), com adaptagdes-*°

A avaliagdo por cristalografia de raios-X de monocristal fornece um parecer final para
identificagdo das fases cristalinas, pois permitem obter dados sobre o empacotamento, a conformagao

das moléculas e suas interagdoes. Contudo, a necessidade de obtencdo de monocristais com elevada

qualidade pode dificultar sua execugio.’’

O uso de outras técnicas vai depender basicamente das caracteristicas que se quer observar no
IFA produzido. Nesse sentido, ¢ importante observar que apesar do grande nimero de técnicas para

identificacdo e caracterizacdo de polimorfos, geralmente uma ou duas sao utilizadas rotineiramente no

controle de qualidade de um IFA.%’
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6. Resultados e Discussao

6.1. Sintese dos materiais de partida

Segundo a RDC n°. 69/2014 da ANVISA, entende-se como material de partida uma substancia
quimica utilizada na produ¢do de um insumo farmacéutico ativo, que ¢ normalmente incorporada como
importante fragmento estrutural ao IFA. Segundo essa norma, ¢ importante que sua estrutura quimica,
propriedades e caracteristicas fisicas e quimicas, assim como o perfil de impurezas estejam bem
definidos.?

Considerando a metodologia de sintese (vide item 3.2.3.1), escolhemos como materiais de
partida: a enamina (nome quimico: 4-(ciclohex-1-en-1-il)morfolina, comumente conhecida como 1-
morfolinociclohexeno (24), e o acido crotonico (51) (acido (E)-but-2-noico). Pois ambas as substancias
contribuem estruturalmente na formagao do produto final. Além disso, foi realizada a caracterizagdo do
cloreto acido (19) (cloreto (E)-but-2-enoila), conhecido comumente como cloreto de crotonila, pois essa
substancia ¢ um dos reagentes iniciais da sintese da 6-0xo.

Apesar de todas as substancias serem disponiveis comercialmente, optamos por realizar a sintese
da enamina e do cloreto acido, com o intuito de conhecer os fatores que possam influenciar nas

especificagdes de impurezas destes insumos.

6.1.1. 1-morfolino-ciclohexeno (MCE)

A sintese da 1-morfolino-ciclohexeno (MCE) (24) utilizada nesse trabalho foi baseada no
processo descrito por Hiinig e colaboradores.®” Esse procedimento consiste na reagdo da ciclohexanona
(18) com a morfolina (50), na presenga de um catalisador acido, utilizando tolueno como solvente
(Esquema 12). Contudo, em vez de usar o &cido p-tolueno sulfénico como catalisador acido, foi utilizado
um fluoropolimero em estado solido, contendo grupos acidos do tipo -SO3H, denominado Nafion®
(figura 17).%® Esse catalisador, além possuir boa estabilidade quimica, é insolavel em tolueno e em meio

aquoso, o que facilita sua remocdo durante o processo.*

(:\I\ HN/\ Nafion O\N A v O

PhCHs , A bo

Esquema 12: Rota de sintese da 1-morfolino-ciclohexeno.

_[(?FCFZ)](CFZCFZ)m]_

OCF,CFOCF,CF,SO3H

|
CF3

Figura 17: Estrutura do polimero sulfonado Nafion®.%®
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6.1.1.1.1. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Na anélise do cromatograma, obtido por CG-EM (Figura 18), nota-se que hd um pico em 9,75
minutos (¢) correspondente a enamina, € outros dois em 5,05 minutos (b) e 3,60 minutos (a), que foram
atribuidos a ciclohexanona e a morfolina, respectivamente. As trés substancias foram identificadas pelos
valores dos seus ions moleculares. Além disso, realizou-se a comparagdo de seus padrdes de
fragmentagdo (figuras 19, 20 e 21) com a base de dados do NIST** instalada no software do cromatografo
gasoso (Lab solution versdo 1.01).

O célculo da area percentual demonstrou que a MCE apresenta uma pureza aproximada de 95,0
%. Contudo, entendemos que ela pode ser maior, pois parte da MCE pode ter sido hidrolisada durante a

analise.
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Figura 18: Cromatograma por CG-EM: (a) morfolina; (b) ciclohexanona e (¢c) MCE.
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Figura 19: Espectro de massa por impacto de elétrons da MCE.
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Figura 20: Espectro de massa por impacto de elétrons da ciclohexanona.

# Wiley Registry 9th Edition/NIST (National Institute of Standards and Technology) 2008 Mass Spectral Library

m/z
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Figura 21: Espectro de massa por impacto de elétrons da morfolina.

6.1.1.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Nos dados espectroscopicos de RMN 'H a 600 MHz em CDCIs (Figura 22), podemos notar a
presenga de dois multipletos, nas regides em 1,53 a 1,58 ppm e 1,65 a 1,71 ppm, ambos integrados para
2 hidrogénios, que foram atribuidos aos grupos metileno mais blindados da molécula (posi¢des 1 e 2).
Na regido entre 2,02 e 2,10 ppm, observamos a presen¢a de um multipleto, integrado para 4 hidrogénios,
atribuido aos metilenos alilicos (posi¢des 3 e 6). O proximo multipleto, na regido de 2,72 a 2,81 ppm,
integrado para 4 hidrogénios, foi atribuido aos metilenos vicinais ao nitrogénio (posi¢des 8 e 12). Os
dois grupos metilenos mais desblindados, vizinhos ao oxigénio, apresentam-se como um multipleto
localizado na regido de 3,71 a 3,75 ppm. Por ultimo, o multipleto de campo mais baixo (4,66 a 4,69
ppm) foi atribuido ao hidrogénio vinilico na posigao 5.

Os outros sinais no espectro foram atribuidos aos hidrogénios dos grupos metileno da morfolina

(entre 2,8 e 3,7 ppm) e da ciclohexanona (entre 1,7 e 2,4 ppm), impurezas presentes na amostra.
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Figura 22: Espectro (RMN 'H, 600 MHz, CDCls) da 1-morfolinociclohexeno (MCE).
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6.1.2. Acido Crotonico (acido (E)-but-2-enoico)

O 4cido crotonico (51) foi obtido comercialmente e caracterizado por RMN 'H e *C. Além disso,

utilizou-se a cromatografia gasosa a acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) para avaliar a

presenga de impurezas.

HOM

51

Figura 23: Estrutura molecular do acido crotonico.

6.1.2.1.1. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Na andlise do cromatograma, obtido por CG-EM (Figura 24), nota-se que ha apenas um pico em

4,4 minutos, correspondente ao acido crotdnico, segundo o espectro de massas na Figura 25. Contudo,

observa-se que a amostra apresentou um pico muito largo, o que foi atribuido a elevada polaridade da

molécula. Sendo assim, optou-se por fazer um processo de derivatizagdo, visando melhorar suas

propriedades cromatograficas e identificar a presenca de impurezas na amostra.”

Figura 24: Cromatograma por CG-EM do acido crotonico (AC).
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Figura 25: Espectro de massas por impacto de elétrons do acido crotonico.
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De forma geral, a derivatizacao usualmente € feita por substitui¢cdes na funcdo polar da molécula,

onde as reagdes mais comuns sdo a alquilagio, acilacdo e a sililagdo.”® Neste trabalho, utilizou-se um

agente de sililagio denominado: N,O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida — BSTFAY (Figura 26).

$$ Reagente para derivatizacdo por CG adquirido na empresa Sigma Aldrich - lote: BCBX5504, pureza:

99,6 %
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Contudo, antes dos testes iniciais, realizou-se a anélise do BSTFA por CG-EM, utilizando-se acetonitrila
como solvente. Os resultados mostraram dois picos (Figura 27): o primeiro em 4,4 min (97,1 %),
atribuido ao BSTFA (vide espectro de massas, Figura 28, letra a) e o segundo em 4,6 min (2,9 %),
atribuido a um componente nao identificado presente no reagente derivatizante (m/z 159, Figura 28, letra

b). Apesar disso, o reagente foi utilizado nos testes de derivatizagdao do acido crotonico.
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Figura 26: Estrutura molecular do BSTFA (52).
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Figura 27: Cromatograma por CG-EM do BSTFA (a- BSTFA e b- componente desconhecido).

73
a
188
5059 ) 86 190 120 147 176 | o 242 257
|\'|F|"|f|\|\|\||Hll|\|||‘||H|||||||'|E||H Ii\lll‘l\lll\lll‘lll\ill\k‘l\l\l”\l!\Hl‘\Il\l"\l‘”lllll‘ll”l||||IIIH|||\|||‘||H]l|\1[||||||l|I‘lll\lll\ll\HI‘HH]HU‘H”|||\|||HII\|\l‘|H\l'\II\iHI||||||||||||||HIHH‘ITH'THI}H"'I||||||H|l|\|‘|\|\|\"\‘ll\\ll\\lllTFIlIII||l||1‘|\|\|\|\|‘
30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310
nm/z
137
142
| | 1 | | NN l ig
i|||||||||]|||IW]I]I\II\I[[Ifllilllllll|||T|WT|T]|T]|Wf\[fffllflilllllllIilT}lW]IW]IWII\IIf[lfl[[lilllllll|i|1]]1]|1]|1fT‘f\fll
40 100 110 120 130 140 150 160
m/z

Figura 28: Espectro de massas por impacto de elétrons: a — BSTFA e b — componente ndo

identificado.
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Nos testes iniciais, foram preparadas solugdes supersaturadas de acido crotonico em BSTFA.
Tais solugdes foram submetidas a centrifugacao (1400 rpm) por 10 minutos. Logo apds uma aliquota do
sobrenadante foi dissolvida em acetonitrila e analisada por CG-EM. Os resultados mostraram apenas os

picos dos reagentes iniciais, indicando que ndo houve reagao (figura 29).

T T T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tempo de retengio (min)

Figura 29: Cromatograma por CG-EM: a-acido crotonico e b- BSTFA.

Considerando que o BSTFA pode formar trialquilsilil derivados em condi¢des moderadas de
reagdo’!, dissolveu-se uma pequena quantidade de 4cido croténico (1 mg) em 4 mL de BSTFA, visando
derivatizar toda a massa de acido crotonico. A reacdo foi mantida a 60 °C, em frasco Schlenk, por 1h.
Depois, a solugdo foi transferida para um frasco Eppendorf e submetida a centrifugacao (1400 rpm) por
10 minutos. Observou-se que ao final da centrifuga¢ao nao havia qualquer sélido decantado na amostra.
Para avaliar a efetividade da derivatizacdo, uma aliquota do produto foi diluida em acetonitrila e
analisada por CG-EM.

Segundo a literatura consultada, o resultado esperado nas reagdes de sililacdo de acidos
carboxilicos ¢ a substituicdo do hidrogénio labil pelo grupo trimetilsilil.”%’! No cromatograma da
amostra derivatizada (Figura 30) observa-se que, além do pico do BSTFA e de seu componente
desconhecido, ha apenas um pico em 5,7 minutos, com m/z 158 (Figura 31). Esse sinal foi atribuido ao
composto trimetilsilil (E)-but-2-enoato (Figura 32), demonstrando que a derivatizagao foi efetiva. Além

disso, nao foi possivel identificar outras impurezas na amostra.

JTIC

Figura 30: Cromatograma por CG-EM do AC derivatizado com BSTFA: a- BSTFA (4,4 min.), b-

componente desconhecido do BSTFA (4,6 min) e ¢ — produto derivatizado (5,7 min.).
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Figura 31: Espectro de massas por impacto de elétrons do derivado do acido crotonico (m/z 158).

Figura 32: Estrutura molecular da substancia trimetilsilil (E)-but-2-enoato.

6.1.2.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Nos dados espectroscopicos de RMN 'H a 600 MHz em CDCls (Figura 33), observa-se em 1,92
ppm a presen¢a de duplo dupleto (J = 6,9 e 1,8 Hz), integrado para 3 hidrogénios, referente ao
acoplamento do grupo metila com os hidrogénios da dupla ligacdo. Em 5,86 ppm, observa-se um duplo
quarteto (dq, J = 15,5 e 1,7 Hz) referente aos acoplamentos do grupo CH, vicinal a carbonila, com
hidrogénio na posicdo trans (3J) e com grupo metila (4J). Por ultimo, nota-se outro duplo quarteto em
7,1 ppm referente aos acoplamentos do grupo CH, na posig¢do 2, com o grupo metila (3J) e com o grupo

CH (4J) na posicdo 3.
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Figura 33: Espectro (RMN 'H, 600 MHz, CDCl3) do 4cido crotdnico (AC).
37



6.1.2.1.3. Ressonincia Magnética Nuclear de carbono (RMN 13C)

Nos dados espectroscopicos de RMN *C a 151 MHz em CDCls do 4cido crotonico (Figura 34),
sao observados todos os sinais esperados para a molécula. Em 6=172,4 ppm tem-se um sinal relativo ao
carbono da carbonila. Em 8=147,5 ¢ 122,2 ppm foram observados, respectivamente, os sinais dos
carbonos vinilicos das posi¢des beta e alfa a carbonila. Por tltimo, em d=18,1 ppm nota-se o sinal do

carbono mais blindado da molécula, o qual foi atribuido a metila na posigao 1.

18.1[1]

172.2 [4]
147.5[2]
—122.2[3]
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Figura 34: Espectro (RMN 3C, 151 MHz, CDCl3) do 4cido croténico (AC).

6.1.3. Sintese do cloreto de crotonila (CC)

O cloreto de crotonila (19) foi preparado conforme método descrito por Mahajan e Resck (1997)
(Esquema 13).2! Nesse procedimento, foram utilizados os reagentes 4cido crotonico (51) e cloreto de
tionila (54), na presenga de cloreto de cobre II, enxofre e hidroquinona. Sendo que esses ultimos trés

reagentes tém o objetivo de evitar a polimerizacao radicalar do cloreto de crotonila formado durante a

sintese. Ao final, o produto foi purificado por destilagdo (115-119 ‘C).
1. CuCl,, enxofre e}

O O . .
I hidroquinona

2- destilagdo
19

51 54

Esquema 13: Rota de sintese do cloreto de crotonila (19).
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6.1.3.1.1. Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Nos dados espectroscopicos de RMN 'H a 600 MHz em CDCIs (Figura 35), observamos em 2,00
ppm a presen¢a de duplo dupleto (J = 7,0 e 1,8 Hz), integrado para 3 hidrogénios, referente ao
acoplamento do grupo metila com os hidrogénios da dupla ligacdo. Em 6,10 ppm, temos a presenca de
um duplo quarteto (dq, J = 15,1 e 1,7 Hz) referente aos acoplamentos do grupo CH, vizinho a carbonila,
com hidrogénio na posi¢do trans (3J) e com grupo metila (4J). Por ultimo, observa-se outro duplo
quarteto em 7,25 ppm, referente aos acoplamentos do grupo CH na posi¢io 4, com o grupo metila (3J) e
com o grupo CH (4J) na posicdo 3.

5 (dd)

4 (dq) 3 (d 2.00
T T
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Figura 35: Espectro (RMN 'H, 600 MHz, CDCI3) do cloreto de crotonila (CC).

6.1.3.1.2. Ressonincia Magnética Nuclear de carbono (RMN 13C)

Nos dados espectroscopicos de RMN *C a 75 MHz em CDCls do cloreto de crotonila (Figura
36), observam-se todos os sinais esperados para a molécula. Em 6=165,7 ppm observa-se um sinal
relativo a carbonila do cloreto acido. Em 6=152,8 e 127,8 ppm podem ser notados, respectivamente, os
sinais dos carbonos insaturados das posi¢des beta e alfa a carbonila. Por ultimo, em 6=18,4 ppm tem-se

o sinal do carbono mais blindado da molécula, o qual foi atribuido a metila na posigao 5.
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Figura 36: Espectro (RMN '3C, 75 MHz, CDCI3) do cloreto de crotonila (CC).

6.2. Conclusoes

Os dados de CG-EM e RMN 'H da MCE indicam a presenca de duas impurezas: a morfolina e a
ciclohexanona. Essas impurezas ndo se apresentam como entrave para execu¢do da sintese, pois elas
podem ser geradas no proprio meio reacional, devido a elevada susceptibilidade a hidrolise inerente a

enamina. Dessa forma, entende-se que a MCE sintetizada possui qualidade satisfatoria para utilizagdo

na sintese da 6-oxo.
Os dados de CG-EM (por analise direta e derivatizada), RMN 'H e *C do 4cido crotdnico nio

demonstraram a presenga de impurezas que pudessem influenciar na sintese do cloreto de crotonila, o

qual foi caracterizado por RMN 'H e *C.
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6.3. Desenvolvimento da sintese da 6-0xo0

Conforme descrito no item 3.2.3.1 (selecdo da rota para a sintese da 6-0x0), o processo de sintese
escolhido para o desenvolvimento apresentava como principal dificuldade a etapa de destilagao a pressao
reduzida (110-120 °C/0,5 Torr). Diante disso, em um primeiro momento, optou-se por retirar essa
operacdo unitdria e seguir a mesma rota sintética somente com uma Unica etapa de purificagdo do
produto, a cristalizagdo. Além disso, preferiu-se fazer uma redugdo de escala em 70 %, visando o uso
econOmico de reagentes durante as etapas iniciais de desenvolvimento (Tabela 7). Outra modificagdo foi
a utilizacdo de diclorometano (DCM) anidro em vez de cloroférmio anidro na primeira etapa, tendo em
vista que 0 DCM possui um limite residual 10 vezes maior do que o cloroférmio (vide tabela 3 do item
3.2.5.3). Nas diversas tentativas de execu¢ao dessa metodologia, sempre se obteve um 6leo marrom, que
nao cristalizava sob resfriamento, com alta porcentagem de 6-oxo (Figura 37), segundo os dados da

analise por CG-EM (figura 38).

Reagentes Original Adaptado

mmol Eg.molar Volume (mL) mmol Eqg.molar Volume (mL)
Trietilamina 75 1,5 10,5 22,5 1,5 3,1
Cloreto de crotonila 65 1,3 6,2 19,5 1,3 1,9
Enamina 50 1 8,0 15 1 2,4

Tabela 7: Quantidade de reagentes: sintese original x sintese adaptada.

Figura 37: 6leo marrom (6-oxo bruta).
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Figura 38: Cromatograma da fase dleo (6-oxo — 99,36 % - 9,85 min. e impurezas: m/z 162 — 0,03
% - 9,5 min., m/z 180 — 0,48 % - 10,9 min. e m/z 235 - 0,13 % em 15,3 min.).
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Em uma segunda abordagem, resolveu-se seguir o mesmo processo proposto em uma escala duas
vezes maior (30 mmol), visando aumentar a massa de 6-oxo produzida, o que poderia facilitar a
cristalizacdo. De fato, obteve-se um 6leo marrom que cristalizava sob vacuo formando um sélido
também marrom (Figura 39). Contudo, verificou-se que essa amostra, apesar de solida, ainda
apresentava as mesmas impurezas da fase o6leo. Na tentativa de realizar uma purificacdo por
recristalizagao, dissolveu-se o s6lido marrom em hexano a quente (25-30 mL), o qual foi deixado esfriar
a temperatura ambiente. Ao final, observou-se a presenca de um liquido amarelo e residuo de o6leo
marrom depositado no fundo. Essa amostra foi filtrada em papel de filtro e ndo cristalizou a temperatura
ambiente. Apos o resfriamento em banho de gelo, houve a formagao de um solido amarelo, o qual ainda

apresentava a impureza m/z 180" "(Figura 40).

Figura 39: Solido marrom
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Figura 40: Cromatograma do solido amarelo (6-oxo e impureza de m/z 180 (a) — 10,9 min).

Diante disso, optou-se por redissolver a amostra em hexano e, posteriormente, coloca-la sob
agitacdo com carvao ativado, a temperatura ambiente, por 6 h horas, visando reduzir a coloragao amarela
do liquido. Decorrido esse tempo, a solucao foi filtrada em celite, obtendo-se um liquido amarelo claro,
no qual percebeu-se a cristalizacao sob resfriamento (5 =+ 2°C) de um so6lido branco (Figura 41), com um

rendimento de 55 %.

™" A impureza de m/z 180 foi isolada e caracterizada. A discusso sobre ela encontra-se no capitulo de estudos de
degradagéo forgada
42



Figura 41: 6-oxo so6lido na d4gua-mae.

Apesar de obter um rendimento 10% abaixo da sintese original, considerou-se satisfatorio o
procedimento de purificagdo alternativo a etapa de destilagdo. Além disso, concluiu-se que o DCM
poderia ser utilizado em substitui¢ao do cloroférmio como solvente na primeira etapa do processo.

Em continuidade ao desenvolvimento do processo, foram propostas as seguintes modificagdes:

e Uso na atmosfera “ambiente”, em vez de atmosfera inerte, na primeira etapa da reagao, uma
vez que todos os solventes sdo secados previamente em hidreto de célcio;

e Reducdo dos excessos molares em 20% dos reagentes: cloreto 4cido de 30 para 10 mol% e
da trietilamina de 50 para 30 mol%, visando economia no uso de reagentes e reducdo dos
quantitativos de impurezas.

Essas modificacdes foram aplicadas e a reagdo transcorreu de forma idéntica ao processo ja
realizado.

Considerando o sucesso da modificagdo anterior, propos-se a redugdo na proporc¢ao do solvente
da reacdo de 2 para 1 mL de CH2Cl2 anidro por mmol de MCE, reduzindo o uso de solvente pela metade
na etapa inicial. Para manter uma cinética lenta da reagdo, uma vez que os reagentes estariam em maior
concentragdo e o tempo de gotejamento ndo seria alterado, optou-se por resfriar a reagdo a 5 + 2°C, em
vez de aquecé-la a 38 + 2°C. Ao final do gotejamento, foi verificado que reagdo apresentava o aspecto

visual esperado: amarelo clara (Figura 42).

Figura 42: Final do gotejamento na sintese da 6-o0xo.

Por ultimo, propds-se outra modificagdo visando melhorar o rendimento. O sélido marrom foi
dissolvido a quente em uma mistura de hexano/acetato de etila (95:5 v/v, 20 mL, 40+2 °C) e mantido em
agitacdo sob carvao ativado por 2 h. Por ultimo, a solugao foi filtrada a vacuo através de uma camada de
terra diatomacea (celite), e o solvente foi removido por rotoevaporagdo, para dar um so6lido amarelo
claro. Este produto foi solubilizado em hexano quente (25 mL) e, depois do resfriamento, a cristalizagao
produziu a 6-oxo pura (agulhas brancas, 3,3 g, 65%) (Figura 43). Essa reagao foi ampliada até nas escalas

de 120 e 180 mmol, nas quais foram obtidos os mesmos rendimentos.
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Figura 43: 6-oxo cristalizada (produto final).

6.3.1. Otimizacao do processo utilizando monitoramento in situ por espectroscopia de
infravermelho médio

Na primeira etapa de sintese da 6-oxo (6), a acilacdo do 1-morfolinociclohexeno (24) foi feita
pela adicdo lenta de cloreto de crotonila (19) na presenga trietilamina anidra. Em seguida, essa reagdo
foi aquecida a 40 °C (cerca de 1 h) e mantida nesta temperatura por 18 h. Essa etapa era a mais longa de
todo o processo e necessitava de alternativas que pudessem otimiza-la. Contudo, alguns desafios
impediam o monitoramento do consumo de reagentes usando métodos analiticos off-line mais comuns,
devido as caracteristicas quimicas dos compostos. Para preparacdo de uma amostra para analise por
CLAE, por exemplo, seria necessario realizar uma derivatizagdo ou neutraliza¢do do cloreto de crotonila,
o que degradaria a enamina (reagente limitante), uma vez que este composto sofre hidrolise facilmente.
Diante disso, verificou-se a possibilidade de utilizacdo de sensores de processo (dispositivos analiticos
implementados na linha do processo), visando a coleta de dados qualitativos e quantitativos diretamente

no meio reacional.

O
@\ o) 1.CHCI; (anidro) 1.conc.HCI :AcOH:H,0
N/\ )j\/\ 18h(40°C) (I:1:1), refluxo-4h
+ >
K/ 0 Cl CH3 2. HCI, EtOH 2 -Cristalizagao | 0

24 19

Produto acilado 6-oxo

Esquema 14: Esquema simplificado das etapas de sintese da 6-oxo (6).

Para monitoramento das reagdes in situ foi utilizado um espectrOmetro automatizado de
infravermelho com a tecnologia de transformada de Fourier (FTIR), fabricado pela empresa Mettler
Toledo: O ReactlR ™ 15. As medidas foram realizadas, por meio de uma sonda inserida no meio
reacional, @ medida que as reagdes ocorriam ao longo do tempo. A acilagdo foi monitorada durante 24
horas a partir da adi¢do de solvente (diclorometano). Cada substancia foi adicionada separadamente e

monitorada por um intervalo de tempo ap6s sua adicao.
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Com o objetivo de fornecer a melhor visualizagdo de sinais de cada componente durante a
dosagem do cloreto 4cido, a Figura 44 apresenta um espectro de IV com uma janela de tempo de 8 h,
em uma faixa de nimero de onda de 1750-1125 cm™!. Neste grafico de superficie 3D pode-se observar
que a intensidade do sinal em 1204 cm™ diminuiu enquanto o sinal em 1712 cm’! aumentou durante
dosagem do cloreto de crotonila. Esses perfis de absorbancia foram utilizados para monitorar o consumo
de enamina e a formagao de produtos utilizando uma ferramenta de software chamada ConcIRT®, que
possui um algoritmo sensivel a alteragdes na mistura de reacdo e pode fornecer analise de tendéncias por

deconvolugio de sinais nos espectros.”*
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Figura 44: a: Grafico de superficie 3D da acilacdo até 8 h de reagdo (vista frontal) e b: Grafico de
superficie 3D da acilagdo até 8 h de reacdo (vista superior) com ampliacdo das regides de 1800 a 1600

cm™ e 1260 a 1050 cm™ em 2D.

ConcIRT é um tratamento quimiométrico baseado na resolugdo de curvas que, em alguns casos, fornece um perfil de concentragdo ("componente") e
calcula os espectros (“Perfil do espectro ConcIRT”) de espécies transitorias em um meio de reagdo, observado neste estudo.
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De acordo com os dados ConcIRT® (Figura 45), o produto acilado (25), (Esquema 14) foi
completamente formado apds a adi¢do do cloreto de crotonila (cerca de 4 horas de reagdo). Assim,
concluiu-se que o tempo de acilagdo pode ser reduzido de 18 horas para 2 horas, o que minimiza a
probabilidade de formacao do processo de impurezas.

Por ultimo, destaca-se que foi avaliada a utilizacdo da sonda para monitorar as demais etapas de
reacdo. Contudo, ndo se obteve resultados que permitissem a otimizagdo das etapas seguintes do

Processo.

= enamine
— Peak at 1204 cm-1

— Pesk at 1712 em-1

Figura 45: Perfis ConcIRT® da enamina e dos picos em 1204 cm™ e 1712 cm’!.
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6.3.2. Diagrama de fluxo de processo

O processo foi representado em um diagrama de fluxo (Esquema 14), o qual apresenta as
propor¢des dos reagentes utilizados, as operacdes unitarias € os parametros do controle durante o
processo. Os valores utilizados fazem referéncia a uma escala de bancada de 30 mmol em relagdo a

enamina (reagente limitante da primeira etapa). Outros detalhes podem ser encontrados na descri¢ao no

capitulo da parte experimental.

33 mm ol Cloreto Crotonila—3.2 ml
25 ml CH2C12 (anidro) — solvente
Fluxo: 0.3 ml/min

30 mm ol enamina (MCE) - 4.8 ml Reach
38 mmol E6N anidra — 3.4 ml %;f‘?’af’
30 m1 CHCls anidro - solvente (T j;;f":g
sob agitagio até o
final da adi¢do
h 4
E.eacdo
2h sobreflimo
T: 40+2°C
Bruto
15 ml de CH3CH20H - 93% Reacdo
(0.5 ml/mm ol de MCE) (hidrolise Acida)
L 10h
30 ml de HC110% m/m T: 40+2°C
(1 ml/ mm ol de MCE) sob agitacdo
AT Fase aquosa
3 x 20ml de CH2C2 > Extragio >
Fase organica
A)3x50ml de H20
B} 1x 30 ml de NaHCO3 (aquosa)
C)1x 30 ml de NaCl (aquoso) Fase agquosa
L g Lavagem »
Fase organica
NazS0a4(a o Secagem e Fase solida >
filtragio
Filtrado
Solvente
Rotaevaporador (CHxCln »>
Bruto
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AALDHHCIH-D
1:1:1 ml por mas=za (z) filtrado Keagio
(nfo adiciond-los separad aments) (Ciclizagio)
pi  T:7322°C
4h
sob agitagio
L 4
20 ml da HAO Asitagio
¥ Smn
L 4
3 X 20 ml diclorometano Fase aquosa
- Extragin >
Fase orgamca
A)3x20ml de F:O -
B} 1 x30ml de NaHCO: (zguosc)
C) 1 x 30 ml de NaCl (aguoso) Fasz aguosa
1 3 Lavazam —
Fasz orgimea
MaB 0 s - Secageme Fase solida R
v filtragio L
¥
Ealvents
Rotasvaporador (CE:CLy >
o b
20 ml de herano' ac de 4
Etila (53:5), 40=2°C
Purificagio
. - o Zh
Carvio ativado
Filtmgio Residuo -
(eelite) .
Filtado
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Esquema 15: Diagrama de fluxo de processo da 6-oxo.

6.3.3. Caracterizacao

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Nos dados espectroscopicos de RMN 'H a 600 MHz em CDCIl3 (Figura 46), podem ser
observados alguns deslocamentos e multiplicidades que permitem evidenciar a estrutura da 6-oxo. Em
4,44 ppm observa-se um duplo quarteto de dupleto (dqd) relativo aos trés diferentes tipos acoplamentos
do HS: o primeiro ocorre com o H13 pseudoaxial (J = 12,7 Hz), o segundo com os hidrogénios do CH3
na posi¢do 12 (J = 6,3 Hz) e o terceiro com o H14 pseudoequatorial (J = 4,0 Hz). Em 2,46 ¢ 2,40 ppm
observam-se dois duplos dupletos relativos aos diferentes acoplamentos dos hidrogénios
diastereotopicos (13 e 14) com o hidrogénio na posi¢do 8: o primeiro referente aos acoplamentos H13 —
H14 (J =16,7 Hz) e H13-H8 (J = 3,93 Hz) e o segundo referente aos acoplamentos H14-H13 (J = 16,7

Hz) e H14-H8 (J = 13,2 Hz). Na faixa de 2,3 - 2,12 ppm observa-se um multipleto, integrado para 4
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hidrogénios, referente aos metilenos nas posicoes 3 ¢ 6 da molécula. De 1,82 a 1,67 ppm e de 1,65 a

1,44 sao observados dois multipletos referentes aos hidrogénios nas posi¢des 1 e 2 da molécula. Contudo,

nao ¢ possivel diferencid-los. Por ultimo, em 1,42 ppm observa-se um dupleto relativo ao grupo metila

na posic¢do 12 acoplando com H8 (J = 6,3 Hz).
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Figura 46: Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCl3) da 6-o0xo.

6.3.3.1.

Ressonancia Magnética Nuclear de carbono (RMN 13C)

06

Os dados espectroscopicos de RMN *C a 151 MHz em CDCI3 (Figura 47), demonstram que

todos os carbonos da molécula apresentam sinais no espectro, devido a auséncia de simetria na molécula.

Observou-se ainda que os sinais de RMN de '*C da molécula estdo de acordo com os dados previstos na

literatura consultada.”

O carbono observado em campo mais baixo (192,5 ppm) foi o da carbonila do anel dihidropirano,

devido ao forte efeito de desblindagem pela anisotropia magnética da ligagdo C=0O. Em 171,4 ppm,

observa-se o sinal do carbono insaturado vicinal ao oxigénio, o qual ¢ duplamente desblindado devido a

proximidade com o atomo eletronegativo e ao efeito anisotropico da dupla ligacdo. O outro sinal em

campo baixo com 112,5 ppm esta relacionado ao outro carbono da ligacdo C=C. O proximo sinal em

74,6 ppm corresponde ao carbono metino monossubstituido vizinho ao oxigénio e, em sequéncia,

observa-se o sinal em 43,3 ppm do carbono saturado na posi¢ao a a carbonila.
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Figura 47: Espectro de RMN *C (151 MHz, CDCl3) da 6-oxo.

Além obtencio do espectro de '*C, foi realizado o experimento de carbono com APT (Figura 48)
para identificagdo dos demais grupos metilenos e metila da molécula. Por meio dos dados obtidos, foi
possivel identificar o grupo metila em 20,7 ppm e identificar os grupos metilenos em 20,8 ppm, 22,0
ppm, 22,2 ppm e 28,7 ppm. Utilizando-se a estimativa de deslocamento de RMN '*C do software
ChemDraw Ultra 8.0, atribui-se o sinal em 28,7 ppm ao metileno p ao oxigénio do anel dihidropirano.

Ademais, ndo foi possivel atribuir indistintamente os sinais dos demais grupos metilenos, devido a

proximidade dos valores de deslocamento.
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Figura 48: Espectro de RMN *C (151 MHz, CDCl3) da 6-oxo com APT.
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6.3.3.2. Espectrometria de infravermelho

O espectro de infravermelho (Figura 49) demonstra absor¢des caracteristicas na regido de 2973
cm™! a 2865 cm! relativos aos estiramentos das ligagdes CspsH da metila e dos 4 grupos metileno da
molécula. Em 1664 cm ' pode-se observar a absorgdo relativa ao estiramento da ligagdo C=O conjugada

e em 1612 cm™! observa-se a absorcio relativa ao estiramento da ligagio C=C.

2973

% transmitancia

A

2929 2865

1664
1612

T T T T T T T T T T T T
3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

n’ de onda (cm™)
Figura 49: Espectro de Infravermelho da 6-oxo.
6.3.3.3. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Na andlise do cromatograma (Figura 50), observa-se que ha somente o pico da 6-oxo, com tempo

de retencdo de 9,8 min, o que indica uma alta pureza do material sintetizado.

tempo de reten¢io (min.)

Figura 50: Cromatograma por CG-EM da 6-oxo.
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Figura 51: Espectro de massa por impacto de elétrons da 6-0xo.

O espectro de massa da 6-oxo (Figura 51) apresentou, conforme esperado, o pico de ion
molecular com m/z 166. A primeira fragmentagao ocorre de devido a perda do grupo metila formando o
pico m/z 151 (Esquema 15, letra a). O pico M-28 (m/z 138) pode ser atribuido a dois tipos diferentes de
fragmentacdo: um deles relativo a perda de CO (Esquema 15, letra b) e o outro relativo a fragmentacao
do tipo retro Diels-Alder (Esquema 15, letra c). O pico m/z 124 pode ser atribuido a liberagdo de um
propeno (Esquema 15, letra d). A fragmentagao do ion molecular m/z 124, com liberagcdo de CO, da
origem ao pico m/z 96 (Esquema 15, letra e). A fragmentagao do ion m/z 96, com liberagao de eteno, da

origem ao ion do pico base m/z 68 (Esquema 15, letra f).

(@] (@]
SO~ CL. " e
(@] (@)

m/z 151
i ARG |
n @) . + .
2O~ O O — L
O o (0] o
m/z 138
o+
@) 0] )
@) 0] )

m/z 138

53



O

|+
G)Of [

O‘

m/z 124

04- ) ANY XN
f) > E—— l + H2C=CH2
0 2" X0 g

m/z 68

Esquema 16: Propostas de mecanismos de fragmentacao da 6-oxo.

6.3.3.4. Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

No espectro de UV-vis da 6-oxo em acetonitrila (Figura 52), nota-se apenas o aparecimento de

uma banda de absor¢do com Amax em 270 nm, atribuida ao grupo cromoéforo C=C-C=0 da molécula.
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Figura 52: Espectro UV-vis da 6-0xo.
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6.3.3.5. Determinacio da pureza por Ressoniancia Magnética Nuclear quantitativa
(RMNq)

A técnica de RMN quantitativa (RMNq) consiste em uma metodologia para quantificacdo de um
analito por meio da comparagdo entre a razdo das areas dos sinais da amostra e de um padrdo em um
espectro de RMN '"H.747° Essa aplica¢do ja tem sido utilizada na anélise de fArmacos e oficializada por
algumas farmacopeias, como por exemplo, nas monografias do citrato de orfenadrina e do nitrito de
isoamila.”7677

Na maioria das vezes, a utilizacio do RMNq ¢ feita utilizando-se um padrdo interno (PI) de
pureza determinada. Para a realizag¢do dos calculos, utiliza-se uma equagdo na qual temos os seguintes
fatores: x = analito; P = pureza; PI= padrdo interno; A = area do sinal de ressonancia; N= nimero de
nucleos que absorvem na frequéncia do sinal de ressondncia; M = massa molar e m= massa de

amostra.’*7

A, Npp M, mp,

B X X
= Apy Ny Mp, - m Fr

Equacao 1: Equacdo para determinagdo da pureza, por meio de RMNq, utilizando-se padrao
interno.

Devido a possibilidade de uma medida direta da razdo das areas dos sinais entre um padrdo
interno e o analito, a andlise de RMNq pode ser considerada como um método de padronizacdo primaria,
pois entende-se que ndo had necessidade de constru¢do de uma curva de calibra¢do, assim como a
utilizacao de padrdes de referéncias analogo aos analitos. Outras caracteristicas positivas dessa técnica
incluem: a possibilidade de determinar as estruturas a nivel molecular, a auséncia de necessidade de
calibragdo para determinacdo das razdes de intensidade (o sinal da area ¢ diretamente proporcional ao
nimero de nucleos ressonantes), os tempos de medidas relativamente rapidos, a ndo necessidade de
destruicao da amostra, o facil manuseio e preparo da amostra (muitas vezes nao necessita do isolamento
da amostra) e a possibilidade de andlise de determinac¢do simultdnea de mais de um analito na
amostra.’*”

Nesse trabalho, determinou-se a pureza da 6-oxo por RMNq utilizando como padrao interno de
referéncia o acido maleico. Haja vista que os sinais de seus hidrogénios vinilicos apresentam-se como
um simpleto em 6,27 ppm, regido onde ndo ha sinais da 6-oxo (Figuras 53 e 54). As amostras foram
preparadas, em triplicata, pesando-se de 12 a 14 mg do padrdo e analito, ambos dissolvidos em
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds). As andlises foram realizadas em um espectrometro de

ressonancia magnética nuclear Bruker Avance I1I HD, equipado com sonda do tipo broadband observe
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(BBFO) 5 mm, operando em campo magnético de 14 T e a frequéncia de 1H de 600 MHz. Os espectros

adquiridos foram processados utilizando-se o software Topspin 3.2 da Bruker.
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Figura 53: Espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) do 4cido maleico.
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Figura 54: Espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) da 6-oxo0 + 4cido maleico

Os dados obtidos foram tabelados e o céalculo de pureza, para cada amostra, foi realizado

utilizando a formula abaixo:

p A, Np M, mp
Y dApp N, Mp m

X

Pp
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Amostras  AX Api Npi  Nx  Mx Mpi mPI m Ppi Px
1 31,9100 100,0000 2 1 166,22 116,07 14,0 12,8 99,94 99,90
2 38,5497 100,0000 2 1 166,22 116,07 124 13,7 99,94 99,87
3 39,8606 100,0000 2 1 166,22 116,07 12,0 13,7 99,94 99,94

Tabela 8: Dados utilizados no célculo da pureza da 6-oxo pelo método de RMNq.

A andlise dos dados demonstrou que a 6-oxo apresenta uma pureza média de 99,9 % , com uma
incerteza expandida (U) de 0,3%.® Sendo assim, entende-se que o material sintetizado apresenta a pureza

adequada para um IFA.

6.4. Perfil de impurezas de sintese

Para o entendimento das possiveis impurezas de sintese avaliou-se a rota sintética da 6-oxo com
base no trabalho de Hickmott e colaboradores (1973), o qual promove uma discussdo pormenorizada do
efeito da trietilamina no curso da reagdo de cloretos 4cidos o, f—insaturados com enaminas.”®

A proposta de mecanismo para sintese da 6-oxo (Esquema 17) apresenta, como etapa inicial, a
reacao da trietilamina (55) com o cloreto acido (19), formando um sal quaternario de amonio (56). Isso
impede a acilacdo da enamina, devido ao grande volume do residuo de amina terciario incorporado a
estrutura do cloreto acido. Em seguida, temos a retirada do hidrogénio do carbono terminal do sal para
formagdo de um ceteno vinilico (57), etapa favorecida pela presenca de uma ligagdo dupla conjugada
com a carbonila. Ainda nessa etapa, podemos observar que ha também a formagdo de cloridrato de
trietilamina (58), um subproduto da reacdo. Apds essa etapa, ocorre a reacdo de acilacdo da
I-morfolinociclohexeno pelo ataque nucleofilico da ligagdo m dessa enamina a carbonila do ceteno,
formando um composto zwitterionico (59). Esse composto, em sua forma endlica, pode dar origem a
dois intermedidrios: O intermedidrio A (60) ¢ a forma cetonica do enol. J& o intermediario B (61) ¢
formado pelo rearranjo das duplas conjugadas, dando origem a uma enamina acilada o,-insaturada
(62). A hidrolise acida do intermediario B d& origem a uma dicetona (63), que na sua forma mais estavel,
forma o intermediario C (64). Apesar de ndo ser isolado durante o processo, esse composto pode ser
considerado o ultimo intermediario da sintese e, por isso, torna-se uma potencial impureza (impureza de
sintese 1).

No esquema 17, pode-se notar também que a reacdo da morfolina (27) com o cloreto de crotonila
pode dar origem a outra impureza de sintese: (E)-1-morofolinobut-2-en-1-ona (65) (impureza de sintese

2).
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Esquema 17: Mecanismo de sintese da 6-0xo.

Considerando a possibilidade de uma parcela da enamina (24) reagir com cloreto de crotonila
(19) sem a influéncia da trietilamina, elencou-se outra potencial impureza de sintese: a 4-

metilbiciclo[3,3,1]nonano-2,9-diona (BCD) (67). Pois, de acordo com Hickmott e colaboradores, esse ¢
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o principal produto da reagdo 4-(ciclohex-1-en-1-il)morfolina (MCE) com o cloreto de crotonila na
auséncia da trietilamina.”® Segundo o mecanismo proposto por Hickmott (1973) (Esquema 18), a reagdo
¢ iniciada com a acilagcdo do nitrogénio da MCE, seguida de um rearranjo sigmatrépico [3,3]. Esse
processo promove a ciclizacdo do ceteno (68) formando um sal de iminio (69) que, apds a hidrolise,

conduz a formacio da BCD (67). 8
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Esquema 18: Mecanismo de sintese da BCD.”®

Por ultimo, destaca-se que morfolina também pode ser considerada uma potencial impureza de

sintese. Contudo, por ser uma molécula conhecida ndo sera discutida.

6.4.1. (E)-1-(2-hidroxiciclohex-1-en-1-il)but-2-en-1-ona (HCB)

Conforme o mecanismo de reagdo proposto para obten¢do da 6-oxo (Esquema 18), é possivel
observar que a (E)-1-(2-hidroxiciclohex-1-en-1-il)but-2-en-1-ona (HCB) (64) ¢ o ultimo intermediario
de sintese. Dessa forma, a HCB foi considerada uma potencial impureza de processo, devido a
possibilidade de contaminag¢dao do produto final caso a reacdo ndo seja efetiva em sua ultima etapa.
Sua sintese foi baseada no trabalho de Hickmott e colaboradores (1973).7* No entanto, foram

realizadas
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modificagdes no processo de separagdo, visando obtengdo de uma amostra com o grau de pureza

suficiente para sua caracterizagao.

6.4.1.1. Caracterizacio

6.4.1.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Por meio da analise dos dados espectroscopicos de RMN 'H da HCB (Figura 55), obtidos a 600
MHz em CDCIs, foi possivel evidenciar sua estrutura. Em 1,71 ppm foi observado um multipleto (m)
relativo aos diversos acoplamentos dos hidrogénios dos grupos metileno 2 e 3. Em 1,94 ppm observou-
se a presenca de um duplo dupleto (dd) relativo ao acoplamento dos hidrogénios do grupo CH3 com os
hidrogénios dos carbonos insaturados 9 (J= 7,0 Hz) e 10 (J= 1,7 Hz). Em 2,39 e 2,42 ppm foram
observados dois tripletos, os quais foram atribuidos, respectivamente, aos acoplamentos dos hidrogénios
dos grupos metilenos 3 e 2 com os hidrogénios nas posi¢des 4 ¢ 1. Em 6,34 ppm observou-se um
multipleto relativo ao acoplamento do H9 com os H10 e H11. Em 6,97 ppm hé a presenca de um duplo

quarteto (dq) relativo ao acoplamento do H10 com os H9 (J = 15,0 Hz) e H11 (J=7,0 Hz).
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Figura 55: Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCl3) da HCB.
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6.4.1.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de carbono -13 (RMN 13C)

Os dados espectroscopicos de RMN *C a 151 MHz em CDCI;s (Figura 56), demonstram que
todos os carbonos da molécula apresentam sinais no espectro (figura 39). Em 191,7 ppm observa-se o
sinal referente a carbonila da cetona (carbono mais desblindado). O sinal em 182,2 foi atribuido ao
carbono do enol na posicdo 6 da molécula. Em 141,6 ppm e 124,5 ppm, tém-se, respectivamente, 0s
carbonos insaturados 9 e 8 da cadeia lateral. O sinal em 106,1 ppm foi atribuido ao carbono 5 da ligacdo
dupla do enol. Em 33,7 ppm temos o sinal referente ao metileno na posi¢ao 1, que esta vicinal ao carbono
mais desblindado do enol (carbono 6). Os demais sinais dos grupos metilenos com 23,7, 23,0 e 21,8
ppm, foram atribuidos, respectivamente, aos carbonos metilénicos nas posigdes 2, 4 e 3, tendo como

base para andlise a predigdo do software MestreReNova® versdao 11.0.4-18998. Por ultimo, em 18,7

ppm, observa-se o sinal referente ao grupo metila na posi¢ao 10 da molécula.
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Figura 56: Espectro de RMN !*C (151 MHz, CDCl3) da HCB.

6.4.1.1.3. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Na andlise do cromatograma (Figura 57), observou-se que a HCB apresentou um pico com tempo

de retencao de 10,27 min. Os célculos das areas percentuais demonstraram uma pureza aproximada de

97,0 %.
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Figura 58: Espectro de massa por impacto de elétrons da HCB.

O espectro de massa da HCB apresentou o pico de ion molecular com m/z 166 e o pico base com
m/z 69 (Figura 58). Na primeira fragmentacao, o sinal M-15 foi formado pela perda de radical metila da
cadeia alifatica da molécula (Esquema 19, letra a). A formagao do fragmento m/z 138 foi justificada pela
liberagdo de eteno apds a ocorréncia de uma fragmentagao do tipo Retro Diels—Alder (Esquema 19, letra
b). A formagao do sinal com m/z 123 foi explicada pela fragmenta¢do do cation m/z 138. Nesse processo,
ocorre uma migragao de hidrogénio do grupo hidroxila do enol para formagdo da cetona, conduzindo a
formacgdo do cétion acilio para a liberacdo de um radical metila (Esquema 19, letra c). A presenca do
cation m/z 95 foi justificada pela liberagdo de CO apods a migracdo de um par de elétrons ligagdo do
cation acilio de m/z 123 (Esquema 19, letra d). A formagdo do pico base foi atribuida pelo rompimento

da ligagdo alfa carbonila formando o ion acilio com m/z 69.

a.
OH O OH O
= e- _—+
+ CH3

m/z 151

b.

o+
OH O OH O o OH O
@)‘\/\ L» /]‘\”)J\/\ + HyC=CH>

<O
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Esquema 19: Propostas de mecanismos de fragmentacdo da HCB.

6.4.2. A (E)-1-morpholinobut-2-en-1-one (MBE)

A (E)-1-morfolinobut-2-en-1-ona (MBE) (65) foi considerada uma das possiveis impurezas de
processo na sintese da 6-oxo, devido a possibilidade de uma reagdo da morfolina (27) (proveniente de
uma hidrolise da parcial da enamina ou gerada como um subproduto na reagdo de acilacdo da enamina)
com o cloreto acido (19). Por esse motivo, a sintese da MBE foi realizada em condi¢des reacionais
semelhantes as da sintese da 6-oxo, apesar da literatura apresentar outras alternativas de sintese com

bom rendimento (Esquema 20).7%%¢

o - i
K\NH . CI)J\/\ 13(%23?::“&0)’ (\NJ\/\
O\) 2- 38°C por20 h O\)

27 19 65

Esquema 20: Reacdo de sintese da MBE.
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6.4.2.1. Caracterizacao

6.4.2.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

A andlise dos dados espectroscopicos de RMN 'H da MBE (Figura 59), obtidos a 600 MHz em
CDClI3, em comparacdo aos dados reportados na literatura (obtidos a 60 MHz ¢ 100 MHz), ¢ possivel
notar que os deslocamentos e multiplicidades apresentados nos permitem evidenciar a estrutura da (E)-
1-morfolinobut-2-en-1-ona.”® Em 1,10 ppm foi observado um duplo dupleto (dd) relativo aos
acoplamentos dos hidrogénios do grupo metila (posi¢ao 10) com o hidrogénio do grupo CH na posicao
9. Na regiao de 3,48 a 3,75 ppm foi notada a presenca de um multipleto, integrado para 8 hidrogénios,
referente aos acoplamentos dos grupos metilenos do anel morfolina. Em 6,23 ppm foi observado um
duplo quarteto (dq), com constantes de acoplamento de 15,0 e 1,7 Hz, relativas, respectivamente, aos
acoplamentos do H8 com os hidrogénios H9 (CH) e H10 (CH3). Um outro duplo quarteto (dq) foi
observado em 6,90 ppm. Esse sinal também apresentou uma constante de acoplamento de 15 Hz,
referente ao acoplamento dos hidrogénios olefinicos, e outra de 6,9 Hz, atribuida ao acoplamento a J?
do H9 com os hidrogénios do grupo CHs. Dessa forma, foi possivel diferenciar os dois duplos quartetos

presentes no espectro de RMN 'H da molécula.
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Figura 59: Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCl3) da MBE.
6.4.2.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de carbono -13 (RMN 13C)
O espectro de RMN *C a 151 MHz em CDCIs (Figura 60) apresentou apenas 7 sinais referentes

aos 8 carbonos da molécula. O sinal em 18,3 ppm foi atribuido ao grupo metila, por ser o grupo mais
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blindado da molécula. Os sinais em 42,3 e 46,2 ppm foram atribuidos aos grupos metileno vicinais ao
nitrogénio (posigoes 4,6). Pois, apesar da simetria, seus diferentes deslocamentos sdo justificados pela
possibilidade de restrigdo na livre rotacdo da ligacdo nitrogénio-carbonila, durante a aquisicdo do
espectro, por conta do carater de ligacao dupla que a deslocalizacdo do par de elétrons ndo ligantes no
atomo de nitrogénio para o carbono carbonilico apresenta. Os carbonos 1 e 3, que estdo ligados ao
oxigénio do anel morfolina, apresentaram apenas um sinal em 66,9 ppm, devido a simetria da molécula.
Os carbonos olefinicos 8 e 9, foram atribuidos, respectivamente, aos sinais em 121,1 e 142,2 ppm. O

sinal em 165,8 ppm foi atribuido a carbonila da amida, por ser o carbono mais desblindado da molécula.
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Figura 60: Espectro de RMN 3C (151 MHz, CDCls) da MBE.

6.4.2.1.1. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Na andlise do cromatograma (Figura 61) observou-se que a MBE apresentou um pico com tempo

de retencao de 9,7 minutos. Os calculos das areas percentuais demonstram uma pureza aproximada de

98,5 %.
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Figura 61:Cromatograma CG-EM da MBE.
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Figura 62: Espectro de massa por impacto de elétrons da MBE.

O espectro de massa da MBE (Figura 62) apresentou o pico de ion molecular com m/z 155 e o
pico base com m/z 69. Na primeira fragmentagao, o sinal M-15 foi formado pela perda de um radical
metila da cadeia alifatica da molécula (Esquema 21, letra a). A formacdo do fragmento m/z 126 foi
iniciada com a formagao do cation radicalar no oxigénio da morfolina, seguido dos seguintes eventos:
rompimento homolitico da ligagdo C-C do anel, migra¢ao de um atomo de hidrogénio e, por ultimo,
rompimento heterolitico da ligagdo C-O para a liberagdo do radical formila (Esquema 21, letra b). A
formagdo do fragmento de m/z 86 foi ocorre devido a geragao do cation morfolinio, proveniente da cisdo
homolitica da ligagao carbonila — nitrogénio. (Esquema 21, letra c). O pico base com m/z 69 (ion acilio)
também ¢ atribuido ao rompimento homolitico da ligagdo carbonila — nitrogénio. No entanto, o evento
de ionizagao inicial ocorreu nos pares de elétrons nao ligantes do oxigénio. (Esquema 21, letra d).
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Esquema 21: Propostas de mecanismos de fragmentagdo da MBE.
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6.4.3. 4-metilbiciclo[3,3,1]nonano-2,9-diona (BCD)

Conforme visto no item 6.4, a possibilidade de uma reagdo da enamina com o cloreto de crotonila,
sem a influéncia da trietilamina, pode formar a substincia: 4-metilbiciclo[3,3,1]nonano-2,9-diona

(BCD) (67). Diante disso, esse composto foi sintetizado com base no trabalho de Harding e
colaboradores.®!

6.4.3.1.1. Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e COSY

Nos dados espectroscopicos de RMN 'H a 600 MHz em CDCIs (Figura 63), podem ser
observados alguns deslocamentos e multiplicidades que permitem evidenciar a estrutura da 4-

metilbiciclo[3,3,1]nonano-2,9-diona (BCD). Além do espectro de RMN 'H, foi realizado o experimento

COSY (Figura 64), com o objetivo facilitar a atribuicdo dos sinais da molécula.
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Figura 63:Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) da BCD.
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Figura 64: Espectro COSY (600 MHz, CDCIl3) da BCD.

Em 1,10 ppm observa-se um dupleto relativo ao acoplamento dos hidrogénios do grupo metila
(posi¢do 12) com o hidrogénio do grupo CH na posi¢do 8. Apos essa atribui¢ao, pode-se observar que
no espectro COSY existe um sinal relativo ao acoplamento dos hidrogénios do grupo CHs em 1,10 ppm
com um hidrogénio em 2,15 ppm. Considerando a estrutura da molécula, conclui-se que o H8 encontra
em dentre os hidrogénios presentes no multipleto com o deslocamento na regido de 1,97-2,19 ppm.

Na faixa de 1,57-1,74 ppm observa-se a presen¢a de um multipleto relativo ao grupo metileno na
posicao 3. A atribuicao de seu deslocamento quimico foi sugerida em funcao de sua alta blindagem. A
presenca de multipleto ¢ justificada pelos acoplamentos dos hidrogénios do metileno na posi¢ao 3 com
os hidrogénios nas posicdes 2 e 4, os quais podem ser verificados no espectro de correlacio homonuclear
'H-"H (COSY). Haja vista que se observa a presenca de um sinal em 1,67 ppm correlacionando-se com
um sinal em 2,06 ppm. Outro fato que se pode verificar ¢ a existéncia de um sinal de correlagdo dos
hidrogénios do grupo metileno na posicao 3 com o multipleto em localizado na faixa de 2,36 — 2,43
(sinal em 1,68; 2,41 ppm). Esse sinal foi atribuido ao acoplamento dos hidrogénios do metileno na
posicao 3 com um dos hidrogénios dos grupos metilénicos na posi¢ao 4 ou 2. Dessa forma, verifica-se
que os dados do COSY sugerem que dos 5 hidrogénios presentes na regido de 1,97-2,19 ppm, temos
apenas 3 hidrogénios que pertencentes as posigdes 2 ¢ 4 da molécula. Haja vista que um dos hidrogénios

esta localizado no multipleto na regido 6 2,36 — 2,43 ppm, pois € possivel observar um sinal no COSY
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em o 1,68/2,41 relativo ao acoplamento desse hidrogénio com os hidrogénios do grupo metileno na
posicao 3.

Os multipletos localizados nas regides de 6 2,47 - 2,51 e & 2,65 — 2,86 foram atribuidos aos
hidrogénios localizados nas posi¢des 5 ¢ 9 da molécula. Haja vista que ambos possuem maior
desblindagem por estarem vizinhos a uma carbonila.

O multipleto de & 3,02-3,05 foi atribuido ao hidrogénio na posi¢do 1. Pois o H1 esta localizado

entre as duas carbonilas da BCD.

6.4.3.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear de carbono (RMN 3C)

Os dados espectroscopicos de RMN '*C a 151 MHz, demonstram que todos os carbonos da
molécula apresentam sinais no espectro (Figura 65). Além disso, foi realizado o experimento de carbono
com APT (Figura 66), com o intuito de identificar os diferentes tipos de carbono na molécula. Por meio
dos dados obtidos, observa-se que o sinal do carbono mais blindado com 18,6 ppm pertence ao grupo
metileno na posi¢ao 3 da molécula. O carbono com 23,27 ppm pertence ao grupo metila na posicao 12
da molécula. De acordo com o APT, o sinal em 29,98 ppm indica a presenga de um grupo CH, pois
temos somente uma metila na molécula. Sabendo-se também que os outros dois grupos CH estdo em
campo mais baixo, pois sdo vizinhos a uma carbonila (posi¢des 1 e 5 na molécula), atribuiu-se o 29,28
ppm ao C8 da molécula. Quanto aos outros metilenos identificados no espectro, o que possui maior valor
de deslocamento quimico ¢ o C9 em 48,44 ppm, pois esse ¢ vicinal a carbonila. Os outros dois sinais
foram atribuidos aos metilenos nas posi¢des 2 (8 35,43) e 4(6 35,05) da molécula. De acordo com a
estrutura molecular, podemos observar que o C5 ¢ vizinho a uma carbonila enquanto o C1 esta localizado
entre duas carbonilas e, por isso, o carbono em 53,36 ppm foi atribuido ao C5 e o carbono em 62,57 ppm

ao C1. Os valores com 209,67 e 212,20 ppm foram atribuidos as duas carbonilas.
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Figura 65: Espectro de RMN 3C (151 MHz, CDCl3) da BCD.

H;
o

2

69



62.57
53.36
48.44

- 35.42

X 35.05
29.98
23.27
18.62

,_.
v
-

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0
5 (ppm)

Figura 66:Espectro de RMN *C com APT (151 MHz, CDCls) da BCD.

Tabela 9: Dados espectroscopicos de RMN *C (151 MHz, CDCl3) da 4-metilbiciclo[3,3,1]nonano-
2,9-diona (BCD)

dc (ppm) Numero de carbonos  Carbono(s) correspondente(s)
212,2 ¢209,6 2 7e6
62,5 1 1
53,3 1 5
48,4 1 9
35,4¢35,0 2 2¢4
29,9 1 8
23,2 1 12
18,6 1 3
6.4.3.1.3. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy) e

HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

No espectro de HSQC da BCD (Figura 67) foi possivel observar os diversos acoplamentos C-H
da molécula. Essas relagoes foram descritas na Tabela 10. Contudo, esse experimento totalmente
conclusivo quanto aos acoplamentos do multipleto na regido de 2,36—2,43 ppm, devido a proximidade
dos sinais dos carbonos 2 e 4. Essa davida foi dirimida com o experimento HMBC (Figura 68), no qual
podemos observar o sinal de acoplamento a J*do C1 com o H2, demonstrando que o multipleto na regidio

de 2,36—2,43 ppm pertence a um hidrogénio na posi¢ao 2.
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Figura 67:Espectro de HSQC da BCD.
Posigao C dc (ppm) Posigdio H  ou(ppm) Multiplicidade Quantidade H
3 18,6 3 1,57-1,54 m 2
12 23,2 12 1,1 d 3
8 29,9 8 1,97-2,19 m 1
4e2 35,0e354 4,4'¢e2 1,97-2,19 m 3
2 35,4 2' 2,36 -2,43 m 1
9 2,86-2,65 m 1
9 48,4
9 1,97-2,19 m 1
5 53,3 5 2,51-2,47 m 1
1 62,5 1 3,05-3,02 m 1

Tabela 10: Dados espectroscopicos de HSQC da BCD.
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Figura 68: Espectro de HMBC da BCD.

6.4.3.1.4. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Na analise do cromatograma (Figura 69) observou-se que a BCD apresentou um pico com tempo
de retencao de 9,68 min. Os célculos das areas percentuais foram obtidos eletronicamente no software
Lab solution versdo 1.01, sem a utilizagdo de um padrio de referéncia ou fator de correcdo, e
demonstraram uma pureza aproximada de 97,4%. Segundo o cromatograma, a impureza de maior

concentragdo (1,9 %) estd em 10,14 min com m/z 166 (Figura 70).

Figura 69:Cromatograma CG-EM da BCD.
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Figura 70: Espectro de massa por impacto de elétrons da BCD.

O espectro de massa da BCD (Figura 70) apresentou o pico de ion molecular com m/z 166 e o pico
base com m/z 69. Na primeira fragmentacdo, o sinal M-18 pode ser atribuido a um perda de agua
formando o cation m/z 148, conforme as propostas de mecanismo de fragmentagdo apresentadas nas
letras a e b do esquema 22. A segunda fragmentacdo, pode ser atribuida a liberagao de CO para formacao
do cation m/z 138 (Esquema 22, letra c). A fragmentacdo do ion molecular m/z 128 com liberagao do
radical metil d4 origem ao pico m/z 123 (Esquema 22, letra d). A formagdo do cation com m/z 109 foi
atribuida a uma sequéncia de fragmentagao iniciada com a formagao do ion de m/z 151 (o qual nado
aparece no espectro de massa devido a sua baixa abundancia relativa) e com a liberagdo de um radical
metila (letra e do Esquema 22). Posteriormente, ocorre a formagao do ion de m/z 109 devido a liberacao
de um ceteno (etenona). A formacao do cation de m/z 96 foi justificada pela fragmentagdo do ion m/z
138 coma liberagao de propeno (Esquema 22, letra f). Por Gltimo, o pico base também foi atribuido a
fragmentacdo do ion de m/z= 138. Entretanto, nessa fragmentacao ocorre a formag¢do do ion m/z=69 e a
liberagdo do radical 3-metil-but-1-eno (Esquema 22, letra g).
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Esquema 22: Proposta de mecanismos de fragmentacao da BCD.
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7. Testes de degradacao forcada (estudos de estresse)

Nos testes de degradacao forgada, a estabilidade da 6-oxo foi avaliada considerando os seguintes
fatores: temperatura, oxidacao, luz e susceptibilidade a hidrolise 4acida e basica.
Todos os estudos de estresse foram conduzidos com apenas 1 (um) lote do insumo, conforme prevé

o artigo 47 da RDC n°. 45/2012 da Anvisa.**

7.1. Ensaios de degradacao forcada em condicoes acidas

Para os testes iniciais, foram preparadas solugdes de 6-oxo na concentracao de 5 mg/mL em HCl
0,1 mol/L, as quais foram colocadas em frascos do tipo Schlenk e permaneceram a 40 °C em estufa, em
tempos que variaram de 1 a 7 dias. Apos cada ensaio, as amostras (8 mL cada) foram extraidas com
diclorometano (3 x 10 mL) e secas sob sulfato de sddio anidro. Depois, as solu¢des foram colocadas em
evaporador rotativo ¢ em bomba de vacuo, para remoc¢do do diclorometano. Os produtos foram
analisados por CG-EM (Figura 71). Os resultados indicaram que nao houve a formagao de produtos de

degradacdo.

q $ £ ] 8 § 1 I L B o i

tempo de retengio (min)
Figura 71: Cromatograma de CG-EM da amostra de 6-oxo apos teste de degradagdo forcada em

condicdes acidas (HC1 0,1 mol/L, a 40 °C por 7 dias).

Em uma segunda abordagem, manteve-se a concentracdo inicial da solucdo acida (0,1 mol/L) e
elevou-se a temperatura para 60 °C. As amostras foram submetidas as essas condi¢des por um tempo
maximo de 7 dias. Contudo, também ndo foram encontrados indicios de formagdo de produtos de
degradacao.

Diante dos resultados anteriores, tentou-se aumentar a concentragao do acido para 1 mol/L e
manter a temperatura de 60 °C. Apesar disso, foi verificado que a amostra nao apresentou indicios de
degradagdo no tempo maximo (7 dias).
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Em uma ultima tentativa, a degradacao acida foi conduzida em solu¢des aquosas de HCl 6 mol/L
a 75 °C por 6 horas. Visando mimetizar as condi¢des acidas da reagdo de sintese. As andlises por
espectrometria de massas de alta resolucao - EMAR (Figura 72) ndo mostraram a presenca de possiveis
produtos de degradagdo. O espectro de massa obtido apresentou como ion mais abundante o sinal
(M+H)" de m/z 167,1066 (ion molecular) e, em alguns casos, a presenca do aduto com sédio (M+23)"
de m/z 189,0884. Dessa forma, a molécula foi considerada estavel para as condicdes de estresse

utilizadas.

167.1066

189.0884

.|

100 150 200 250 300 350 400 450

miz

Figura 72: Espectro de EMAR da 6-oxo apos teste de degradacdo forcada em condigdes acidas
(HCI 6 mol/L, 75 °C por 6 h).

7.2. Ensaios de degradacao forcada em condicoes basicas

Para os testes iniciais de degradacao for¢cada em solugdes em solucdes alcalinas, foram preparadas
solugdes de 6-o0xo na concentragdo de 5 mg/mL em NaOH 0,01 mol/L. As solug¢des foram colocadas em
frascos do tipo Schlenk e permaneceram a 30 °C, em tempos que variaram de 24 a 168 h (1 a 7 dias).
Apos o término de cada ensaio, as amostras (8 mL cada) foram extraidas com diclorometano (3 x 10
mL) e secas com sulfato de sodio anidro. Posteriormente, as solugdes foram colocadas em evaporador
rotativo ¢ bomba de vacuo, para remoc¢do dos volateis. Os produtos obtidos foram dissolvidos em
acetonitrila e analisados por CG-EM. Contudo, ndo foram identificados quaisquer produtos de
degradagao.

Para execuc¢do de novos testes com maior basicidade, foram preparadas solu¢des de 6-oxo na

concentragdo de 5 mg/mL em NaOH 0,1 mol/L. Essas solugdes foram colocadas em frascos do tipo
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Schlenk e permaneceram a 30 °C, em tempos que variaram de 12 a 144 h. As amostras foram extraidas

e tratadas utilizando o mesmo procedimento das amostras anteriores. Os produtos obtidos foram

dissolvidos em acetonitrila e analisados por CG-EM nos seguintes tempos: 12, 24, 48, 96 e 144 h.

No cromatograma da amostra de 12 h (Figura 73, letra a), observou-se uma degradacio da 6-oxo

de 19,6 %,com formacao de apenas uma impureza de m/z 192 (Figura 74) em 11,2 min. Para os demais

tempos, observou-se uma porcentagem de degradagdo crescente (Figura 75), as quais apresentaram o

mesmo perfil de formagao de impureza. No tempo maximo (144 h), considerou-se a completa da 6-oxo,

pois obteve-se uma degradacao de 99,8% da amostra inicial (Figura 73, letra a).
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Figura 73: Cromatogramas por CG-EM das amostras de 6-oxo apds os testes de degradagao forcada

em condicdes basicas (5 mg/mL em NaOH 0,1 mol/L) a 30 °C: a- 12 h e b- 144 h.
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Figura 74: Espectro de massas por impacto de elétrons da impureza de m/z 192.
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Figura 75: Porcentagens de degradacdo das amostras de 6-oxo em condig¢des basicas (5 mg/mL em

NaOH 0,1 mol/L) a 30 °C nos tempos: 12, 24, 48, 96 ¢ 144 h

Com intuito de confirmar a massa molecular da impureza gerada, a amostra de 144 h foi analisada
por espectrometria de massas de alta resolu¢do (EMAR). O espectro de massas (Figura 76) apresentou
como fon mais abundante o sinal (M+H)" de m/z 193,1224 (ion molecular). Outros ions, comuns ao

espectro de massas obtido por CG-EM, também puderam ser identificados, como por exemplo: 151,0702
Dae 123,0757 Da.
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Figura 76: Espectro de massas de alta resolugdo da impureza m/z 192.

Considerando que alguns programas permitem o calculo da féormula molecular a partir de uma
unica massa medida, utilizou-se a ferramenta “Massa para Formula” do programa mMass (free open

source software, 2013, versdo 5.5) para gerar possiveis formulas moleculares para a impureza

encontrada. Obteve-se como resultado mais provavel a formula: Ci2Hi60x.
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Na tentativa de elucidar a estrutura molecular da impureza formada, a amostra foi analisada por
RMN de 'H e '3C. Os dados espectroscopicos de RMN 'H a 600 MHz em CDCls da impureza de m/z
192 (Figura 77) demonstram que a molécula ainda mantém alguns aspectos semelhantes ao espectro da
6-0x0:

e 444 ppm (dqd, J=12,8; 6,3; 3,9 Hz, 1H) — devido aos trés diferentes acoplamentos do HS,
sendo dois com os hidrogénios diasterotopicos (13 e 14) e o terceiro com os hidrogénios
da metila (12);

e 246 ppm (dd,J=16,7; 13,3 Hz, 1H) e 6 (ppm) 2,40 (dd, J = 16,7; 3,9 Hz, 1H) — devido
aos diferentes acoplamentos dos hidrogénios diasterotdpicos entre si € com o hidrogénio
na posigao 8§;

e 1,41 ppm (d, J = 6,3 Hz, 3H) - devido ao acoplamento dos hidrogénios do grupo metila
com o hidrogénio na posicao 8.

e Multipletos: 2,35 -2,12 (m, 4H) e 1,28 — 1,22 (m, 2H) — aparecem em regides semelhantes

as encontradas na 6-0xo

Outros sinais ndo apresentaram correlagdo com a molécula original, como por exemplo, os
singletos largos em 5,30 ppm (1H), 1,58 ppm (6H) e em 1,26 ppm (2H) e o multipleto na regido de 1,52
— 1,44 (m, 1H). Além disso, integracao desses sinais elevou o numero de hidrogénios de 12 para 22, o

que ultrapassou o numero de hidrogénios esperados para molécula, que era de 16.
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Figura 77: Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCl3) da impureza de m/z 192.
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Os dados espectroscopicos de RMN *C a 75 MHz em CDCl; (Figura 78) demonstraram a presenga
de 14 carbonos: o (ppm) 193,4; 164,0; 130,9; 127,3; 112,1; 77,2; 74,2; 43,3; 29,7; 25,2; 21,5; 21,3; 20,7

e 13,91, dois a mais do que o esperado para a molécula.
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Figura 78: Espectro de RMN !*C (75 MHz, CDCl3) da impureza de m/z 192.

Da mesma forma que no espectro de RMN 'H, foi possivel notar alguns sinais apresentaram
deslocamento idénticos aos sinais obtidos para a 6-ox0:112,1 (C5);74,1 (C8); 43,3 (C9) e 20,7 (C12).
Isso indica a parte da molécula que contém a cicloenona ndo sofreu degrada¢ao durante os estudos
realizados.

Diante do exposto, considera-se que apesar dos dados analiticos ndo fornecerem informagdes
suficientes para uma completa identificagdo da estrutura molecular da impureza, a molécula de m/z 192
foi isolada para e os estudos de degradagdo forcada em meio basico apresentaram boa reprodutibilidade.
Além disso, ¢ preciso considerar que as solugdes utilizadas durante a sintese da 6-oxo possuem carater

predominantemente 4cido, o que minimiza a possibilidade formagao dessa impureza durante o processo.

7.3. Ensaios de degradacao forcada fotoliticos

Nos testes de degradagdo forcada com luz, utilizou-se uma camara construida pela equipe do

Laboratorio de Inorganica de Materiais-LIMA do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia (1Q-
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UnB) (Figura 79), pois ndo dispinhamos de uma camara para testes de fotoestabilidade em nosso
laboratorio. Tal camara ¢ formada por uma caixa de madeira revestida internamente com papel aluminio,
com dimensdes de 420 x 620 x 700 mm (A x L x C), tampa frontal movel, duas ventoinhas laterais e
lampada LED (formato pera, 15 W, temperatura da cor: 6500 K e fluxo luminoso: 1350 Im). As amostras
de 20 mg de 6-oxo foram colocadas em placas de Petri e permaneceram por 30 dias sob radiagao direta,

a uma distancia aproximada de 220 mm da fonte luminosa.

Figura 79: Camara utilizada nos testes de degradacao forcada com luz

Apo0s o experimento, as amostras irradiadas foram dissolvidas em acetonitrila e analisadas por CG-
EM (Figura 80) e CLAE-UV (Figura 81). Nao foram identificados quaisquer picos de impurezas nos

cromatogramas das amostras analisadas.

4 5 6 i 8 9 10 11 12 13 14 15 16

tempo de retengdo (min.)

Figura 80: Cromatograma de CG-EM da amostra de 6-oxo ap0s teste de degradagdo fotolitico no

tempo maximo (30 dias).
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Figura 81: Cromatograma de CLAE-UV da amostra de 6-oxo da amostra de 6-oxo apds teste de

degradacgao fotolitico no tempo maximo (30 dias).

Assim, em que pese a auséncia de uma camara adequada para os estudos de fotodegradagao (com
controle de luminosidade, temperatura e umidade), a molécula foi considerada estavel para as condi¢des

e tempo de exposi¢ao luminosa utilizados nesse estudo de estresse.

7.4. Ensaios térmicos de degradacao forcada

Para os ensaios de degradagdo sob aquecimento, amostras de 10 mg de 6-oxo foram colocadas em
frascos do tipo Schlenk (Figura 82) e permaneceram em estufa a 70 °C, em tempos que variaram de 10

a 14 dias. Apo6s os ensaios, os produtos foram dissolvidos em acetonitrila e analisados por CG-EM.

Figura 82: Frasco Schlenk contendo amostra apds 14 dias sob estresse

térmico em estufa a 70 °C.
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De acordo com cromatogramas por CG-EM (Figura 83, letras: a e b), houve uma degradacdo de
17,6 % para o tempo minimo (10 dias) e de 28,7 % para o tempo méaximo (14 dias). Observou-se também
que todas as amostras apresentaram apenas 3 produtos de degradagdo: 9,7 minutos — m/z: 162, 10,6
minutos —m/z: 178 ¢ 10,8 minutos — m/z: 180 (Figuras 84, letras: a, b e ¢). Os dados sobre a porcentagem

das impurezas para cada amostra foram apresentados na tabela 11.
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ll\._]\ "\,"L.
L e e e B B B R L R R
7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0

Tempo de reten¢io (nun)

Figura 83: Cromatogramas por CG-EM das amostras de 6-oxo apés os testes de estresse térmico:
a- 10 dias — 70 °C e b- 14 dias - 70°C (9,4 min. - m/z 162; 9,7 min. - m/z 166 (6-0x0); 10,6 min. - m/z
178 ¢ 10,8 min. - m/z 180).
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Figura 84: Espectro de massas por impacto de elétrons das impurezas geradas ap0s os testes de estresse

térmico: a - m/z 162 (9,4 min.); b - m/z 178 (10,6 min.) e ¢ - m/z 180 (10,8 min).

Tabela 11: Dados com as porcentagens de impurezas das amostras submetidas a estresse térmico: 1 -
10 dias — 70 °C e 2 — 14 dias — 70 °C.

Amostras Tempo m/z 162 m/z 178 m/z 180 Impurezas totais
1 10dias  6,9%  0,5%  10,2% 17,6%
2 14 dias 11,0%  3,7% 14,0% 28,7%
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7.4.1. Isolamento e caracterizacao das impurezas geradas nos testes de estresse térmico

Os produtos foram separados por cromatografia em coluna, utilizando-se silica como fase
estaciondria e uma mistura de acetato de etila e hexano (40:60) como fase mével. As fragdes obtidas
foram dissolvidas em acetonitrila e analisadas por CG-EM e EMAR. Em seguida, as amostras foram
analisadas por outras técnicas analiticas (p. ex. RMN 'H e '*C) com intuito de elucidar suas férmulas
estruturais.

Os dados obtidos sugeriram que foram formadas as seguintes impurezas (Figura 85):

e m/z 162: 2-metilcroman-4-ona (69), acronimo: MC;
e m/z 178: 8-hidroxi-2-metilcroman-4-ona (70), acronimo: HMC;

e m/z 180 - 2-metil-2,3,6,7-tetrahidro-4H-cromeno-4,8(5H)-diona (71), acronimo: MTCD;

) 0] )

©iij\ 0) (@)

OH 0]
69 70 71

Figura 85: Estruturas moleculares das impurezas formadas no estudo de estresse térmico da 6-oxo: 2-
metilcroman-4-ona (69); 8-hidroxi-2-metilcroman-4-ona (70) e 2-metil-2,3,6,7-tetrahidro-4H-cromeno-

4,8(5H)-diona (71).

Na sequéncia deste capitulo, sdo apresentados os dados de identificacdo e caracterizagdo dessas

impurezas. Além disso, sdo apresentadas as propostas de mecanismos para formagao para cada molécula.

7.4.1.1. 2-metilcroman-4-ona (MC)
7.4.1.1.1. Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Nos dados espectroscopicos de RMN 'H a 600 MHz em CDCls, apresentados na Figura 86,
podem ser observados alguns deslocamentos e multiplicidades que permitem evidenciar a estrutura da
2-metil-croman-4-ona (MC). Esses dados foram comparados aos disponiveis na literatura e

demonstraram uma boa correlagdo.®?
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Figura 86: Espectro (RMN 'H, 600 MHz, CDCl3) da impureza da MC.

Em 7,88; 7,47; 7,01 e 6,97 ppm, observam-se quatro duplo duplo de dupletos (ddd) relativos aos
diferentes acoplamentos dos hidrogénios aromaticos. A atribui¢do de cada hidrogénio foi realizada
considerando-se dois fatores: as constantes de acoplamento e a estimativa de deslocamento de RMN 'H
do software ChemDraw Ultra 8.0. Deste modo, obteve-se os seguintes resultados: 7,88 ppm — H6 (J =
7,9; 1,8; 0,5 Hz); 7,47 ppm — H2 (J =8,4; 7,2 ¢ 1,8 Hz), 7,01 ppm — HI1 (J=7,9; 7,2; 1,1 Hz) ¢ 6,97 —
H3 (J =8,3; 1,1; 0,5 Hz). Em 4,60 ppm, observa-se um duplo duplo quarteto (ddq), devido aos trés
diferentes acoplamentos do H8, sendo dois com os hidrogénios diasterotépicos H9’ e H9*’ (J =8,3; 7,3
Hz) e o outro com os hidrogénios do grupo metila H12 (J = 6,3 Hz). Em 2,68 e 2,69 ppm, observam-se
dois dupletos (d), os quais foram atribuidos aos acoplamentos dos H9’ e H9 ’entre si e com o HS.
Contudo, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo entre a sua multiplicidade e as constantes de
acoplamento medidas, pois esperava-se que aparecessem na forma de duplos dupletos (dd). Por ultimo,
observa-se um dupleto (d) em 1,52 ppm, devido ao acoplamento dos hidrogénios do grupo metila (H12)
com o H8.

7.4.1.1.2. Ressonincia Magnética Nuclear de carbono (RMN 3C)

O espectro de RMN !3C, a 75 MHz em DMSO-d6 (Figura 87), apresentou sinais para todos os
carbonos da molécula. Em 192,0 ppm, observa-se o sinal de campo mais baixo do espectro, que foi

atribuido a carbonila da cetona (C10). Utilizando-se a estimativa de deslocamento de RMN *C do
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software ChemDraw Ultra 8.0, atribuiu-se o sinal em 162,2 ppm ao carbono aromatico (C4) vicinal ao
oxigeénio. O sinal em 136,1 ppm foi atribuido ao carbono aromatico na posi¢do 2 (C2). Os quatro
carbonos com sinais em 126,3; 121,1; 120,5 e 117,8 ppm, foram atribuidos, respectivamente, aos demais
carbonos aromaticos da molécula: C6, C1, C5 e C3. O sinal em 74,1 ppm foi atribuido ao carbono metino
monossubstituido vizinho ao oxigénio. Em 43,8 ppm, observa-se o sinal do carbono (C9) vicinal a

carbonila e, por tltimo, o sinal de campo mais alto (20,5 ppm) foi atribuido ao grupo metila (C12).
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Figura 87: Espectro (RMN '3C, 75 MHz, DMSO-d6) da impureza da MC

7.4.1.1.3. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Na analise do cromatograma (Figura 88) observa-se que a 2-metil-croman-4-ona (MC) apresenta
um pico com tempo de retencdo em 9,4 minutos, O calculo de sua area percentual demonstrou uma

pureza estimada de 99,9 %.
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Tenpo de retencio (min)
Figura 88: Cromatograma por CG-EM da impureza MC
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Figura 89: Espectro de massas por impacto de elétrons da impureza MC.

Seu espectro de massas apresentou um pico de ion molecular com m/z =162 e um pico base com
m/z = 120 (Figura 89). Foram apresentadas algumas propostas de mecanismo de formagdo de alguns
fragmentos observados. O sinal M-15 foi atribuido a perda de um radical metila, conforme proposto na
letra a do Esquema 23. A formagao do fragmento m/z 134 foi justificada pela liberagdo do CO (letra b
do Esquema 23). A formagao do pico base m/z 120 foi explicada pela liberagdo de um ceteno, gerado a
partir do rompimento heterolitico da ligagdo alfa carbonila proxima ao anel aromatico, seguido do
rompimento homolitico da liga¢do beta carbonila, conforme apresentado na letra ¢ do Esquema 23. A
presenca do sinal com m/z 92 foi justificada pela formagdo de um fragmento de segunda geragao,
advindo de um fragmento m/z 120 (formado pela liberagdo de um propeno) com posterior liberagao de

CO (letra d, Esquema 23).
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Esquema 23: Propostas de mecanismos de fragmentagao da MC.

7.4.1.1.4. Espectrometria de massas de alta resolucio (EMAR)

O espectro de massas de alta resolucao (figura 90) da impureza MC apresentou o ion esperado
para molécula (M+H)" de 163,0756 Da (ion molecular). Notou-se também a presenca do ion
(M+1)" 164,0786 Da.

Utilizou-se a ferramenta “Massa para Formula” do programa mMass (free open source software,
2013, versdao 5.5) para gerar possiveis formulas moleculares para a impureza encontrada. Obteve-se

como mais provavel a formula: Ci0H1002, conforme esperado.

163.0756

164.0786

100 150 200 250 300

Figura 90: Espectro de massas de alta resolu¢do da impureza da impureza m/z 162.
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7.4.1.1.5. Proposta de mecanismo de formag¢io da impureza MC

Neste capitulo, propde- se um mecanismo de formagao da molécula 2-metilcroman-4-ona (69) por
meio de uma reacao radicalar com o oxigénio molecular (Esquema 24). Na etapa inicial ocorre a retirada
do hidrogénio alilico (na posi¢do beta ao oxigénio do éter) pelo oxigénio molecular, formando uma
espécie radicalar. Depois, ocorre a retirada do hidrogénio vicinal ao carbono radicalar, para que haja a
formacao da insaturacao pelos radicais deixados na molécula. Essa etapa se repete para os proximos dois

carbonos sp®, formando a estrutura aromatica.

.O_O'W .O_Oo—w O
0 o) H) 0 (_H e
H : . “ —
| — — o
H{(H (
Cooo 0-0° 69

Esquema 24: Proposta de mecanismo de formagao da impureza MC.

7.4.1.2. 8-hidroxi-2-metilcroman-4-ona (HMC)
7.4.1.2.1. Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Os dados espectroscopicos de RMN 'H a 300 MHz em CDCls da 8-hidroxi-2-metilcroman-4-ona
(Figura 91) apresentaram todos os sinais esperados para a molécula.’®* Em 7,42 ppm, tem-se um duplo
dupleto (dd), devido aos diferentes acoplamentos do hidrogénio aromatico na posi¢ao beta a carbonila
(H6) com os hidrogénios aromaticos H1 e H2. Em 7,12 ppm, o espectro apresenta outro duplo dupleto
(dd), devido aos diferentes acoplamentos do H2 com os hidrogénios HI1 e H6. Em 6,92 ppm, tem-se um
tripleto (t), devido ao acoplamento do H1 (J = 7.9 Hz) com os hidrogénios aromaticos H2 e H6. Em 5,54
ppm, tem-se um singleto (s) largo, devido ao acoplamento do hidrogénio do grupo OH. Em 4,68 ppm,
tem-se um duplo quinteto (dp), devido aos acoplamentos do H8 com os hidrogénios vicinais a carbonila
(H9) e também com os hidrogénios do grupo metila (H12). Na faixa de 2,75 — 2,70 ppm, tem-se um
multipleto, devido aos acoplamentos dos hidrogénios vicinais a carbonila (H9) com o HS. Por tltimo,

em 1,57 ppm, tem-se um dubleto, devido ao acoplamento dos hidrogénios da metila (H12) com HS.
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Figura 91: Espectro (RMN 'H, 300 MHz, CDCl3) da impureza da HMC.

7.4.1.2.2. Ressonincia Magnética Nuclear de carbono (RMN 3C)

O espectro de RMN '*C da 8-hidroxi-2-metilcroman-4-ona, a 75 MHz em CDCI; (Figura 92),
apresentou sinais para todos os carbonos da molécula. Em 192,0 ppm, tem-se o sinal de campo mais
baixo do espectro, que foi atribuido a carbonila da cetona (C10). Utilizando-se a estimativa de
deslocamento de RMN '3C do software ChemDraw Ultra 8.0, atribuiu-se o sinal em 149,1 ppm ao
carbono aromatico (C4), vicinal ao carbono da hidroxila, C3 em 145,3 ppm. Os quatro carbonos com
sinais em 121,5; 121,2; 120,5 e 117,9 ppm, foram atribuidos, respectivamente, aos demais carbonos
aromaticos da molécula: C1, C5, C2 e C6. Em 44,9 ppm, observa-se o sinal do carbono (C9) vicinal a
carbonila. O sinal em 75,7 ppm, foi atribuido ao carbono metino monossubstituido vizinho ao oxigénio

e, por ultimo, o sinal de campo mais alto (21,1 ppm) foi atribuido ao grupo metila (C13).
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Figura 92: Espectro (RMN '3C, 75 MHz, CDCl3) da impureza da HMC.

7.4.1.2.3. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy)

No espectro de HSQC da HMC (Figura 93) foi possivel observar os diversos acoplamentos C-H

da molécula. Os dados confirmaram as atribui¢des feitas nos espectros de RMN 'H e '3C. As relagdes

in o ‘L:l

foram descritas na tabela na Tabela 12.
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Figura 93: Espectro de HSQC da HMC.
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Tabela 12: Dados espectroscopicos de HSQC da HMC.

Posigao C dc (ppm) Posicdio H  Ou(ppm) Multiplicidade Quantidade H
12 21,1 12 1,57 d 3
9 44,9 9 2,75-2,70 m 2
8 75,7 8 4,68 qd 1
6 121,2 1 6,92 t 1
2 120,5 2 7,12 dd 1
6 117,9 6 7,42 dd 1
7.4.1.2.4. Espectrometria de infravermelho

O espectro de infravermelho (Figura 94) da HMC apresenta uma banda larga, na regido de 3150

cm! a 3380 cm’!, relativa ao estiramento da ligagio O-H. Pode-se notar também absorgdes

caracteristicas na regido de 2969 cm™ a 2928 cm™, relativos aos estiramentos das ligacdes CspsH dos

grupos metila e do metileno da molécula. Em 1663 cm -

1

, pode-se observar a absor¢do associada ao

estiramento da ligagio C=0, que estd conjugada com a ligagdo C=C do anel aromatico. Em 1607 cm!,

tem-se a absor¢ao relativa ao estiramento da ligacdo C=C aromatica conjugada a carbonila. As absorc¢des

em 1491 e 1457 cm™ foram atribuidas aos estiramentos das ligagdes C=C aromdticas. Em 1308 cm™,

observa-se a absorg¢ao relativa ao estiramento da ligacao C-O do éter e, por tltimo, observa-se a banda

mais intensa do espectro em 1206 cm’!, relativa ao estiramento da ligagdo C-O do fenol.
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Figura 94: Espectro de Infravermelho da HMC.
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7.4.1.2.5. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Na analise do cromatograma da impureza m/z 178 (Figura 95), observou-se um pico em 10,6
minutos, conforme esperado. O célculo de sua area percentual demonstrou uma pureza estimada de 99,9

% e seu espectro de massas apresentou o sinal de ion molecular com m/z 178 (Figura 96).
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Figura 95: Cromatograma por CG-EM da impureza com m/z 178
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Figura 96: Espectro de massas por impacto de elétrons da impureza com m/z 178

Considerando os dados de fragmentagdo da HMC (Figura 96), foram propostos mecanismos para
a formacgao de alguns dos fragmentos observados (Esquema 25). Na primeira fragmentagao, o sinal M-
15 foi formado pela perda de um radical metila da molécula (Esquema 25, letra a). A formacdo do
fragmento m/z 136 (pico base) foi iniciada com a formagao do cation radicalar no oxigénio da carbonila,
seguido dos seguintes eventos: rompimento homolitico da ligacdo C-C para formagdo do ion acilio,
seguido de rompimento heterolitico da ligacdo C-O para a liberacao de propeno (Esquema 25, letra b).
A formagdo do fragmento de m/z 108 foi atribuida a liberagdo do CO pelo fragmento com m/z 136

(Esquema 25, letra c).
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Esquema 25: Propostas de mecanismos de fragmentagao da HMC.
7.4.1.2.6. Espectrometria de massas de alta resolucio (EMAR)

O espectro de massas de alta resolu¢dao (Figura 97) apresentou o ion esperado para molécula
protonada (M+H)" 179,0696 Da (ion molecular). Além disso, pode-se observar também o ion (M+H)"
137,0582 Da, correspondente ao fragmento com maior intensidade (pico base) no espectro de massas

obtido por CG-EM (Figura 96).

179.0696

137.0582
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Figura 97: Espectro de massas de alta resolugdo da impureza m/z 192
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Utilizou-se a ferramenta “Massa para Formula” do programa mMass (free open source software,
2013, versdo 5.5) para gerar possiveis formulas moleculares para a impureza encontrada. Obteve-se

como mais provavel a formula: Ci0H1003, conforme esperado.

7.4.1.2.7. Proposta de mecanismo de formacio da impureza 8-hidroxi-2-
metilcroman-4-ona (HMC)

Neste capitulo, propde-se um mecanismo de forma¢do da molécula 8-hidroxi-2-metilcroman-4-
ona (70) por meio de uma reagdo radicalar com o oxigénio molecular (Esquema 26). Na etapa inicial
ocorre a retirada do hidrogénio alilico (na posi¢ao beta ao oxigénio do éter) pelo oxigénio molecular,
formando o radical hidroperéxido. Depois, esse radical adiciona-se a molécula por meio de uma ligagdo
radicalar. Em seguida, ocorre uma transferéncia de hidrogénio intramolecular, provocando a saida de
uma molécula de agua. Na proxima etapa, considera-se que a molécula desloca de seu equilibrio para a
forma enolica e, em sequéncia, ocorrem retiradas de hidrogénios por espécies radicalares (oxigénio

molecular ou hidroperoxido), para a aromatizagdo da estrutura.
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Esquema 26: Proposta de mecanismo de formagao da impureza HMC.
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7.4.1.3. 2-metil-2,3,6,7-tetrahidro-4H-cromeno-4,8(5H)-diona (MTCD)

7.4.1.3.1. Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)
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Figura 98: Espectro (RMN 'H, 600 MHz, CDCl3) da impureza da MTCD.

Os dados espectroscopicos de RMN 'H a 600 MHz em CDCl3 da 2-metil-2,3,6,7-tetrahidro-4H-
cromeno-4,8(5H)-diona (Figura 98) apresentaram os sinais esperados para a molécula.®* Na regido de
4,61 — 4,47 ppm, observa-se um multipleto, devido aos acoplamentos dos na posi¢ao 8 (H8) com os
hidrogénios vicinais a carbonila (H9) e com hidrogénios do grupo metila (H12). Na regido de 2,66 —
2,42 ppm, nota-se a presen¢a de outro multipleto, o qual foi atribuido aos acoplamentos dos grupos
metilenos nas posi¢des 2, 6 ¢ 9 da molécula. Em 2,04 e 1,95 ppm, sdo observados 2 (dois) duplo duplo
dupletos de tripleto (dddt), atribuidos aos hidrogénios diasterotopicos 1’ e 1”°. Por ultimo, em 1,54 ppm,

tem-se um dubleto, devido aos acoplamentos dos hidrogénios da metila (H12) com o HS.

7.4.1.3.2. Ressonincia Magnética Nuclear de carbono (RMN 3C)

O espectro de RMN '*C, a 75 MHz em CDCl3 (Figura 99), apresentou sinais para todos os carbonos
da molécula. Em 195,8 e 195,2 ppm, observou-se os sinais de campo mais baixo do espectro, que foram
atribuidos as carbonilas C10 e C3, respectivamente. Utilizando-se a estimativa de deslocamento de RMN
13C do software ChemDraw Ultra 8.0, atribuiu-se o sinal em 156,4 ppm ao carbono vinilico C4 e o sinal

em 123,9 ppm ao carbono vinilico C5. O sinal em 75,1 ppm foi atribuido ao carbono metino
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monossubstituido vizinho ao oxigénio (C8). Em seguida, o sinal em 43,5 ppm foi atribuido ao carbono
alfa carbonila (C9) do anel hidropirano. O sinal em 39,2 ppm foi atribuido ao carbono 2, localizado na
posicao alfa a outra carbonila da molécula. Os sinais em 21,4 e 21,0 ppm, foram atribuidos aos carbonos

metilénicos nas posi¢des 1 e 6. Por ultimo, observa-se o sinal de campo mais alto da molécula em 20,5

ppm, que foi atribuido ao carbono da metila (C12).
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Figura 99: Espectro (RMN '3C, 75 MHz, CDCl3) da impureza da MTCD.
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Figura 100: Espectro de RMN *C com APT (75 MHz, CDCls) da MTCD.

Além obtencdo do espectro de RMN 3C, foi realizado o experimento de carbono 13 com APT,

visando a identificagcdo e confirmac¢ao dos diferentes tipos de carbonos da molécula. No espectro (Figura
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100), foi possivel identificar o grupo metila em 20,5 ppm e confirmar a presenga do grupo CH em 75,1
ppm. Além disso, observou-se que os demais carbonos na regido de campo alto sdo grupos metileno, o

que confirma estrutura proposta para a impureza.

7.4.1.3.3. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy)

No espectro de HSQC da MTCD (Figura 101) foi possivel observar os diversos acoplamentos
C-H da molécula. Os dados confirmaram as atribui¢des feitas nos espectros de RMN 'H e 3C. As

relacdes foram descritas na tabela na Tabela 13.
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Figura 101: Espectro de HSQC da MTCD.

Tabela 13: Dados espectroscopicos de HSQC da MTCD.

Posigao C dc (ppm) Posi¢ao H ou(ppm)  Multiplicidade Quantidade H

12 20,5 12 1,54 d 3
6 21,0 6 2,66 -2,42 m 2
1 21,5 r 1,95 dddt 1
1 21,5 1 2,04 dddt 1
2 39,2 2 2,66 —2,42 m 2
9 43,5 9 2,66 —2,42 m 2
8 75,2 8 4,61 —4,47 m 1
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7.4.1.3.4. Espectrometria de infravermelho

O espectro de infravermelho da MTCD (Figura 102) apresenta absor¢des caracteristicas que

evidenciam a estrutura esperada para molécula. Em 2931 cm!, observa-se o sinal relativo ao estiramento

!, podem-se

das ligacdes CspsH dos grupos metila e metilenos da molécula. Em 1697 e 1668 cm -
observadas as absor¢des associadas aos estiramentos das ligagdes C=O das carbonilas. Em 1596 cm’!,
tem-se a absorgdo relativa ao estiramento da ligacdo C=C. Em 1175 cm!, observa-se a absorcdo relativa

ao estiramento da ligagdo C-O do éter.
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Figura 102: Espectro de Infravermelho da MTCD.
7.4.1.3.5. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
Na analise do cromatograma da impureza MTCD (Figura 103), observou-se um pico em 10,8

minutos, conforme esperado. O calculo de sua area percentual demonstrou uma pureza estimada de 99,9

% e seu espectro de massas apresentou o sinal de ion molecular com m/z 180 (Figura 104).
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Figura 103: Cromatograma por CG-EM da impureza MTCD.
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Figura 104: Espectro de massas por impacto de elétrons da impureza MTCD.

Considerando os dados de fragmentacdo da MTCD (Figura 104), foram propostos mecanismos
para a formagao de alguns dos fragmentos observados (Esquema 27). Na primeira fragmentacao, o sinal
M-15 foi formado pela perda de um radical metila da molécula (Esquema 27, letra a). A formagao do
fragmento m/z 152 foi iniciada com a formagao do cation radicalar no oxigénio da carbonila, seguido
dos seguintes eventos: rompimento homolitico da ligagdo C-C para formagdo do ion acilio, seguido de
rompimento heterolitico da ligagdo C-C para a liberagdo de CO (Esquema 27, letra b). A formagao do
fragmento m/z 108 foi atribuida a um fragmento de segunda geragdo, o qual ¢ formado a pela liberagao
de CO a partir de um fragmento m/z 165 (Esquema 27, letra c¢). A formagao do fragmento de m/z 110 foi
iniciada com o rompimento heterolitico da ligacdo C-O do éter, seguido do rompimento heterolitico da
ligacdo C-C adjacente a carbonila para a liberagdo de um propeno. Logo apds, ocorre a liberacao de CO

para formacao do fragmento final (Esquema 27, letra d).
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Esquema 27: Propostas de mecanismos de fragmentagdo da MTCD.
7.4.1.3.6. Espectrometria de massas de alta resolucio (EMAR)

O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 105) da impureza MTCD apresentou o ion esperado
para molécula (M+H)" de 181,0865 Da (ion molecular). Notou-se também a presenga do ion (M+1)"
182,0892 Da e do aduto com sédio (M+23)" 203,0680. Além disso, pdde-se observar também o ion
(M+H)" 139,0389 Da, que foi atribuido a um possivel fragmento da molécula.

Utilizou-se a ferramenta “Massa para Formula” do programa mMass (free open source software,
2013, versdo 5.5) para gerar possiveis formulas moleculares para a impureza encontrada. Obteve-se

como mais provavel a formula: Ci10H1203, conforme esperado.

181.0865

139.0389 182.0892

203.0680

| 1 i 1 1 | 1 I} 1 1 Ly 5

T T T T T T T
120 150 180 210 240 270 300
m/z

Figura 105: Espectro de massas de alta resolu¢do da impureza MTCD.
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7.4.1.3.7. Proposta de mecanismo de formacio da impureza MTCD

Neste capitulo, propde- se um mecanismo de formagao da molécula 2-metil-2,3,6,7-tetrahidro-4H-
cromeno-4,8(5H)-diona (71) por meio de uma reacao radicalar com o oxigénio molecular (Esquema 28).
Na etapa inicial ocorre a retirada do hidrogénio alilico (na posi¢ao beta ao oxigénio do éter) pelo oxigénio
molecular, formando o radical hidroperoxido. Depois, esse radical adiciona-se molécula por meio de
uma ligacao radicalar. Em seguida, ocorre uma transferéncia de hidrogénio intramolecular, provocando

a saida de uma molécula de 4gua e formag¢ao da MTCD.
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Esquema 28: Proposta de mecanismo de formagao da impureza MTCD.
7.5. Ensaios de degradacao forcada oxidativos

Para os ensaios de degradacao oxidativos, foram preparadas solugdes de 6-oxo na concentragao de
5 mg/mL em H202 10%. As solucdes foram colocadas em frascos do tipo Schlenk e permaneceram a 30
°C, em tempos que variaram de 12 a 48 h. Apds cada ensaio, as amostras (8§ mL) foram extraidas com
diclorometano (3 x 10 mL) e secas com sulfato de so6dio anidro. Depois, as solu¢des foram colocadas
em evaporador rotativo e em bomba de vacuo para remog¢ao dos volateis.

Para a verificagdo de formagdo de impurezas, os produtos foram dissolvidos em acetonitrila e
analisados por CG-EM. Os cromatogramas mostraram uma degradacdo de 8% para o tempo inicial
(Figura 106, letra a) e de 12 % para o tempo final (Figura 106, letra b). Todas as amostras apresentaram
apenas duas impurezas, sendo a majoritaria em 10,3 minutos, com m/z 182, ¢ a minoritaria em 10,8

minutos, com m/z 180.
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Figura 106: Cromatogramas por CG-EM das amostras de 6-oxo ap6s os testes de degradagdo
forcada em condicdes oxidativas (5 mg/mL em H202 10%) a 30 °C, em diferentes tempos de exposicado:
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Figura 107: Espectro de massas por impacto de elétrons das impurezas oxidativas - a: m/z 182 e b:

m/z 180.
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Tendo em vista que a impureza de m/z 180 havia sido isolada e caracterizada apds os testes de
degradacdo térmica, buscou-se apenas o isolamento da impureza majoritaria (m/z 182).

A molécula de m/z 182 foi isolada por CCD em placa preparativa, utilizando-se diclorometano
como eluente. A analise por CG-EM demonstrou que foi a molécula foi obtida com uma pureza estimada

de 99,8% (Figura 108).
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Figura 108: Cromatograma por CG-EM da impureza com m/z 182

7.5.1.1. 4-metil-3,4,6,7,8,9-hexahidro-2H-benzo[b][1,4]dioxepin-2-ona (MHBD)
7.5.1.1.1. Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Nos dados espectroscopicos de RMN 'H da impureza de m/z 182 (Figura 109), foi possivel
observar alguns sinais com deslocamentos e multiplicidades analogos aos da 6-oxo. Em 4,70 ppm, por
exemplo, observa-se um quinteto de dubleto (qd) na mesma regido do duplo quarteto de dubleto (dqd)
da 6-oxo0 (4,44 ppm). Em 2,93 e 2,70 ppm, sdo observados dois duplos dubletos (dd) que também
aparecem na molécula de partida. Além disso, nota-se a presenca de um dubleto (d) em 1,38 ppm,
integrado para 3 hidrogénios, o que indica a presenca de um grupo metila oriundo da molécula original.

Os outros sinais da impureza aparecem na forma de multipletos em regido de campo alto (2,26 —
2,08 ppm (4H) e 1,73 — 1,63 ppm (4H)) e foram atribuidos aos acoplamentos de grupos metilenos.

Diante do exposto, propds-se uma formula estrutural para impureza, indicada na Figura 110. Seu
nome quimico ¢ 4-metil-3,4,6,7,8,9-hexahidro-2H-benzo[b][ 1,4]dioxepin-2-ona, a qual atribuiu-se um

acronimo: MHBD.
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Figura 109: Espectro (RMN 'H, 600 MHz, CDCl3) da impureza de m/z 182 (MHBD).
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Figura 110: Estrutura molecular da impureza com m/z 182 (MHBD).

7.5.1.1.2. Ressonincia Magnética Nuclear de carbono (RMN 3C)

O espectro de RMN °C, a 75 MHz em CDCI; (Figura 111), apresenta sinais para todos os carbonos
esperados para a molécula proposta. O sinal do carbono observado em campo mais baixo (170,1ppm)
foi atribuido a carbonila do anel dihidropirano, devido ao efeito de desblindagem gerado pela anisotropia
magnética da ligagdo C=0. O sinal em 137,1 ppm foi atribuido sinal do carbono insaturado vicinal ao
oxigénio do éter, o qual ¢ duplamente desblindado devido a proximidade com o 4tomo eletronegativo e
ao efeito anisotropico da dupla ligacdo. O outro sinal em campo baixo com 134,4 ppm esta relacionado
ao outro carbono da ligagdo C=C. O préximo sinal, em 76,9 ppm, corresponde ao carbono metino

monossubstituido vizinho ao oxigénio. Em seguida, o espectro apresenta um sinal em 40,9 ppm, que foi
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atribuido ao carbono saturado na posi¢ao a a carbonila. Os sinais em 28,4 ¢ 26,7 ppm foram atribuidos,
respectivamente, aos grupos metilenos nas posi¢des 6 e 3, os quais sdo mais desblindados pela maior
proximidade a insaturacdo nos carbonos 4 e 5 da molécula. Em sequéncia, o espectro apresenta os sinais
dos grupos metilenos das posi¢cdes 1 e 2 da molécula (22,6 e 22,7 ppm), o quais ndo puderam ser

diferenciados devido a proximidade dos valores de deslocamento. Por ultimo, o sinal de campo mais

alto (22,0 ppm) foi atribuido ao grupo metila.

N © o
o NN R
S N
‘ |
o
— 0//12
- 6. PRI
\
‘ H 9 T T T T T T T T T T T T T
2\ 4\ / 79 78 77 76 23.0 22.5 22.0
( o— 8 & (ppm) 5 (ppm)
7 \
CH,
13
. ) |l
1 / \ | A5
3 TE _ .
= 2 ® & OmN=ED
o Sy o o TNN©O
~N mm O o 0 W AN NN
~— — ~N < AN AN AN NN
2‘20 2‘10 260 150 1‘80 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 1‘00 9‘0 éO 7‘0 éO 5‘0 "“0 ?10 2‘0 110 6
8 (ppm)
Figura 111: Espectro (RMN!*C, 75 MHz, CDCl3) da impureza de m/z 182 (MHBD).
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Figura 112: Espectro de RMN *C com APT (75 MHz, CDCl3) da MHBD.
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Além obtengdo do espectro de RMN '3C, foi realizado o experimento de carbono 13 com APT
(figura 112), para identificacdo confirmacao dos diferentes tipos de carbonos da molécula. Por meio dos
dados obtidos, foi possivel identificar o grupo metila em 22,0 ppm e confirmar a presenca do grupo CH
em 76,9 ppm. Além disso, observou-se que, excetuando-se os carbonos em campo mais baixo (170,1;
137,1 e 134 ppm), os demais carbonos da molécula sdo grupos metileno, o que confirma estrutura

proposta para a impureza.

7.5.1.1.3. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy)

No espectro de HSQC da MHBD (Figura 113) foi possivel observar os diversos acoplamentos C-
H da molécula. Essas relagdes foram descritas na Tabela 14. Com isso, nota-se que apesar desse
experimento ndo ser totalmente conclusivo quanto a diferenciagdo dos carbonos nos multipletos, pode-

se confirmar a atribuicdo dos outros sinais da molécula.
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Figura 113: Espectro de HSQC da MHBD.
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Tabela 14: Dados espectroscopicos de HSQC da MBHD.

Posigao C dc (ppm) Posi¢ao H ou(ppm)  Multiplicidade Quantidade H
13 22,0 13 1,38 d 2
le2 22,6 22,7 le2 1,73 - 1,63 m 4
3eb6 26,7 ¢ 28,4 3eb 2,26 -2,08 m 4
9 40,9 9¢9' 2,70 € 2,93 dd 3
8 76,9 8 4,70 qd !
7.5.1.1.4. Espectrometria de massas de alta resolucio (EMAR)

A amostra da MHBD foi analisada por espectrometria de massas de alta resolugao (EMAR), com

objetivo de confirmar sua massa molecular. O espectro de massas (Figura 114) apresentou como ion

mais abundante o sinal(M+H)" com m/z 183,1009 (ion molecular). Os outros ions apresentados no

espectro foram atribuidos aos fragmentos da molécula original, pois puderam ser identificados no

espectro de massas/massas (MS?) da amostra (Figura 115). A excegdo foi o ion com m/z 181,0849, o

qual foi atribuido a um possivel residuo da molécula com m/z 180 (produto de degrada¢do minoritario),

pois ndo foi encontrado no espectro MS? da impureza.

183.1009
165.0901
181.0849
123.0432 139.0742 J
T | : L. . 1 - Tl | v - T T
120 150 180 210 240

Figura 114: Espectro de massas de alta resolu¢do da impureza m/z 182.
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Figura 115: Espectro MS? da impureza m/z 182.

Utilizou-se a ferramenta “Massa para Formula” do programa mMass (free open source software,
2013, versao 5.5) para gerar possiveis formulas moleculares para a impureza encontrada. Obteve-se

como mais provavel a formula: Ci10H140Os.

7.5.1.1.5. Proposta de mecanismo de formac¢io da impureza MHBD

A proposta de mecanismo de formacao da molécula MHBD (Esquema 29) foi baseada nas reacdes
de oxidagio de Baeyer—Villiger.®> * Nessa proposta, a reacio ¢ iniciada pela protonagio da carbonila,
formando o ion hidroperdxido no meio reacional. Em seguida, esse ion se liga a carbonila que, por sua
vez, deslocaliza um par de elétrons da ligagdo C=0 para o atomo de oxigénio. Por ultimo, ocorre um
rearranjo intramolecular com transferéncia de hidrogénio e liberacio uma molécula de 4gua para a

formacgao da lactona MHBD (72).

~

HOOH H
O/-\H
:0-OH o
ofi Cﬁi oot2le
o)
72

Esquema 29: Proposta de mecanismo de formagao da impureza MHBD.
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8. Método indicativo de estabilidade

Segundo o guia para obteng¢ao do perfil de degradagao, identificagdo e qualificacao de produtos de
degradagdo em medicamento da Anvisa (Guia n° 4, versao 1, de 04/12/2015), um método indicativo de
estabilidade para produtos de degradacdo ¢ aquele capaz de detectar e quantificar todos os produtos
relevantes do perfil de degradacio “real” de uma determinada substincia.**¥’ Considerando que a
técnica de analise recomendada para andlise de produtos de degradag¢ao ¢ a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Fotodiodo (CLAE-DAD)?’, buscou-se desenvolver uma
metodologia de analise por essa técnica que conseguisse identificar todas as impurezas de degradacao
geradas no estudo de estresse da 6-oxo ¢ também as potenciais impurezas de processo. Para isso, as
amostras das impurezas foram analisadas em um cromatdgrafo Shimadzu UFLC LC-20 com detector
DAD, utilizando o software LC solution® para controle do sistema, aquisi¢do e tratamento de dados. A
separa¢do cromatografica foi obtida utilizando a coluna GRACE C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um). A fase
moével foi composta por agua (Solvente A) e acetonitrila (Solvente B) em gradiente de eluigdo, com
vazao de 1,0 mL / min. A elui¢do gradiente foi programada como tempo (min) / porcentagem de Solvente
B - 5/5, 45/30, 75/90, com tempo de equilibrio de 15 min. O volume das inje¢des foi de 30 pl. As

solugdes forma preparadas em concentragdes de 3 a 8 pg.mL™.

Perfil de degradagdo
“potencial”
(degradagido
forcada)

Perfil de degradacdo
da estabilidade
acelerada

Perfil de degradagao
“real” (estabilidade
de longa duragdo)

———

Figura 116: Relacdo entre os diferentes perfis de degradagdo obtidos por: Estudo de estabilidade

de longa duracio, estudo de estabilidade acelerada e estudo de degradagio forgada.’’

#* Entende-se como perfil de degradagio “real” aquele obtido por meio de estudo de estabilidade de longa duragdo.
As condigdes dos estudos de estabilidade de longa duragéo e acelerados estdo descritas nos art. 22 e 23 da RDC n°. 45, de 09
de agosto de 2012 da Anvisa.**
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A principal dificuldade para desenvolvimento da metodologia de analise por CLAE-DAD, foi a
separagdo de todas as impurezas em diferentes tempos de retengdo. Contudo, conseguiu-se um método

com boa seletividade (Figura 117).

T TT T T T T T T T T T TT T TT T T T TT T T T T T T
1 1 1 1 | | | | | | | | I
A - - A0 g8 A - % aA #

Figura 117: Cromatograma CLAE-DAD da 6-oxo (1) em 67,5 min. e de suas impurezas: m/z 166 -
HCB (2) em 63,3 min.; m/z 192 (3) em 61,5 min., m/z 182 (4) em 58,5 min., m/z 162 (5) em 56,2 min.,
m/z 180 (6) em 22,0 min, m/z 178 (7) em 21,1 min., m/z 166 — BCD em 18 min. e m/z 155 (9) em 14

min.

Considerando que ndo havia padrdes primarios das impurezas, optou-se por tentar avaliar
algumas figuras analiticas de mérito apenas para 6-oxo, considerando o disposto na RDC n°.

166/2017 da Anvisa.®®

Para avaliar a linearidade, foram preparadas amostras de 6-oxo de 1 a 10 pg.mL"' em acetonitrila
(em triplicata). Considerando a média dos resultados das analises, construiu-se uma curva
analitica (Figura 118) que apresentou um coeficiente de correlagdo (R) de 0,994. Esses resultados
indicaram o que os valores de resposta ao método analitico foram diretamente proporcionais a

concentragcdo da 6-oxo, dentro do intervalo analisado.
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Figura 118: Curva analitica por CLAE-DAD da 6-oxo (concentragdes de 1 a 10 pg.mL™).

A exatiddo foi verificada a partir de 9 (nove) determinagdes, contemplando o intervalo linear do
método analitico, em 3 (trés) concentragdes: 1, 5 e 10 pg.mL"! em acetonitrila, com 3 (trés) réplicas em
cada nivel (Tabela 15). O calculo da exatiddo foi realizado utilizando-se formula de % de recuperagao

da amostra (Figura 119). Considerando média dos valores, a precisdo calculada foi de 99,46 %.

%R _ Concentracao média experimental X 100
o Recuperacdo: — —
petds Concentracao tedrica

Figura 119: Formula do célculo da % de recuperacao.

Tabela 15: Dados das leituras das amostras nas concentracdes de 1, 6 ¢ 10 ug.mL™' de 6-oxo em

acetonitrila utilizados no célculo da % de recuperagdo

[ ] teérica (ug.mL") [ ] das amostras analisadas em pg.mL'  média % rec
1 0,98 0,99 0,99 0,99 98,67
6 5,99 6,01 5,98 5,99 99,89
10 9,98 9,97 10,00 9,98 99,83

O limite de detec¢ao (LD) foi calculado de acordo com férmula apresentada na Figura 120. O

resultado obtido foi de 0,33 pg.mL".

s 3,3.DPAD
- IC
Figura 120: Formula utilizada no calculo do limite de detecgao — LD (DPAD — desvio padrao e IC

— inclinacdo da curva).
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O limite de quantifica¢ao (LQ) foi calculado por meio da féormula apresentada na Figura 121. O

resultado obtido foi de 0,99 ug.mL".

Lo = 10.DPAD
C="Tc
Figura 121 — Formula utilizada no célculo do limite de quantificacdo — LQ (DPAD — desvio padrao

e IC — inclinagdo da curva).

A robustez foi avaliada apenas de forma qualitativa, durante o desenvolvimento do método
analitico, através de variagdes nas condi¢des de fluxo da fase movel, temperatura da coluna e
concentragdo das amostras de 6-0xo. A modificagdo desses fatores nao causou influéncia substancial na
resposta analitica da 6-oxo. Ressalta-se que ndo se avaliou variacdo no pH da fase moével, pois isto

poderia provocar degradacao do analito.
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9. Estudo de polimorfismo da 6-oxo

No processo inicial dos estudos de polimorfismo da 6-oxo, verificou-se a possiblidade de fazer a
recristalizagcdo do produto em alguns solventes apolares alternativos ao hexano. Para isso, utilizou-se as
substancias: ciclohexano, heptano e benzeno. Em todos os testes realizados, ndo se conseguiu
recristalizar a 6-oxo em nenhum dos solventes escolhidos. As amostras apresentavam no maximo um
aspecto gelatinoso que ndo cristalizava sob resfriamento.

Diante da dificuldade de encontrar um solvente que pudesse gerar um diferente polimorfo para a
6-0x0, resolveu-se investigar o processo de recristalizacdo sem solvente na amostra. Dessa forma, era
necessario obter dados sobre as propriedades térmicas da amostra. Em uma primeira abordagem,
submeteu-se a 6-oxo a uma analise de termogravimétrica (TGA) para verificar as possiveis perdas de
massa da molécula. Nessa analise, uma amostra de 7,7 mg de 6-oxo foi colocada em um cadinho de
platina e aquecida de 25 a 300°C, a uma taxa de 5°C/min, sob um fluxo de géas hélio de 30 L/min, em
um analisador termogravimétrico (TGA) DTG-60H — Shimadzu. De acordo com o termograma obtido
(Figura 122). pdde-se observar que a massa da amostra permaneceu estavel até 70 °C. Dessa forma,
constatou-se a importancia de ndo ultrapassar esse patamar de temperatura nos testes de recristalizacao,

para que nao seja iniciado um processo de degradacdo da amostra.

Perda de massa (%)
1

I I
0 50 100 150 200

T T 1

I I
250 300
Temperatura (°C)

Figura 122: Termograma (TGA) da 6-oxo.

Para verificar as entalpias associadas as transi¢des de fase da 6-oxo e determinar a temperatura
na qual esses processos ocorrem, uma amostra dessa substidncia foi submetida a uma analise de
calorimetria diferencial exploratoria (DSC). Nessa analise, uma amostra de 6-oxo (4 mg) foi colocada

em uma pequena panela de aluminio (selada) e submetida a um aquecimento de 20 a 70 °C a uma taxa
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de 5°C/min, sob atmosfera inerte (hélio), em um calorimetro Shimadzu DSC-60. Em seguida, a amostra
foi resfriada a uma taxa de 5°C/min até uma temperatura de -10 °C. De acordo com as curvas de
aquecimento e resfriamento (Figura 123), observou-se que a cristalizagdo ocorreu em uma temperatura
muito diferente da temperatura de fusdo da amostra. Essa informagao sugeriu a possibilidade de obtengao

de um novo polimorfo da 6-oxo.

endo

U.A.

—resfriamento
aguecimento

T T v T T T y T T 1
-20 0 20 40 60 80

Temperatura (°C)

Figura 123: Curvas de aquecimento e resfriamento na analise da 6-oxo por DSC.

No intuito de reproduzir as condi¢des utilizadas na analise por DSC, adicionou-se 15 mg de 6-
oxo a um tubo Schlenk e, em seguida, sua atmosfera foi interna foi trocada por gas hélio. Depois, o tubo
foi submetido a aquecimento em banho de 6leo até 70 °C e rapidamente resfriado em banho de 4gua e
depois de gelo até 5°C. Durante esse processo, foi possivel observar que a amostra fundiu na faixa de
temperatura esperada. Contudo, ndo se conseguiu monitorar a temperatura de solidificagdo, pois o banho
estava em uma temperatura fixa. Ao final, notou-se que amostra solidificada apresentava aspecto visual
diferente da 6-oxo e para verificar se houve a forma¢do de um novo polimorfo, foi realizada analise de
difracdo de raios X de p6 - PXRD

Os dados de PXRD foram analisados no programa MATCH- Phase Identification From Power
Diffraction (Version 2, manufatured by Crystal Impact). Os difratogramas da 6-oxo (Figura 124) e da
amostra recristalizada (Figura 125) apresentaram padrdes diferentes. Por meio do software Match, os

dados de posicdo e intensidade dos picos foram utilizados na indexacdo %% dos pardmetros de célula

5% Indexacdo significa a derivagio de parAmetros de célula unitaria a partir de determinadas posi¢des de pico em um padrio
de difracdo de po.
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unitaria. Os resultados mostraram que a 6-oxo apresentou parametros de célula unitaria do tipo
monoclinico (Figura 126) enquanto o solido recristalizado apresentou parametros de célula unitaria do

tipo ortorrdmbico (Figura 127).

Irel

1004
] \.w |
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00 80.00 85.00 90.00
Cu-Kal (1.540598A) Ztheta

Figura 124: Difratograma da 6-oxo (PDRX).
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Figura 125: Difratograma da 6-oxo recristalizada (PDRX).
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Figura 126: Dados do difratograma da 6-oxo indexados no software Match.
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Figura 127: Dados do difratograma da 6-oxo recristalizada indexados no software Match.

Com intuito de confirmar a diferencas observadas nas analises PXRD, as amostras foram
analisadas por espectrometria no IV médio (Figura 128). Contudo, ndo se conseguiu observar diferencas

entre as amostras analisadas.

118



—— 6 oxo
——— B oxo recristalizadal

YTy
s LRI

N B e e e L S e e p e e e B L m e e
3400 3000 2500 2000 1500 1000 750

numero de onda (cm’)
Figura 128: Espectro de IV da 6-o0xo e da 6-oxo recristalizada.
Por tltimo, amostras da 6-oxo e da 6-oxo recristalizada foram analisadas por RMN C'? no estado
solido (Figura 129). Contudo, os espectros nao apresentaram diferengas entre os possiveis polimorfos

formados. Diante disso, concluiu-se que apesar das evidéncias de formac¢do de um novo polimorfo

obtidas por DRX de p6, ndo se conseguiu confirmar a presenc¢a do polimorfo por meio das outras técnicas

analiticas utilizadas.
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Figura 129: Comparagio de diferentes espectros de RMN de '*C da 6-oxo: 1 — Espectro RMN de
3C da 6-oxo dissolvida em CDCl3 (amostra liquida), 2 — Espectro de RMN de *C da 6-0xo no estado

solido antes da recristaliza¢ido e 2 — Espectro de RMN de '°C da amostra recristalizada de 6-oxo no

estado solido
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10. Conclusoes

O sucesso nas modificagdes da sintese da 6-oxo permitiu o desenvolvimento de um processo de
sintese mais proximo das exigéncias na fabricacdo de IFA. Em relagdo a rota original, notou-se que a
retirada da etapa de destilacdo reduzida, ndo impediu a obten¢do do produto com alto grau de pureza e
rendimento reacional satisfatorio. A reducdo dos excessos molares dos reagentes e solventes na primeira
etapa da reagdo, assim como a utilizagdo de atmosfera ambiente em vez de atmosfera inerte,
proporcionaram um desenho de processo mais racional ¢ econdmico. O monitoramento da reagao in Situ
utilizando uma sonda de IV médio, durante a etapa de acilagdo, permitiu a reducdo dos tempos reacionais
e estabelecimento de um importante controle em processo. Na tltima etapa da sintese, foi possivel notar
que os processos de purificacdo, utilizando-se carvao ativado e cristalizagdo, foram efetivos na remogao
das impurezas. Pois, obteve-se um produto com 99,9% pureza, considerando a metodologia de analise
por RMNq. A qual também foi desenvolvida durante esse trabalho. Por ultimo, foram feitas duas
ampliagdes de escala (120 e 180 mmol, considerando a enamina como reagente limitante), para as quais
0 processo apresentou robustez e forneceu produtos com a pureza esperada.

O estudo detalhado da rota sintética nos permitiu elencar trés potenciais impurezas de processo,
sendo a (E)-1-(2-hidroxiciclohex-1-en-1-il)but-2-en-1-ona (HCB) a mais importante, por se tratar do
ultimo intermediario de sintese. Todas as impurezas de processo foram sintetizadas, isoladas e
caracterizadas. Tal fato constituiu um importante passo na elaboragao do perfil de impurezas da 6-oxo.

Os estudos de degradacao forgada demonstraram que a 6-oxo apresenta-se estavel quando exposta
as condicdes acidas e luminosas. Nos estudos de degradagdo bésica, observou-se apenas a formagado de
uma impureza. Essa substancia foi isolada, mas ndo foi possivel elucidar sua estrutura por meio das
analises realizadas. Ademais, a 6-oxo apresentou importantes impurezas oriundas da degradagdo forcada
nas condigdes térmica e oxidativa. Todas as impurezas foram bem isoladas e caracterizadas. Sendo que
nas condig¢des oxidativas, foi gerada uma impureza ainda ndo relatada na literatura: a 4-metil-3,4,6,7,8,9-
hexahidro-2H-benzo[b][1,4]dioxepin-2-ona (MHBD).

O método indicativo de estabilidade conseguiu demonstrar boa seletividade na separagdo das
impurezas de sintese e degradacao, nas analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Nesse aspecto, ¢ preciso considerar que apesar de ndo ter sido feita uma validacdo da metodologia
analitica, foi possivel avaliar algumas figuras analiticas de mérito para analise de 6-oxo.

Quanto ao polimorfismo, ndo possivel observar a formagao de novos polimorfos nos diferentes
solventes apolares testados: ciclohexano, benzeno e heptano. Contudo, verificou-se que ha formacao de
uma nova forma polimérfica quando uma amostra fundida e depois submetida a um rapido resfriamento,
sob atmosfera inerte. A ocorréncia desse polimorfo foi confirmada pelas analises de difragdo de Raios

X de p6 (PDRX).
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11. Materiais e Métodos

Para realizagdo dos experimentos sob atmosfera inerte foram utilizados os gases argoénio e
nitrogénio, de acordo com a disponibilidade. Vidrarias para reagdes foram secas em estufa a 120 °C.
Para secagem dos solventes diclorometano, benzeno e trietilamina, utilizamos um sistema de refluxo
com hidreto de calcio em atmosfera inerte por 4 horas.

As estruturas moleculares foram desenhadas com a utilizagdo do programa ChemDraw®16.0.

As analises por CG-EM foram realizadas em um cromatografo SHIMADZU GCMS-QP2010 Plus,
operando com um detector de impacto de elétrons a 70 eV e equipado com uma coluna capilar de silica
fundida com dimensdes 30 m x 0.25 pm x 0.25 mm (modelo Rtx-5MS). A temperatura do forno foi
programada entre 50 a 250 °C a uma taxa de 20°C/min para fins de integracdo. As temperaturas do
injetor e detector foram fixadas em 250°C. O gas transportador utilizado foi o hélio, a uma taxa de fluxo
de 1,0 mL/min, no modo split (1:50). O volume de injecdo foi de 1 uL de uma solugdo com concentragio
de 10 ppm de amostra em acetonitrila. Os dados processados através do programa GCMS solution®. Os
espectros de massas obtidos foram comparados como dados da biblioteca Wiley 6th Ed. Os espectros de
RMN 'H e RMN !3C a 600 MHz foram obtidos em um espectrometro de ressonancia magnética nuclear
Bruker Avance III HD, equipado com sonda do tipo broadband observe (BBFO) 5 mm, operando em
campo magnético de 14 T e a frequéncia de 1H de 600 MHz. Os espectros de RMN 'H e RMN °C a
300 MHz foram obtidos em um espectrometro de ressonancia magnética nuclear Varian (Magneto
Oxford YH300 e Console Mercury Plus 300) operando em campo magnético de aproximadamente 7T.
O instrumento est4 equipado com sonda Varian Smm ATB (1H/19F/X e PFG). Os espectros adquiridos
foram processados utilizando-se o programa MestreReNova®. Os deslocamentos quimicos (d) foram
reportados em partes por milhdo (ppm), tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (0,00 ppm para
o RMN 'H) e o cloroféormio deuterado (7,26 ppm para o RMN 'H e 77,0 ppm para o 3C). As
multiplicidades das bandas de absor¢do dos hidrogénios nos espectros de RMN de 'H foram indicadas
segundo a convencgao: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), q (quadrupleto), m (multipleto), dd (duplo-
dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), dt (duplo tripleto) e qt (quintupleto). Os dados espectroscopicos
referentes aos espectros de RMN 1H estdo organizados segundo a convengao: ¢ deslocamento quimico
(multiplicidade, constante de acoplamento em Hz, nimero de hidrogénios)

Os espectros de IV foram registrados em um espectrometro Varian 640 FT-IR, utilizando pastilha
de KBr. Os dados obtidos foram processados no programa Origin®.

Os espectros de UV foram adquiridos em um espectrometro UV-vis Cary 5000, utilizando
solucdes de acetonitrila na concentracdo de 1ppm. Os dados obtidos foram processados no programa

Microsoft Excel®
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As analises de espectrometria de massas de alta resolucdo (EMAR) foram realizadas em
equipamento da marca Sciex, com injetor automéatico do UHPLCekspert™ Eksingent 100-XL (sem
coluna), utilizando uma fonte de ionizagdo ESI (elétron spray) e um analisador de massas TripleTOF

5600+.
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12. Experimentos realizados

12.1.Sintese da enamina

Em um baldo volumétrico de 125 mL com barra magnética para agitacao foi introduzido 25 mL
tolueno e depois os reagentes: 15,57 mL de morfolina (150 mmol) e 17,3 mL de ciclohexanona (200
mmol). Como catalisador acido foi usado um pedago de malha de Nafion® (0,2 cm?de 4rea). Com os
reagentes e solvente ja no baldo, foi montada a vidraria de Dean-Stark e condensador para refluxo. O
baldo foi aquecido a refluxo e mantido nesta condi¢ao por 18 horas. Ao final o Nafion® foi removido
por filtracdo em papel de filtro e o tolueno foi removido no rotaevaporador. O residuo resultante foi
transferido para um baldo de fundo redondo de volume menor e purificado por destilacdo a pressao

reduzida (140-144°C a 30 mmHg) rendendo 16,8 mL de 1-morfolinociclohexeno (70 % de rendimento).

e 1-morfolinociclohexeno (MCE)

RMN de 'H (600 MHz, CDCL), 5 (ppm):1,58 — 1,53 (m, 2H), 1,71 — 1,65
(m, 2H), 2,10 — 2,02 (m, 4H), 2,81 — 2,72 (m, 4H), 3,75 — 3,71 (m, 4H) ¢ &

@N 0 4,69 — 4,66 (m, 1H).
N

EM (70 V) m/z: 167(M"), 152, 136,124, 108 (100), 94, 81, 67 ¢ 54.

12.2.Sintese do cloreto acido

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 8,6 g gramas do acido crotdnico (100 mmol),
10 mL de cloreto de tionila (16,31 g, 137 mmol), 110 mg de hidroquinona (1mmol), 160mg de enxofre
(5 mmol), 0,5 g de CuCl> (5 mmol) e barra magnética para agitacdo. Notou-se que houve um
resfriamento do meio reacional e liberacdo de gas (HCl e SOz2) o quais foram borbulhados em 4gua. Esse
sistema foi mantido sob agita¢do até cessar o borbulhamento do meio reacional (de 60 a 80 minutos).
Apos essa etapa, foi conectado condensador para refluxo e, a este tltimo, foi conectado tubo de cloreto
de célcio. O meio reacional foi aquecido sob agitagdao e mantido sob condi¢ao de refluxo por 4 h. Ao
término da reagdo foi realizada um destilacdo a pressdo atmosférica para separacao do produto (faixa de
destilagdo: 115-119 C). Foram obtidos 10,2 mL (89% de rendimento) de um liquido incolor

caracterizado como o cloreto de crotonila.

e Cloreto de crotonila (CC)

RMN de 'H (600 MHz, CDCL), 5 (ppm): 2,00 (dd, = 7,1, 1,8 Hz, 3H), 6,10
T (dq, J=15,1, 1,7 Hz, 1H) € § 7,25 (dq, J = 15,1, 7,0 Hz, 1H).
Cl

RMN de '*C (75 MHz, CDCL), & (ppm): 165, 7, 152, 8, 127,8 ¢ 18,4.
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12.1.Sintese da 6-oxo0

A um balado de fundo redondo de duas bocas (volume nominal 100 mL) foram adicionados: barra
magnética para agitacao, 4,8 mL da enamina (30 mmol), 5,4 mL de trietilamina anidra (38 mmol) e 30
mL de diclorometano anidro. Logo apds, foi conectado a esse baldo um funil para adi¢do de liquidos e
um tubo de cloreto de célcio. O sistema foi resfriado em banho de gelo a uma temperatura de 5 +2°C.
Ao funil para adicdo de liquidos foram acrescentados 3,2 mL de cloreto de crotonila e 25 mL de
diclorometano (anidro). A solucdo foi mantida sob agita¢do por 30 min e, entdo, foi iniciada a dosagem
da solugdo do cloreto de crotonila a solugcdo de enamina e trietilamina. Ao termino da dosagem, cerca
de uma hora, o meio reacional foi aquecido a 40 +2°C em banho de 4gua ¢ mantido nesta condig¢do por
2 horas. Apos este periodo, foram adicionados ao meio reacional 15 mL de etanol 95% e 30 mL de
solugdo aquosa de acido cloridrico (10% m/m). Apds a adi¢do do alcool e do 4cido, a solugdo foi mantida
sob agitacdo magnética e refluxo por 10 horas em banho de 4gua a 40 £2°C. Ao término da etapa anterior,
as fases aquosa e organica foram separadas. A fase organica foi extraida com diclorometano (3 x20 mL).
As fases organicas foram reunidas e a solugdo resultante foi lavada com agua destilada (3 x 50 mL), uma
vez com 30 mL de bicarbonato de s6dio e uma vez com 30 mL de salmoura. A fase orgénica foi seca
com sulfato de sodio anidro e, entdo, as fases foram separadas por filtracdo simples em papel de filtro.
A fase liquida foi transferida para um baldo de fundo redondo de volume adequado e, com auxilio de
evaporador rotativo seguido de bomba de alto-vacuo, os volateis foram removidos, rendendo uma
solucdo castanho avermelhada.

A solucdo castanha avermelhada (bruto) foi colocada em um baldo de fundo redondo de 50 mL
para a pesagem. Logo apos, foram adicionados uma mistura de AcOH (99,85%)/ HCI (37%)/ H20 (1:1:1
mL de cada componente para cada 1 g da solugdo castanho avermelhada) e barra magnética para
agitacdo. O meio reacional foi refluxado a 75 +2°C, por 4 horas, sob agitacdo magnética. Ao término
deste periodo, foram adicionados 20 mL de dgua ao meio reacional formando uma mistura bifasica. A
fase organica foi extraida com dicloromentano (3 x 20 mL). As fases organicas foram reunidas e a
solugdo resultante foi lavada 3 vezes com 20 mL de 4gua destilada, uma vez com 30 mL de bicarbonato
de sodio e uma vez com 30 mL de salmoura. A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e,
entdo, as fases foram separadas por filtragdo simples em papel de filtro. A fase liquida foi transferida
para um baldo de fundo redondo de volume adequado e, com auxilio de evaporador rotativo seguido de
bomba de alto-vacuo, os volateis foram removidos, rendendo um so6lido marrom. Esse so6lido foi
dissolvido a quente em uma mistura de hexano / acetato de etila (95:5 v/v, 20 mL, 38-40 °C) e mantido
sob agitagdo em carvao ativado por 2 h. Depois, essa solugao foi filtrada a vacuo sob celite. O filtrado

foi transferido para um baldo de fundo redondo de volume adequado e, com auxilio de evaporador
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rotativo seguido de bomba de alto-vacuo os volateis foram removidos originado sélido amarelo palido.
A esse liquido foram acrescentados 10 mL de hexano a quente (40 +2°C) que ap0s resfriar a temperatura
ambiente, foi resfriado a 5+2°C para cristalizacdo completa da 6-oxo. O produto obtido foi filtrado em
papel de filtro e a fase s6lida seca sob vacuo obtendo-se 3,25 g de um s6lido na forma de agulhas brancas

(65% rendimento, P.F. 47-48°C).

e 6-ox0
RMN de 'H (600 MHz, CDCl3), 6 (ppm):4,44 (dqd, J = 12,7, 6,3, 4,0 Hz,
1H), 2,46 (dd, J = 16,7, 13,3 Hz, 1H), 2,40 (dd, J = 16,7, 3,9 Hz, 1H), 2,35 —
o H 2,12 (m, 4H), 1,82 — 1,67 (m, 2H), 1,65 — 1,44 (m, 2H), 1,42 (d, J = 6,3 Hz,
N ’ 3H).
| 0 RMN de *C (151 MHz, CDCl;), & (ppm):192,5, 171,4, 112,0, 74,6, 43,3,

28,7 22,2, 22,0, 20,8 ¢ 20,7
IV (KBr, vmay/ em'): 2973, 2929, 2865, 1664 ¢ 1612.
EM (70 eV) m/z: 166 (M"), 151, 138,124, 110, 96, 83, 68(100) e 55.

UV (Amax/ nm): 270

12.2.Sintese da (E)-1-(2-hidroxiciclohex-1-en-1-il)but-2-en-1-ona (HCB)

Em um funil de adigdo de liquidos foram dissolvidos 1,6 mL (1,73 g, 17 mmol) de cloreto de
crotonila em 20 mL de diclorometano (anidro). Essa mistura foi gotejada em uma solucao de 2,4 mL (15
mmol, 2,5 g) de 4-(ciclohex-1-en-1-il)morfolina (MCE), 2,52 mL de trietilamina (1,81 g, 18 mmol) e 40
mL de diclorometano, sob agita¢do a 35 °C. A reagdo permaneceu nessas condi¢gdes por 1h e continuou
sob agitacdo a temperatura ambiente por 20 h. Apos esse tempo, a solugdo resultante foi filtrada para a
remocao do cloridrato de trietilamina. Em seguida, o filtrado foi lavado com 20 mL de agua destilada e
a agua de lavagem foi mantida sob a agitacdo com carvao ativado, em um baldo de fundo de redondo 50
mL, por 4 horas. A solugdo resultante foi filtrada em um funil de vidro sinterizado com celite e, logo
apos, o filtrado foi descartado. O carvao ativado, retido na celite, foi lavado com 20 mL de etanol anidro,
obtendo-se uma solugcdo amarela. Essa solucao foi secada com NaxSOs, filtrada, concentrada em
evaporador rotativo e, por ultimo, seca sob vacuo. O produto obtido foi dissolvido em CH2Clz e isolado
em placa preparativa utilizando-se um eluente na propor¢do v/v de 20% acetona/hexano. A amostra
obtida apresentou-se como um liquido amarelo claro que cristalizou sob resfriamento (0,245 g, 10 %

rendimento).
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e 6.4.1. (E)-1-(2-hidroxiciclohex-1-en-1-il)but-2-en-1-ona (HCB)

RMN de 'H (600 MHz, CDCL), 8 (ppm):1,75 — 1,67 (m, 4H); 1,94 (dd, J =
OH O 7.0 e 1,7 Hz, 3H), 2.39 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,42 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 6.36 — 6.32

P (m, 1H) ¢ 6.97 (dq, J = 15,2 ¢ 7,0 Hz, 1H).
RMN de 3C (151 MHz, CDCl), 6 (ppm):191,7, 182,2, 141,6, 124,5, 106,1,
33,7,23,7,23,0,21,8 ¢ 18,7.
EM (70 eV) m/z: 166 (M"), 151, 138,123, 109, 95, 77, 69(100) ¢ 55.

12.3.Sintese da (E)-1-morfolinobut-2-en-1-ona (MBE)

Em um baldo de fundo redondo (volume nominal de 25 mL) foram adicionados 6 mL de
diclorometano (anidro) e 0,26 mL de morfolina (3,0 mmol). Logo apos, foi conectado um funil para
adi¢do de liquidos, no qual foram adicionados 0,32 mL de cloreto de crotonila (3,3 mmol) dissolvidos
em 3,0 mL de diclorometano (anidro). Apds a montagem do sistema, a solu¢ao de morfolina foi mantida
sob agitacdo a 30 °C, para que fosse iniciada a dosagem da solugdo do cloreto de crotonila. Ao término
do gotejamento, aproximadamente 60 minutos, a reagdo permaneceu 20 h sob banho de agua a 38 °C
formando, ao final, uma solugdo acastanhada. A essa solu¢do foram adicionados 15 mL de 4gua e, logo
apos, a fase organica foi extraida com trés aliquotas de 10 mL de diclorometano. As fases organicas
foram reunidas em um funil de separacao e a solucdo resultante foi lavada trés vezes com 5 mL de dgua
destilada, uma vez com 10 mL de bicarbonato de sdédio e uma vez com 10 mL de salmoura. Apos as
lavagens, a fase organica foi seca com Na2SOs, filtrada, concentrada em evaporador rotativo e seca sob
vacuo. Obteve-se um liquido amarelo acastanhado que cristalizou sob resfriamento. O produto foi

recristalizado em hexano, obtendo-se 0,14 g de um sélido branco (31% de rendimento).

e (E)-1-morfolinobut-2-en-1-ona (MBE)

RMN de 'H (600 MHz, CDCl3), 8 (ppm):1,89 (dd, J=6,9 ¢ 1,7 Hz, 3H,; 3,75
)v\ —3,48 (m, 8H), 6,23 (dq, J=15,0 ¢ 1,7 Hz, 1H) ¢ 6,90 (dq, J= 15,0 ¢ 6,9 Hz,
N 1H).

RMN de ¥*C (151 MHz, CDCl3), 6 (ppm):18,3,42,3, 46,2, 66,4, 121,1, 142,2
e 165,8.

EM (70 eV) m/z: 155 (M"), 140, 126, 110, 86, 70, 69(100) e 55.
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12.4.4-metilbiciclo[3,3,1]nonano-2,9-diona (BCD)

Em um baldo de fundo redondo de 200 mL, sob atmosfera de argénio, foram adicionados 3,00 g
(17,94 mmol, 2,87 mL) de 4-(ciclohex-1-en-1-il) morfolina (MCE) e 100 mL de benzeno anidro. A
solugdo permaneceu em agitagao por 5 minutos. Logo apos, foram adicionados 1,87 g (17,94 mmol, 1,72
mL) de cloreto de crotonila. Houve a imediata formagdo de precipitado. A suspensao foi agitada em
temperatura ambiente por 3 horas e depois mantida 10 minutos em repouso para que o benzeno fosse
decantado. O precipitado foi lavado com 3 por¢des de 50 mL de hexano anidro e depois dissolvido em
50 mL de agua destilada gelada. A solu¢ao aquosa foi mantida em repouso por 30 minutos e extraida
com 05 por¢des de 50 mL de diclorometano. Os extratos organicos combinados foram secos com
NaxS04q, filtrados e concentrados em evaporador rotativo. Na etapa final, o concentrado (6leo amarelado,
2,1 g) foi destilado a pressdo reduzida em um equipamento de Kugelrohr (100 °C e 0,1 mmHg) obtendo-

se 0,4 g (13%) de um 6leo incolor viscoso.

e 4-metilbiciclo[3,3,1]nonano-2,9-diona (BCD)

0 RMN de 1H (600 MHz, CDCL3), & (ppm): 3,05 — 3,02 (m, 1H), 2,86 — 2,65
1 (m, 1H), 2,51 — 2,47 (m, 1H), 2,43 — 2,36 (m, 1H), 2,19 — 1,97 (m, 5H), 1,74 —
1,57 (m, 2H) 1,10 (d, J = 6,7 Hz, 2H).
d RMN de C (151 MHz, CDCL3), & (ppm): 212,20, 209,67, 62,57, 53,36,
48,44, 35,43, 35,05, 23,27 ¢ 18,62.

EM (70 eV) m/z: 166 (M"), 148,138,123,109,96,70,69 (100) ¢ 55

12.5.Impurezas de degradacio

e 2-metil-croman-4-ona (MC)

RMN de 'H (600 MHz, CDCls), & (ppm): 7,88 (ddd, J=7.,9; 1,8; 0,5 Hz, 1H);
0 7,47 (ddd, J=8,4; 7,2 ¢ 1,8 Hz, 1H), 7,01 (ddd, J=7,9; 7,2 ¢ 1,1 Hz, 1H); 6,97

(ddd, T=83; 1,1 ¢ 0,5 Hz, 1H), 4,60 (ddq, J = 8,3; 7,3; 6,3 Hz, 1H); 2,69 (d, J
=1,3 Hz, 1H); 2,68 (d, J = 0,5 Hz, 1H); 1,52 (d, J = 6,3 Hz, 3H).
O RMN de 3C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 192,0; 161,2; 136,1; 126,3;
121,1; 120,5; 117.8; 74,1; 43,8 ¢ 20,5.
EM (70 eV) m/z: 162 (M"), 147, 134, 120 (100), 105, 92, 77, 63 ¢ 50.

EMAR: calc. C1oH1002 (M+H)": 163,0754, obtido: 163,0756.
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e 8-hidroxi-2-metilcroman-4-ona

o}

SO

OH

RMN de 'H (300 MHz, CDCL3), 8 (ppm): 7,42 (dd, J = 7.9 e 1,6 Hz, 1H);
7,12 (dd, =179 ¢ 1,6 Hz, 1H); 6,92 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 5,54 (s, 1H); 4,68 (qd,
J=8,.8¢ 6,3 Hz, 1H); 2,75 —2,70 (m, 2H) e 1,57 (d, J = 6,3 Hz, 3H).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl), 8 (ppm): 192,0; 149,1; 145,3; 121,5; 121,2;
120,5; 117.9; 75,7; 449 e 21,1.

IV (Umax/ em™): 2969, 2928, 1663, 1607, 1491, 1457 1308 e 1206.
EM (70 eV) m/z: 178 (M*), 163, 136 (100), 108, 80 ¢ 52.

EMAR: calc. C1oH1003 (M+H)": 179,0703, obtido: 179,0696.

e 2-metil-2,3,6,7-tetrahidro-4H-cromeno-4,8(5H)-diona

o)

QL.

RMN de 'H (600 MHz, CDCl3), & (ppm): 4,61 — 4,47 (m, 1H), 2,66 — 2,42
(m, 6H), 2,04 (dddt, J=13,7; 6,9; 5,9 e 4,7 Hz, 1H), 1,95 (dddt, J = 13,6; 10,7;
9,1 4,6 Hz, 1H) e 1,54 (d, J = 6.3 Hz, 3H).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3), & (ppm): 195,8; 195,2; 156,4; 123,9; 75,2;
43,5;39,2; 21,4; 21,0; 20,5.

IV (Umax/ em™): 2931, 1697, 1668, 1596, ¢ 1175.
EM (70 eV) m/z: 180 (M"), 165, 152, 137, 123, 110, 95, 82, 68, 55(100).

EMAR: calc. C1oH1203 (M+H)":181,0859, obtido: 181,0865.

e 4-metil-3,4,6,7,8,9-hexahidro-2H-benzo[b][1,4]dioxepin-2-ona

~

RMN de 'H (600 MHz, CDCls), & (ppm): 4,70 (pd, J = 6,4; 4,9 Hz, 1H),
2,93 (dd, J = 13,3; 4,9 Hz, 1H), 2,70 (dd, J = 13,4; 6,5 Hz, 1H), 2,26 — 2,08
(m, 4H), 1,73 — 1,63 (m, 4H) e 1,38 (d, J = 6,3 Hz, 3H).

RMN de *C (75 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 170,1; 137,1; 134,5; 76,9; 40,9;
28.4;26,7;22,7;22,6 € 22,0.

EM (70 eV) m/z: 182 (M*), 154, 138, 114, 84, 70, 69 (100) e 55.

EMAR: calc. C1oH1403 (M+H)™: 183,1016, obtido: 181,10009.
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13. Anexos
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Anexo 1: Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCI3) da 1-morfolinociclohexeno (MCE)
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Anexo 2: Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCI3) do cloreto de crotonila (CC)
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Anexo 3: Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCI3) da 6-oxo
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Anexo 4: Espectro de RMN *C (151 MHz, CDCl3) da 6-oxo
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Anexo 5: Espectro de RMN 3C (151 MHz, CDCl3) da 6-0xo com APT
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Anexo 6: Espectro de infravermelho (KBr) da 6-oxo
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Anexo 7: Espectro de RMN 'H ( 600 MHz, DMSO-ds) do 4cido maleico
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Anexo 8: Espectro de RMN 'H ( 600 MHz, DMSO-ds) da 6-oxo0 + 4cido maleico
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Anexo 9: Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCI3) da (E)-1-(2-hidroxiciclohex-1-en-1-il)but-2-en-1-ona (HCB)
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Anexo 10: Espectro de RMN 3C (151 MHz, CDCl3) da (E)-1-(2-hidroxiciclohex-1-en-1-il)but-2-en-1-ona (HCB)
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