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Optimization of Fluconazol Synthesis: An Important Azole Antifungal Drug

Abstract: Fluconazole is an azolic second-generation antifungal drug and is part of the National
List of Essential Drugs (RENAME) of the Brazilian Ministry of Health. It is considered as first
choice for the treatment of some opportunistic fungal infections and also applied in the AIDS
treatment program as prophylactic therapy to avoid these infections. Due to the importance of
fluconazole for the Brazilian Health System (SUS), it is strategic the domain of its obtaining
process. Thus, improvements in the synthesis of this substance are also of special interest. In
this work, many changes were proposed and carried out in the original fluconazole synthetic
route, aiming to increase yield and using solvents and processes with a lower environmental
impact. With these optimizations, the overall yield achieved was 53%, which is about 10 times
higher than that of the original process.
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Resumo

O fluconazol é um antifungico da classe dos azéis de segunda geragdo, sendo integrante da
Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) do Ministério da Saude do Brasil.
Este farmaco é considerado como de primeira escolha para o tratamento de algumas infec¢des
flngicas oportunistas e também no programa de tratamento da AIDS, como terapia profildtica
para evitar estas infec¢des. Devido a importancia do fluconazol para o sistema Unico de saude
(SUS), é estratégico para o Brasil o dominio de seu método de obtencdo e, desta forma,
melhorias na sintese desta substancia também s3o de especial interesse. Neste trabalho foram
propostas e realizadas diversas alteracGes na rota original do fluconazol, buscando o aumento
do rendimento e utilizando solventes e processos de menor impacto ambiental. Com estas
otimizagGes, o rendimento global alcangado foi de 53%, que é cerca de 10 vezes superior ao
processo original.
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Introdugdo
Resultados e Discussao

Conclusao

A

Parte Experimental

1. Introdugao

Os fungos sdo micro-organismos
pertencentes ao reino Fungi e
abundantemente distribuidos na natureza,
podendo ser encontrado em plantas, animais,
ambientes aqudticos e terrestres.” Estima-se
gue na natureza exista cerca de 1,5 milhGes
de espécies fungicas, porém apenas cerca de
100 mil foram descritas até o momento.?
Entre essas espécies, existem aquelas que
sdo importantes para as industrias
alimenticias, farmacéuticas, agronomicas
como também ha aquelas que causam danos
as plantagbes, aos animais e aos seres

humanos.*

Apesar de os fungos serem pouco
virulentos e poucas espécies serem capazes
de iniciar uma infeccdo em uma pessoa
saudavel, as infec¢bes fungicas sistémicas
progressivas representam alguns dos mais
dificeis diagndsticos e progndsticos em
doencas infecciosas.”® Essas infeccdes s3o
classificadas de acordo com os tecidos e
orgaos afetados, sendo assim, as micoses sao
divididas em superficiais, cutaneas,
subcutaneas, sistémicas ou profundas e
opor‘cunistas.7

As micoses superficiais, também
chamadas de ceratofitoses, sdo produzidas
por diversas espécies fungicas que invadem a
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camada mais externa na pele ou a haste dos
pelos, causando lesGes como manchas e
nédulos, porém ndo causam reacgdes de
hipersensibilidade cutanea. As principais
doencas desse grupo sdo as piedras branca e
negra e a pitiriase versicolor, causadas
respectivamente, pelos fungos Trichosporon
beiguele, Piedraia hortae e Malassezia furfur.

J4 as micoses cutaneas podem ocorrer
através da colonizacdo de toda a camada
cornea da pele, parte queratinizada
intrafolicular dos pelos, mucosa e unhas,
sendo causadas por dermatdfitos e
leveduras. Os dermatéfitos sdo fungos que
necessitam de queratina para o crescimento
e podem causar infeccées na pele, pelos e
unhas, que sdao chamadas de dermatofitoses
ou popularmente de “tinha”. Estes patdgenos
pertencem aos géneros Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton,
responsaveis por causar doengas como tinea
corporis, tinea pedis, tinea cruris, tinea
barbae, tinea unguium, tinea imbricata e
tinea favica. As leveduroses sdo produzidas
na maioria das vezes por leveduras do género
Candida, principalmente pela espécie C.
albicans que s3do responsaveis por causar
lesGes nas unhas e na pele, principalmente
em regides como as dos espacos interdigitais,
axilas e sulcos mamarios.”®

As micoses subcutaneas ocorrem através
da inoculagdo de um fungo patogénico em
decorréncia de um traumatismo,
manifestando-se através de edemas ou
lesdes na pele. As principais doengas desse
grupo sdo a esporotricose,
cromoblastomicose ou cromomicose,
micetomas, rinosporidiose e blastocomicose
queloidiana, sendo as trés primeiras as mais
comuns no Brasil. As micoses profundas ou
sistémicas sdo adquiridas através da inalagdo
de propagulos dos fungos, dessa forma, a via
pulmonar é a primeira a ser atingida e a
infeccdo pode regredir espontaneamente. O
fungo pode ainda ser disseminado pelo corpo
através da circulacdo sanguinea causando
lesdes extrapulmonares. As micoses deste
grupo sdao a coccidioidomicose, a
blastomicose, a histoplasmose e a

Vq
paracoccidioidomicose.”?

Um relevante problema de saude publica
e que pode levar a casos de Obito sdo as
micoses oportunistas, normalmente causadas
por fungos que convivem com o hospedeiro
sem causar doencas, porém, ao encontrar
condicbes favoraveis, desenvolvem seu
potencial patogénico causando infec¢Ges que
acometem os mais variados 6rgdos.®® Este
tipo de infeccdo se deve a fatores como a
imunossupressao causada pela Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), em casos
de transplantes de 6rgdos (que exigem o uso
de imunossupressores) ou resultante da
quimioterapia com antitumorais.>*® O uso
indiscriminado de antimicrobianos de largo
espectro, uso cronico de corticoides,
aumento de cirurgias e o envelhecimento
populacional agrava esse quadro.”® As
principais infeccGes causadas por esse tipo de
micose s3o a criptococose, candidiase e
aspergilose, sendo as duas ultimas micoses
de incidéncia mundial.’

Dentre as principais classes de farmacos
antifungicos destaca-se a dos azdis. Esta,
desenvolvida ha cerca de cinquenta anos, é
composta  por heterociclos  sintéticos
subdivididos em imidazdis e triazdis, que tém
como alvo terapéutico a membrana celular
dos fungos através da inibicdo da enzima
lanosteol 14-a  desmetilase  (CYP51)
pertencente a familia do citocromo P-450. A
inibicdo da CYP51 impede a formacdo de
ergosterol, um esterol de membrana
relacionado a permeabilidade celular, que é
essencial para a sobrevida do fungo.

Os azdis sdo classificados como
imidazélicos ou triazdlicos de primeira e
segunda gerag¢dao. Os farmacos de primeira
geracdo sdo utilizados principalmente para
tratar micoses superficiais, sendo os de
segunda e terceira para tratar as infecgGes
sistémicas. Alguns exemplos dos principais
representantes desta classe sdo: cetoconazol
e itraconazol (imidazdlicos), fluconazol
(triazdlico de primeira geragdo), voriconazol e
posaconazol (triazdlicos de segunda geracgdo)
(Figura 1).>*
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Figura 1. Estruturas moleculares de alguns dos principais farmacos azdlicos

O fluconazol é um farmaco triazélico
planejado a partir dos imidazodis de primeira
geracdo.'’ E um dos representantes mais
importantes desta classe, devido a sua maior
solubilidade em &gua do que os demais
representantes desta classe, além da via oral
este farmaco pode também ser administrado
por via intravenosa.'”" Ele possui uma boa
biodisponibilidade oral, tendo um tempo de
meia vida de até 22 horas e, com isso, sua
administracdo é realizada em menor
frequéncia, facilitando a adesdo do paciente
ao tratamento."! Sua principal via de
eliminagdo é a depuracdo renal devido a sua
alta estabilidade metabdlica.™"*? Nao
obstante, é uma substancia que possui baixos
niveis de toxicidade. Este o6timo perfil
farmacocinético foi alcancado através do

planejamento racional.***

Ao analisar o desenvolvimento do
fluconazol considerando os imidazéis de
primeira geragcao como protétipos, observa-
se que uma importante modificagao realizada
foi a inclusdo do anel 1,2,4-triazol em
substituicdo ao imidazol, o que contornou o
problema da oxidacdo metabdlica, que
diminuia sua eficicia e tempo de meia
vida."""* Grupos laterais foram também
substituidos pelo anel 1,2,4-triazol, o que
eliminou o centro estereogénico (que,
qguando definido, eleva o custo de producdo

do farmaco) e também resultando em maior
solubilidade em &gua.'* O anel 24-
difluorobenzeno foi escolhido por este ser
capaz de aumentar o tempo de meia vida e a
atividade da substancia, além deste ndo ser
passivel de hidroxilacdo aromatica, o que,
caso ocorresse, poderia aumentar a sua
toxicidade.'™> A hidroxila presente na
molécula, por estar ligada a um carbono
tercidrio, e por ser muito impedida
estericamente, ndo torna possivel uma
bioconjugacdo neste sitio, o que também
contribui para o aumento do tempo de meia
vida.™

O fluconazol é utilizado no Programa
Nacional de DST e AIDS do Ministério da
Saude do Brasil como terapia profilatica,
sendo também empregado como
medicamento de primeira escolha para o
tratamento de infecgdes oportunistas
causadas pelo género Candida.”> Este
também possui acdo contra dermatéfitos e a
espécie Cryptococcus neoformans, sendo
eficaz no tratamento de meningite
criptocécica, devido a sua excelente
penetrac3o no liquor cefalorraquiano.®™

A obtenc¢do do fluconazol esta descrita em
vérias patentes,'*"* sendo a original realizada
por Richardson, entdo pesquisador da Pfizer,
nos anos de 1982 e 1983. Esta foi executada
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em escala de bancada (grama) e ocorreu em
duas etapas: a primeira foi uma reacdo de
acoplamento carbono-carbono entre 1-
bromo-2,4-difluorbenzeno (1) e 1,3-
dicloropropanona, empregando-se n-Buli,
para obter 2; e a segunda uma substituicdo
dos atomos de cloro de 2, por 1,2,4-triazol,
para a qual o rendimento descrito para a
obtencdo do fluconazol foi de apenas 26%.
Apenas o rendimento da ultima etapa foi
relatado, sendo este considerado para as

(0]

OH
Br n o e cl
= n-BuL’i/hexano
Eter
45 min, -78 °C
2) AcOH/éter, H,O
F 0°C F
1 2

Vo

duas etapas (Esquema 1). As desvantagens
desta rota sdo decorrentes do uso de n-Buli,
0 qual reage vigorosamente com a agua e
pode ser explosivo, quando ndo manipulado
adequadamente, especialmente em
processos industrias de maior escala, e pelo
método de purificacdo, através de coluna
cromatografica, que exige grande quantidade
de solventes e silica, encarecendo o custo do
processo.

. N OH N7
= N N/ N
Cl <j </ N
> _NH _ \=N
N N/I F
K,CO3, DMF
70°C, 18 h E
26%
Fluconazol

Esquema 1. Primeira rota sintética proposta por Richardson para a obtencdo do fluconazol

Desta forma, Richardson desenvolveu
uma segunda rota para a obtencdo do
fluconazol com o uso de reagentes mais
facilmente aplicaveis em escala industrial.”> A
primeira etapa consistiu em uma acilagao de
Friedel-Crafts do 1,3-difluorbenzeno (3), com
o cloreto de a-cloroacetila, com rendimento
de 73%. Em seguida, foi realizada a
substituicdo nucleofilica de 4 com o 1,2,4-
triazol, cujo rendimento alcangado foi de
40%. Na etapa seguinte foi feita a epoxidagao

(0) Cl
F (o]
C|)J\/
_—
AICI
5h, 55°C F
73% 4
N OH N
- N
¢} N\=Z Q_NH
N~ F N
K>,CO3 / DMF
F 90°C,4,5h
Fluconazol 44%

de Corey-Chaykovsky da cetona 5, gerando o
sal de mesilato (6), o qual foi mais facilmente
manipulado, por ser sélido. O fluconazol foi
finalmente obtido pela abertura do epdxido 6
com o 1,2,4-triazol, cujo rendimento foi de
44%. A desvantagem desta rota pode ser
atribuida aos baixos a moderados
rendimentos, o que leva a obtengdo do
fluconazol em rendimento global de apenas
5% (Esquema 2).

N, (0}
N=| ¢ N
F <\N,NH N=/ F
NEt,, AcOEt
6 h, refluxo F
40% 5
1) (CH3)3SOl
N, o Cetrimida
(ﬂN NaOH 20%, tolueno
N 60°C, 3 h
° 0
O 2) HsCSO4H, AcOEt
HO-§-CHs ) Hs ] h30°C
(@] ]
39%

Esquema 2. Segunda rota sintética proposta por Richardson para obtenc¢do do fluconazol

Rev. Virtual Quim. |Vol 9| |[No. 2| |no prelo|



LVa

Em 1993, Narayanan et al. otimizaram a
rota sintética de Richardson ao realizar as
duas reacgdes finais em uma etapa (one pot)
na escala de bancada (grama).’® Com isso,
além de facilitar o processo, pois nao foi
necessario o isolamento do epdxido e nem a
sua conversdo ao sal mesilato, o rendimento
nesta etapa (38%) foi cerca de duas vezes
maior do que as trés ultimas etapas do
processo de Richardson (Esquema 3). No

Menozzi, C. A. C. et al.

entanto, essa sintese possui desvantagens
como o alto tempo reacional de 24 horas,
gue ocorre devido ao fato dos reagentes nao
serem completamente solUveis no meio
reacional. Além disso, essas condi¢Oes
reacionais levam a formacdo de muitos
subprodutos, tornando a purificagdo mais
dificil, sendo também necessaria a utilizacdo
de coluna cromatografica, desaconselhavel
em escala industrial.

OH N
N= N< &
N, o) =\ N N© S
¢ N & NH ¢ _J \:Z
(CH3)3SOI
KOH, t-BuOH
F refluxo, 24 h
- 38% Fluconazol

Esquema 3. Otimizagdo da sintese do fluconazol realizada por Narayanan et al.

Alguns anos depois, baseados no processo
descrito por Narayanan et al., Kim et al.
desenvolveram um outro método de sintese
do fluconazol, visando uma maior
aplicabilidade industrial.”’ Neste, com o
objetivo de diminuir o tempo reacional, foi
utilizado uma mistura de 4gua e isopropanol
na propor¢ao de 1:1 como sistema de
solvente, tornando todos os reagentes
soliveis no meio reacional.” O tempo de
reacdo foi reduzido para 1 hora e o
rendimento aumentado para 76% (Esquema

4). Apesar do método de purificacdo descrito
neste  processo ndo utilizar coluna
cromatografica, ele inclui sucessivas etapas
de extragéo.17 Além disso, tanto Kim et al.
quanto Narayanan et al. apenas otimizaram
as duas ultimas etapas da rota original do
fluconazol, fazendo com que o rendimento
global ndo aumentasse significativamente,
visto que as duas primeiras etapas
permanecem com baixos rendimentos (73% e
40%, respectivamente).

N:\ OH
N< TN
(/N~N © & _NH ¢ N N\:7
N= N
KOH, (CH3)3S0lI
H,O/iPrOH
refluxo, 1 h F
76%
5 Fluconazol

Esquema 4. Otimizacao da sintese do fluconazol realizada por Kim et al.

Considerando a importancia do fluconazol
para a quimioterapia antifungica e sua
demanda para o SUS, é estratégico dominar o
seu processo de sintese, mesmo sabendo que

ele é uma commodity no mercado
farmoquimico mundial. Desse modo, além do
dominio da técnica de obtencdo deste
farmaco, através de uma rota verticalizada,
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ou seja, a partir de reagentes mais simples e
de menor custo, é de grande interesse que
seja desenvolvido um processo para a
preparacao do fluconazol, visando menores
custos, menores impactos ambientais e
etapas com rendimentos otimizados, que
sejam aplicaveis de forma vantajosa em
escala industrial. Por outro lado, ter a
capacitacdo e dominio da técnica de sua
sintese é um importante estimulo para um
quimico medicinal desenvolver novas
moléculas derivadas do fluconazol.

Assim, os objetivos deste trabalho foram o
desenvolvimento e otimizacdes na sintese do
fluconazol, tendo em vista a obtencdo do
dominio nacional da tecnologia de producao
deste insumo farmacéutico ativo (IFA).

Vo

2. Resultados e Discussao

A rota sintética proposta é composta por
trés etapas, onde a primeira consistiu na
acilacdo  de Friedel-Crafts no 1,3-
difluorobenzeno (3) com o uso de cloreto de
a-cloroacetila com catalise por cloreto de
aluminio (Esquema 5)."° Esta foi realizada
sem o uso de solvente, ja que o cloreto de a-
cloroacetila e 3 sdo liquidos, o que configura
uma vantagem sob o ponto de vista de custo
e de impacto ambiental. O meio reacional foi
mantido a 40 2C por 2 horas, sendo a
evolucdo da reacdo monitorada por
cromatografia em camada fina (CCF) (Rf =
0,5; acetato de etila/hexano (2:8)). O produto
desejado 4 foi obtido em 97% de rendimento.

(0] N
0 Cl Z‘=\ ¢ N ©
F F N NH N=/
o M _a . F
e B -
AICl3 TBMAC
F 2 h, 0= 40 °C F K,COj, CH,Cl,
3 97% 4 7 h, ta. 5
82%
OH N
N. JEN N=—
¢ JN \ —Z <\§,\NH
N= F N
(CH53)3S0lI, KOH
EtOH/H,0O
F 1 h, refluxo
Fluconazol 66%

Esquema 5. Rota sintética desenvolvida para a obtengdo do fluconazol

O produto 4 foi caracterizado por
espectrometria de massas de ionizagdo por
elétrons (CG-EM), por RMN 'H e por ponto de
fusdo. A incorporacdo do grupamento a-
cloroacetila ao 1,3-difluorbenzeno foi
observado por RMN 'H através da presenca
do dupleto com integracdo para 2
hidrogénios em 5,05 ppm (J = 2,6 Hz)
referente aos hidrogénios do grupo metileno
(Figura 2). O espectro de massas por
ionizagdo por elétrons mostrou a presenca do
ion molecular e fragmentos caracteristicos
para a sua estrutura, como o pico base de

m/z 141, referente a formacdo do ion acilio,
correspondente a perda de CH,CI (Figura 3). E
importante ressaltar que o produto foi obtido
com a seletividade desejada, uma vez que
ndo houve formacdo dos regioisbmeros
referentes a adicdo ao carbono 2,
provavelmente devido a repulsdo dos atomos
de fldor, e ao carbono 4, devido ao padrao de
orientagdo dos substituintes. A faixa de fusdo
aferida foi compativel com a da literatura.”
Ndo foi necessaria nenhuma etapa adicional
de purificagdo. O rendimento foi otimizado
em relacdo ao método de referéncia, através
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do uso de menor quantidade de solvente no  rendimento que é cerca de 30% maior que o
isolamento e sucessivas extracbes da fase original descrito por Richardson.
aquosa. Com isso, foi proporcionado um
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Figura 2. Espectro de RMN *H, completo e expandido, (400 MHz, DMSO D) do intermediario 4
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Figura 3. Proposta de fragmentacdo e espectro do intermedidrio 4

Na segunda etapa foi realizada uma
reacdo de substituicdo nucleofilica do cloro
do intermediario 4, utilizando o 1,2,4-triazol
como nucledfilo (Esquema 5). A melhor
condicdo encontrada para esta reacao
compreendeu o uso de diclorometano, em
substituicdo ao acetato de etila, e de
carbonato de potassio, substituindo a base
trietilamina. Também foi adicionado o
catalisador de transferéncia de fase cloreto
de tetrabutilmetilamoénio (TBMAC). O
carbonato de potassio tem menor custo e
menor impacto ambiental do que a
trietilamina e proporcionou um perfil de
reacdo mais limpo, através da formacdo de
menos subprodutos. O diclorometano foi
escolhido como solvente porque, dada a sua
baixa polaridade, ndo é capaz de solvatar o
nucledfilo e, assim, ndo dificulta o seu ataque
ao eletroéfilo. No entanto, tanto o carbonato
qguanto o triazol tém solubilidade muito baixa
em diclorometano, dada a baixa constante
dielétrica deste solvente, o que faz
necessario o uso do TBMAC como catalisador
de transferéncia de fase. A evolugdo da
reagdo monitorada por CCF (Rf = 0,3; acetato
de etila/hexano (8:2)). Nesta condicdo, a

reacao foi realizada a temperatura ambiente
e forneceu o produto de interesse em 82% de
rendimento, apoés purificagdo por
recristalizagdo em etanol. O rendimento
desta rota é o dobro do original, o que
justifica o uso de um solvente menos
vantajoso sob o ponto ambiental, além disso,
o diclorometano pode ser reciclado,
diminuindo o impacto ambiental e os custos
do processo.

O intermediario 5 foi caracterizado por
CG-EM, RMN 'H e ponto de fusdo. A
incorporagdo do grupo 1,2,4-triazol foi
observada por RMN 'H pelos simpletos em
8,21 e 8,01 ppm relativos aos hidrogénios
deste heterociclo (Figura 4). A substituicdo
pelo N-1 do 1,2,4-triazol foi observada pela
diferenciacido  dos  hidrogénios  deste
heterociclo. Caso o ataque ocorresse pelo N-
4, haveria um plano de simetria neste anel,
deixando os hidrogénios equivalentes. A
espectrometria de massas mostrou a
presenca do ion molecular e fragmentos
caracteristicos desta estrutura, como m/z 82,
referente ao fragmento do 1,2,4-triazol
ligado a um metileno (Figura 5). A faixa de
fusdo aferida foi similar a da literatura.”

Rev. Virtual Quim. |Vol 9| |[No. 2| |no prelo|



qu Menozzi, C. A. C. et al.

& [=]
o
5 a
RE85833Y ShHBB888LL58RRERRRR 2 2
000000 COCH 000000 00 P PP M MM MMM MO WO O — o
e ] |
14
N7
12
|
feaT
_“
AR ”, Y
o n
T T T : T T : T T T T T : T T : T T T T
16 5 14 13 12 11 10 9 8 6 5 4 3 2 1 0 =1 2 =3
f1 (ppm)
o 8 B8 33 8§ 8 85 588 =2 58 &&s &ga 7 &
T O R A TN IR A R B T
1 I b

855 329 11.02 rH 353

E H-6 (td) = H-3 (ddd) H-5 (ddd) F(d)
8.05 7.06 6.98 559
- (8.5, 6.4) : 38.3, 7.5, 2.4) 3(11.0, 8.4, 2.4)

T T T T T

9 o 9 o o <)

= = = = = a
LI o e LI S A L R R ) R LA B s e e e e s s
823 821 819 809 807 805 803 801 7.99 7.08 706 704 702 700 698 696  6.94 5615.605505.58557

f1 (ppm)

Figura 4. Espectro de RMN *H, completo e expandido, (400 MHz, CDCl;) do intermediario 5
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Figura 5. Proposta de fragmentacdo e espectro do intermedidario 5

As duas Ultimas reagGes foram realizadas
em uma Unica etapa (one-pot), onde ocorre a
formacdo do epdxido na carbonila de 5,
através de uma reacdo de Corey-Chaykovsky,
seguida da abertura deste pelo 1,2,4-triazol,
que age como nucledéfilo em um mecanismo
similar a uma Sy2. Para a realizacdo desta
ultima etapa, foi utilizado como referéncia o
método descrito por Kim et al., no qual é
utilizado iodeto de trimetilsulfoxénio e
hidréxido de potdssio, como base. Porém, na
mistura de solventes, foi trocado o
isopropanol pelo etanol, devido ao fato do
segundo ter menor custo e ter menor
impacto ambiental. Como mencionado, a
mistura de solventes agua:etanol (1:1) foi
utilizada com o objetivo de manter todos os
reagentes em solugdo, o que aumenta a
velocidade de reacdo. Esta foi realizada sob
refluxo, sendo monitorada por CCF (Rf = 0,3,
acetato de etila/acetonitrila (1:1)), e obteve-
se um rendimento de 66%, que é cerca de 3,5
vezes maior do que essas etapas no processo
original. Apesar do fluconazol ter sido obtido
com um menor rendimento, quando
comparado ao método descrito por Kim et al.
(66% contra 76%), o grande diferencial esta
no isolamento e purificagdo do produto
obtido. Enquanto no método de Kim et al. a
purificagdo do fluconazol foi realizada por
diversas etapas de extracdo acido-base (as
quais aumentam a complexidade e custo do

processo), no método desenvolvido no
presente trabalho, o fluconazol é purificado
por duas recristalizacbes com o uso de
pequenas quantidades de um sistema de
solvente descrito por Chandrasekhar et al.,
composto por agua e pequenas proporgbes
de acetona e acetato de etila, seguido de
solubilizagdo em etanol e tratamento com
carvdo ativo.”

Finalmente, o rendimento global da
sintese do fluconazol realizado neste trabalho
foi de aproximadamente 53%, cerca de dez
vezes maior que o do processo original
descrito por Richardson.

A caracterizagdo do fluconazol foi
realizada por ponto de fusdo, espectroscopia
na regido do infravermelho, espectroscopia
na regido do ultravioleta, espectrometria de
massas, RMN de 1H, Bce®Fesua pureza foi
guantificada por CLAE-UV.

No espectro de RMN de 'H (Figura 6) é
possivel observar a presenca dos hidrogénios
do anel 1,2,4-triazol, através dos simpletos
em 8,33 e 7,80 ppm. Os hidrogénios da fenila
H-3 e H-6 realizam acoplamento com os
atomos de flior do anel, o que aumenta a

sua multiplicidade, tendo os sinais
sobrepostos na regido de 7,29 — 7,09 ppm,
formando um multipleto. H-5 pode ser

detectado pelo tripleto de dupletos em 6,88
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ppm (J = 8,5; 2,5 Hz) formado pelo seu um simpleto em 6,36 ppm. Ja os hidrogénios
acoplamento com F-4, F-2 e H-6. O metilénicos (H-9,9’) tiveram dupletos (J =
hidrogénio da hidroxila apresentou-se como 14,5 Hz) localizados em 4,74 ppm e 4,56 ppm.
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Figura 6. Espectro de RMN 'H, completo e expandido, (400 MHz, DMSO D) do fluconazol
sintetizado neste trabalho
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A espectroscopia de RMN de **C mostrou
sinais bastante caracteristicos da presenca de
atomos de flior na estrutura (Figura 7). C-2 e
C-4 geraram dois duplos dupletos (J = 247 Hz,
12,5 Hz) em 161,4 e 158,5 ppm,
respectivamente. Os carbonos C-1, C-3, C-5 e
C-6 apresentaram-se como duplos dupletos
com diferentes constantes de acoplamentos.

Vq

14 C-7 e C-9/9’ puderam ser observados como
dois dupletos com (J =5 Hz) em 73,0 e 54,3
ppm, respectivamente.

O espectro de RMN *°F mostrou os dois
sinais referentes a F-2 e F-4, os quais geraram
multipletos em -111,4 e -107,4 ppm devido
ao acoplamento com os nlcleos de
hidrogénio presentes na molécula (Figura 8).
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Figura 7. Espectro de RMN de *C, completo e expandido, (100 MHz, DMSO Ds) do fluconazol
sintetizado neste trabalho
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Figura 8. Espectro de RMN de *°F (377 MHz, DMSO Dg) do fluconazol sintetizado neste trabalho

O espectro de massas por ionizagao por
elétrons mostrou fragmentos compativeis
com a estrutura do fluconazol, tal como
formac&o do ion de m/z 82 referente a perda
do triazol com o grupo metileno e gera¢do do
pico base (m/z 224) e posterior rearranjo par
ao ion acilio (m/z 141), além da formac&o do
ion de m/z 127 pelo rearranjo do ion benzilio,
conforme pode ser observado na proposta de
mecanismo de fragmenta¢do apresentada na
Figura 9. O espectro de massas por ionizagao
por electrospray em modo negativo (ESI-(-))
mostrou a presenca do ion quasi-molecular
m/z 305,16.

Os espectros nas regides do

infravermelho e do ultravioleta, e o ponto de
fusdo  foram  compativeis com  os
apresentados na literatura.”

A pureza do fluconazol sintetizado foi
determinada pela técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de
ultravioleta (CLAE-UV). O método utilizado foi
o descrito pela Farmacopeia Americana
(United States Pharmacopeia - USP).** A
pureza determinada foi de 96%, estando
acima do preconizado pela USP (>90%), o que
mostra que a substancia é qualificada para
atender a etapa de  formulacgGes
farmacéuticas (Figura 10).
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Peak#Ret. Time Name Area Area%
1 3,72 1702 1,0

2 4,15 5278 3,0

3 8,47 | Fluconazol 167735 96,0
Total 174715| 100,0

Figura 10. Cromatograma (CLAE-UV) do fluconazol sintetizado neste trabalho

3. Conclusao

Baseado na rota sintética desenvolvida

originalmente por Richardson para a
obtencdo do fluconazol e em outros
trabalhos descritos na literatura, foi
desenvolvido um processo  sintético

otimizado para a obtencdo deste farmaco,
composto por trés etapas, em escala de
gramas. Através deste, foi possivel obter o
fluconazol, com pureza adequada para a
producdo do IFA, em um rendimento global
de aproximadamente 53%, que é cerca de 10
vezes superior ao processo original. Além
disso, este processo oferece outras
vantagens por apresentar métodos faceis e
eficientes de purificacdo dos intermedidrios e
do produto final e fazer o uso de reagentes e
solventes de menor custo e melhor aplicacdo
em escala industrial, sendo disponibilizado ao
Brasil o dominio da tecnologia para a
producdo deste farmaco.

Este processo otimizado de sintese do
fluconazol abre a perspectiva de preparacdo
de novos andlogos ou derivados como
possiveis inibidores da CYP51 de diversos
micro-organismos, tais como 0s
tripanossomatideos que causam a
leishmaniose, doenga de Chagas e a doenga
do sono.™

4. Parte Experimental

Instrumentagao, solventes e reagentes

Nas cromatografias em camada fina (CCF)
foi utilizada a cromatofolha Merck” Kieselgel
60 Fsa em sistema de eluicdo
correspondente especificado com revelagao
em luz ultravioleta de ondas curtas e longas
(254 e 366 nm).

A cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM) foi
realizada utilizando o cromatdgrafo Agilent’
modelo 6890 com o mddulo de massas
Agilent” modelo 5973 a 70 eV. Os valores das
fragmentacGes e ion molecular estdo
expressos em relacdo massa/carga (m/z). A
coluna usada foi a Agilent® 122-5532 DB-5MS
(5% difenil:95% dimetilpolisiloxano). As
corridas foram realizadas com volume de
injecdo de 1.000 pL, utilizando a rampa de
temperatura de 50 °C a 350 °C com taxa de
aquecimento de 10 °C/min. e hélio como gas
de arraste.

A espectrometria de
ionizacdo por eletrospray (ESI-MS)de alta
resolucdo foi realizada em equipamento
MicroToF Bruker Daltonics em modo positivo
ou negativo. Os valores estdo expressos em
relagdo massa/carga (m/z) e sdo equivalentes
a massa molecular da substancia mais (ESI-
MS(+)) ou menos (ESI-MS(-)) um préton.

massas com

Os espectros de ressonancia magnética
nuclear (RMN) foram adquiridos em dois
aparelhos Bruker® Avance, um de 500 MHz e
outro de 400 MHz para 1H, 100 ou 125 MHz
para BC e 377 MHz para F conforme
discriminado no experimental de cada
substancia analisada. Foi utilizado
tetrametilsilano como referéncia para 'H e
BC em 0 ppm. Os deslocamentos estdo
atribuidos em unidades adimensionais &,
expressos em partes por milhdo (ppm). A
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multiplicidade de cada sinal seguiu a seguinte
escala: s — simpleto, d — dupleto, t — tripleto,
dd — duplo dupleto, td — triplo tripleto, sl —
sinal largo e m — multipleto. Os arquivos com
os sinais fid foram editados com programa
MestReNova" versao cortesia de
demonstracdo 9.0.2 (© 2014 Mestrelab
Research S. L., Santiago de Compostela,
Espanha).

As amostras analisadas por
espectroscopia na regido do infravermelho
(IV) foram feitas por refletancia, diluidas em
brometo de potassio (KBr), utilizando o
espectrofotébmetro Shimadzu’, modelo IR
Prestige-21. Os valores correspondentes sdo
expressos em numero de ondas em
centimetro reciproco (cm™).

As faixas de fusdao das substancias foram
determinadas no aparelho Biichi’ B-545 e ndo
foram corrigidas.

Os solventes usados foram adquiridos da
Merck , Tedia ou J.Baker e ndo sofreram
tratamento adicional.

Os reagentes usados foram adquiridos da
Vetec®, Merck®, Acros Organics®, ou Sigma-
Aldrich® e foram usados sem purificacdo
adicional.

Sintese do intermediario 2-cloro-1-(2,4-
difluorfenil)etanona (2). A um baldo foi
adicionado 50 g (0,44 mol) de 1,3-
difluorbenzeno e resfriado a 0 °C e foram
gotejados 49,5 g (1 eq.) de cloreto de a-
cloroacetila. O meio foi mantido em agita¢ado
por 15 minutos nesta temperatura. Em
seguida, foi adicionado 61,4 g (1,05 eq.) de
AICl; em porgdes, sendo a mistura agitada
por 1,5 hora a 10 °C e por mais 30 minutos a
40 °C. O meio de reacdo foi vertido em uma
mistura de gelo (300 g) e solugdo de HCI
concentrada (37%) previamente resfriada. O
meio foi mantido em agitagdo por cerca de 5
minutos. Em seguida, a fase aquosa foi
extraida 3 vezes com 100 mL de éter etilico.
As fases organicas foram combinadas e
lavadas 2 vezes com solucdo saturada de
NaHCO;. A fase organica foi seca com Na,SO,
e concentrada no evaporador rotatdrio,

Vo

fornecendo o produto com pureza suficiente
para a proxima etapa. Massa obtida: 80,5 g /
Rendimento: 97%. RMN *H (500 MHz, DMSO-
d6) 6 8,01 (td, J = 8,7, 8,6, 6,7 Hz, 1H), 7,48
(ddd, J=11,6, 9,3, 2,3 Hz, 1H), 7,28 (dddd, J =
8,8, 8,0, 2,5, 0,8 Hz, 1H), 5,05 (d, J = 2,6 Hz,
2H). CG-EM: tempo de retengdo: 9,9 min. m/z
142 (7%), m/z 141 (100%), m/z 127 (6%), m/z
114 (2%), m/z 113 (26%). Faixa de fusdo: 46-
47 °C (Lit.: 46-48 °C)*

Sintese do intermedidario 1-(2,4-
difluorfenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanona
(3). A um baldo foram adicionados 50 g (0,22
mol) do intermedidrio 2, 31 g (3 eq.) de 1,2,4-
triazol, 33,4 g (1,1 eq.) de K,CO; 1 mL de
solucdo de TBMAC (75%) e 350 mL de
diclorometano. A reacdo foi mantida em
agitacdo por 7 horas. Ao final, foi adicionado
10 mL de solugdo de HCl concentrado (37%) e
0 meio extraido com 150 mL de 3agua até
total remocdo do produto da fase organica. A
fase aquosa foi neutralizada e o produto
extraido com 250 mL de diclorometano. O
produto foi seco no evaporador rotatdrio e
recristalizado em etanol. Massa obtida: 48,0
g / Rendimento: 82%. RMN 'H (400 MHz,
Cloroférmio-d) 6 8,21 (s, 1H), 8,05 (td, J = 8,6;
8,5; 6,4 Hz, 1H), 8,01 (s, 1H), 7,06 (ddd, J =
9,3; 7,5; 2,4 Hz, 1H), 6,98 (ddd, J = 11,0; 8,4;
2,4 Hz, 1H), 5,59 (d, J = 3,5 Hz, 2H). CG-EM:
Tempo de retengdo: 15,9 min. m/z 223, m/z
195 (3%) m/z 142 (7%), m/z 141 (100%), m/z
127 (2%), m/z 113 (24%). Faixa de fusdo:
104-105 °C (Lit.: 104-105 °C)*

Sintese do Fluconazol. A um baldo foram
adicionados 1 g (0,22 mol) do intermedidrio
3, 1,2 g (1,2 eq.) de iodeto de
trimetilsulfoxénio, 372 mg (1,2 eq.) de 1,2,4-
triazol, 710 mg (2,4 eq.) de hidroxido de
potassio, 4 mL de agua destilada e 4 mL de
etanol. A reacdo foi mantida em agitacdo sob
refluxo por 1 hora. O produto foi entdo
concentrado a vacuo e recristalizado com 5
mL de uma solugdo contendo 4 mL de agua
destilada, 0,5 mL de acetato de etila e 0,5 mL
de acetona. A mistura foi mantida em
refrigeracdo a 4 °C por 12 horas e o

Rev. Virtual Quim. |Vol 9| |[No. 2| |no prelo|



LVa

precipitado formado foi filtrado a vacuo,
sendo obtido um sélido levemente
amarelado. O processo de recristalizacado foi
repetido e o sdlido obtido foi solubilizado em
etanol e tratado com carvdo ativo sob
agitacdo por 1 hora a 60 2C. Apds filtracdo a
solucdo foi concentrada a vacuo gerando um
sélido branco. Massa obtida: 880,0 mg /
Rendimento: 66%. RMN *H (400 MHz, DMSO-
de6) 6 8,33 (s, 1H); 7,80 (s, 1H); 7,29 — 7,09 (m,
1H); 6,88 (td, J = 8,5; 2,5 Hz, 1H); 6,36 (s, 1H);
4,74 (d, J = 14,5 Hz, 1H); 4,56 (d, J = 14,4 Hz,
1H). RMN *3C (100 MHz, DMSO-d6) & 161,42
(dd, J =246,4; 12,7 Hz), 158,47 (dd, J = 247,1;
12,5 Hz), 150,22; 144,54; 129,11 (dd, J = 9,8;
5,9 Hz); 122,81 (dd, J = 13,1; 3,6 Hz); 110,30
(dd, J = 20,6; 3,2 Hz); 103,35 (dd, J = 27,9;
26,0 Hz); 73,04 (d, J = 4,9 Hz); 54,27 (d, J = 5,1
Hz). RMN *F (376 MHz, DMSO-d6) & -103,92
—-109,05 (m), -109,87 — -112,66 (m). CG-EM:
Tempo de retengdo: 20,8 min. m/z 82,20
(29%); 127,10 (42%); 141,05 (17%); 224,10
(100%); 225,10 (12%). ESI-MS (-): m/z 305,16.
IV: v (cm™) /estiramento: 3.102 (O-H), 3.050
(C-H.;), 1504 (C,-C,,), 1.139 (C-OH), 1.275 (C-
F). UV: Aax 261 nm. Pureza CLAE-UV: 96%.
Tempo de retencdo: 8,47 min. Fase moével:
agua e acetonitrila (4:1), detector: 261 nm,
coluna: 4.6-mm x 15-cm;  5-um,
temperatura: 40 °oC, taxa de fluxo: 1,5
mL/min, volume da inje¢do: 50 pL. Faixa de
fusdo: 137-139 °C (Lit.: 138-140 °C)**
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