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Quimica Verde no desenvolvimento de materiais de afinidade
para purificacao de principios ativos farmacéuticos
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Green development of cutting-edge affinity materials to address API purification challenges
— Pharmaceutical industry spends a very significant amount of its financial resources in API (Active Pharmaceutical
Ingredients) purification processes to comply with impurity limits imposed by regulatory agencies (FDA and EMEA).
To address this worldwide demand, several purification materials have been proposed, such as molecular imprinted
polymers (MIPs). These cutting-edge affinity materials can be produced by different conventional approaches. In the
last years, the use of the Green Chemistry principles has changed the way polymers can be produced. Green technolo-
gies applied to MIP development are appearing not only due to environmental issues but also by the new material’s
properties and cost-effective production from the point of view of industry. MIPs have been developed in our lab using
supercritical carbon dioxide (scCO,) technology. These affinity materials have been developed for a wide range of ap-
plications, namely pharmaceutical impurity removal, enrichment of natural products, removal of contaminants from
diesel and from water resources. They are obtained as ready-to-use and easy-to-handle dry-powders of homogenous
particle sizes, without organic solvent residues.

A industria farmacéutica despende uma quantidade muito significativa de seus recursos financeiros em processos
de purificacao de APIs (Principios Ativos Farmacéuticos) para cumprir os limites de impurezas impostas pelas
agéncias reguladoras (FDA e EMEA). Para responder a esta demanda mundial, tém sido propostos varios materiais,
como os polimeros molecularmente impressos (MIPs). Esses materiais de afinidade do tipo “chave-fechadura” sao
produzidos usando diferentes metodologias convencionais. O uso dos principios da Quimica Verde tem mudado a
forma como os polimeros sdo produzidos. As tecnologias verdes aplicadas ao desenvolvimento de MIPs apareceram
ndo s6 devido as preocupacgdes com o meio ambiente, mas também devido as caracteristicas do produto final e a sua
producdo econémica. Os MIPs tém sido desenvolvidos no laboratério usando a tecnologia de di6xido de carbono
supercritico (scCO,). Estes materiais de afinidade ja foram desenvolvidos para uma vasta gama de aplicagdes, desde
a remocao de impurezas farmacéuticas até ao enriquecimento de produtos naturais. Os materiais de afinidade do
tipo “chave-fechadura” sdo obtidos prontos a usar, na forma de p6s secos, faceis de manusear, com distribuicdo de
tamanhos de particula homogénea e sem residuos de solventes organicos.

O processo de sintese de MIPs (Fig. 1) envolve uma
reacdo de polimerizacao reticulada na presenca do templa-
te. Numa primeira fase forma-se um complexo estavel en-
tre cada molécula de template e os monémeros funcionais.
Em seguida, este complexo é imobilizado através da copo-
limerizacdo com um agente reticulante. O processo ocorre
na presenca de um solvente porogénico, que tem extrema
influéncia no processo, pois dita o tipo de interacoes esta-
belecidas no meio, tendo também impacto na morfologia

Imitando a Natureza

Desde sempre que tentamos imitar a natureza, nomea-
damente nos processos de afinidade entre moléculas como,
por exemplo, a interacdo entre anticorpos e antigénios.
Um dos maiores desafios dos cientistas é tentar perceber
e reproduzir quimicamente o mecanismo por detras destes
processos de afinidade.

O processo de afinidade é um processo de reconheci-

mento molecular em que os polimeros molecularmente
impressos (MIPs, de molecular imprinted polymers) mi-
metizam o reconhecimento molecular a semelhanca de
um anticorpo natural, criando sitios especificos, que sdo
cavidades, em matrizes poliméricas reticuladas para uma
determinada molécula (template) a qual se pretende ter afi-
nidade, a semelhanca do antigénio [1]. Estas cavidades sdo
complementares quer em funcionalidade quimica quer em
tamanho e forma para o template. Os MIPs tém encontrado
aplicacdes em varias dreas, desde processos de separagao/
purificacdo, sensores, catalise e libertacdo controlada de
farmacos. S3o também uma alternativa ao uso de biomo-
léculas, que tendem a perder as suas propriedades de reco-
nhecimento (desnaturar) em ambientes extremos e tém um
elevado custo, o que limita a sua utilizagao.
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do polimero, na acessibilidade as cavidades e também no
seu desempenho. No final da reacdo o template é extraido
do MIP deixando os sitios ativos vazios e prontos a usar
numa posterior aplicacdo.

Existem varios métodos de sintese de MIPs. Contudo
estes métodos apresentam algumas limitagoes, nomeada-
mente a necessidade de se utilizar grandes quantidades de
solventes organicos nestas sinteses e o facto de os polime-
ros serem obtidos tipicamente em forma de bloco, o que faz
com que sejam necessarios processos de secagem/moagem
e 0 uso de peneiros para separar as fragdes do polimero. O
processo envolvido nestas vias de sintese é muito moro-
so e, além disso, compromete a homogeneidade dos sitios
ativos de ligacdo gerados durante o processo de sintese
do MIP. Por outro lado, os MIPs sdo muito atrativos pois
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Figura 1 — Esquema geral do processo de impressdao molecular, com-
preendendo: formagdo do complexo template-mondmero funcional, se-
guindo da polimerizacdo dos mondmeros funcionais, em que é obtido um
polimero reticulado, e a desorcdo do template da matriz.

apresentam constantes de ligacdo semelhantes aos receto-
res naturais [2,3], sdo resistentes a condi¢des extremas de
pressdo, temperatura e pH, podem ser utilizados nos mais
variados solventes organicos, tém um processo de sintese
muito econémica, facilmente escalavel e com boa reprodu-
tibilidade. Os MIPs produzidos em meios convencionais
tém sido desenvolvidos para inimeras aplicacGes desde
extracdo de fase sélida, cromatografia e membranas, entre
outros. Contudo, as crescentes restri¢des ao uso de solven-
tes organicos volateis tém levado os cientistas a procurar
novos métodos, mais limpos e amigos do ambiente, para
a producdo de materiais de afinidade mais sustentaveis,
usando dgua, di6xido de carbono supercritico (scCO,),
micro-ondas, liquidos iénicos, ultrassons, eletropolimeri-
zacdo e métodos computacionais [4].

Porqué purificar os principios ativos farmacéuticos?

Na sintese de APIs sdo usados reagentes que induzem
o aparecimento de intermediarios e subprodutos. Apesar
do processo de processamento intensivo, no dltimo estagio
da produgdo ainda existem impurezas no material obtido.
Por isso, a remocao de impurezas dos APIs é uma questdo
muito importante em processos de producdo farmacéutica
e, mais ainda, se essas impurezas forem potencialmente
genotoxicas.

Durante muitos anos nao houve qualquer norma especi-
fica que regulamentasse o conteudo de impurezas nos APIs
[5]. S6 em 2006 é que as entidades reguladoras impuseram
limites na quantidade de compostos genotoxicos presen-
tes nos farmacos [9]. Os avancos tecnoldgicos observados
nas técnicas analiticas vieram permitir rastrear quantida-
des muito pequenas de impurezas que dificilmente eram
detetadas anteriormente. Esta situacdo levou a industria
farmacéutica a procurar processos de purificacdo mais efi-
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cientes para o desenvolvimento e producdo de APIs, que
consomem muito tempo e recursos econémicos, tornan-
do urgente a necessidade de encontrar novas solugdes de
purificacdo que sejam seletivas, por exemplo com base na
estrutura molecular.

Tipicamente, na sintese de APIs sdo usados solventes
organicos até ao final do processo onde os produtos com
elevado valor acrescentado sdo separados de misturas com-
plexas usando processos como a extracao, a cristalizacdo,
a precipitacdo e a destilacdo. Embora estes métodos ja es-
tejam implementados, conduzem a perdas elevadas do API
(até 20%) [8], o que faz com que o custo final do produto
aumente significativamente. Consequentemente, sdo bem-
-vindos novos processos ou materiais tecnologicos alta-
mente seletivos, que sejam mais amigos do meio ambiente,
com menos etapas de processo e também menos morosos,
e que tenham um consumo de energia mais reduzido, para
atender a necessidade farmacéutica mundial.

Engenharia Verde na procura de solugdes mais sus-
tentaveis para a purificacao de principios ativos far-
macéuticos

O scCO, é um solvente "verde" que retine propriedades
muito interessantes do ponto de vista econémico. E o flui-
do supercritico mais utilizado. Tem um ponto critico baixo
(31 °C e 73 bar), e é um gas nas condi¢des de temperatura
e pressdo normais, o que significa que pode ser libertado
facilmente para a atmosfera.

0 scCO, é um excelente meio para sintetizar e processar
polimeros ou outras estruturas [9], para a impregnacao de
farmacos [14] e para a producéo de particulas [16]. E uma
alternativa viavel e sustentavel no desenvolvimento de MIPs
[4], trazendo beneficios quer na formagdo dos sitios especi-
ficos quer na forma como o polimero é obtido, tipicamente
sob a forma de p6é seco com morfologia controlada, isen-
to de solventes e sem necessidade de passos de purificacao
adicionais. Os MIPs assim obtidos apresentam um bom de-
sempenho ndo s6 em solventes organicos como também em
meios aquosos, 0 que permite a sua potencial aplicacdo em
fluidos bioldgicos, por exemplo. O processo de extracao do
template ocorre também em scCO, pois este aumenta até 10
vezes o coeficiente de difusdo do template da matriz com-
parativamente aos métodos de extracdo convencionais [17].

A purificacdo de APIs é um passo crucial no processo
de producdo de API pois deve garantir as especificacdes de
qualidade do medicamento. E sabido que 50-80% dos cus-
tos de producado correspondem a processos de purificacao.
Além disso, os métodos atuais sdo complexos, requerem
processos combinados, caros e intensivos para alcangar os
niveis de qualidade exigidos.

Desde 2013, tém vindo a ser desenvolvidos diversas
técnicas e materiais de adsorcdo de elevada afinidade para
a remocdo de genotoxinas, formadas durante o processo
de producdo de APIs, baseados na tecnologia de impressado
molecular em scCO,, tais como: a) particulas poliméricas
MIP; b) particulas suportadas por MIP para funcionarem
como dispositivos gravitacionais; e c) desenho racional de
MIPs usando SYBYL — um programa computacional que
introduz o CO, como solvente na simulagdo e que permite
encontrar uma maneira economica de otimizar a sintese de
polimeros de afinidade em scCO,.
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Numa primeira abordagem foram produzidas particulas
poliméricas MIP (Fig. 2) para funcionarem como empaco-
tamento de dispositivos de afinidade aplicados a processos
de producdo de APIs. Foram usados a acetamida (ACET)
(uma impureza farmacéutica modelo), o acido metacrili-
co (MAA) e metacrilamida (MAM) como mon6meros e
dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) como reticulante
para a produgdo de MIPs em scCO,. As particulas foram
obtidas com uma distribuicao de tamanho de particula es-
treita e foram capazes de remover pelo menos 1,98 mmol
de ACET por grama de polimero enquanto que em estu-
dos descritos na literatura s6 conseguiram remover 0,084
mmol de ACET por grama de polimero [18], mostrando
que esta é uma estratégia sustentavel e mais eficiente do
que as reportadas até entdo.

a) b)

Figura 2 — a) Reator tipico usado para produzir MIPs e b) Aparéncia de
polimeros produzidos em scCO, cujo tamanho médio de particula varia
entre 3,4 e 5,3 pm.

Uma segunda abordagem, desenvolvida em colaboracdo
com a Hovione [19,20], envolveu a producao de particulas
de grandes dimensdes com uma camada de MIP na sua su-
perficie para remocdo de impurezas na producgao de APIs.
As particulas com uma camada de MIP a superficie foram
previamente funcionalizadas usando dois métodos dife-
rentes, grafting to (ligacdo para) e grafting from (ligacao
a partir de), usando, respetivamente, um agente silano de
ligacdo — (metacrilato de 3-(trimetoxisilil)propilo)/etanol—
scCO, e tecnologia de plasma (E1: argon e E2: drgon +
hidrogénio) (Fig. 3). A camada MIP, com afinidade para a
ACET, foi produzida na superficie da silica usando MAA
como mondémero e EGDMA como reticulante.

Para a avaliacdo do desempenho do protétipo gravita-
cional foi usada uma mistura modelo contendo a impureza
e dipropionato de beclometasona, ACET e API respetiva-
mente, em que as particulas produzidas usando as condi¢oes
de plasma E2 demonstraram ter o melhor desempenho, re-
movendo 100% de ACET com uma perda de 0,32% de API
(Fig. 4). Esta estratégia gerou resultados muito promissores
nao s6 devido ao facto da coluna funcionar em modo gravi-
tacional, mas também em termos do equilibrio da remocao
de ACET vs API, mostrando ser uma maneira eficiente de re-
mover a ACET de uma mistura farmacéutica. Os processos
tipicamente utilizados requerem sistemas de pressao ou de
vacuo acoplados e as perdas de API sdo superiores (~ 24%)
aos valores obtidos com esta estratégia (0,32%).

Numa perspetiva de se obter um melhor desempenho
dos materiais de afinidade, foi explorada uma abordagem

' Sitio de afinidade
O Molécula-alvo (template)

Figura 3 — Esquema geral para a producdo de particulas de grandes dimensdes (75-200 pm) com uma camada de MIP a superficie: a) Funcionalizacao
das particulas com um agente de ligacdo silano — MPS em scCO,, b) Funcionalizagio através da tecnologia de plasma (R sdo os radicais produzidos
na superficie das particulas) sob as condicoes E1 e E2, c) Producdo de uma camada MIP de particulas na superficie das particulas esféricas de grandes

dimensdes. Adaptada da referéncia [19] com permissao da Elsevier.
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Figura 4 — Percentagem de remocao seletiva da ACET e API, pelas particulas revestidas com uma camada de MIP. Reproduzida da referéncia [19] com

permissdo da Elsevier.
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combinada computacional + experimental que envolveu o
uso do programa computacional SYBYL™ para o desenho
racional de MIPs para ACET, onde o CO, foi introduzi-
do pela primeira vez como solvente na simulacdo [10]. O
SYBYL™, para além de permitir desenhar computacional-
mente um MIP 3D para o template, ou seja, o complexo
template:monémero funcional, consegue também indicar
qual o melhor monémero para aquele template especifico,
bem como a proporgao template:monémero funcional que
ird gerar o melhor desempenho do material de afinidade.
Para isso é necessério introduzir no programa uma base
de dados que contenha todos os monémeros polimeriza-
veis. A partir da base de dados, o programa computacional
conseguiu gerar um ranking dos monémeros mais adequa-
dos, bem como as melhores composi¢cdes molares a serem
utilizadas experimentalmente na sintese do MIP em scCO,.
Foi selecionado o acido itaconico (ITA) e o metacrilato de
2-hidroxietilo (HEMA) como monémeros adequados para
a preparacao de MIP com uma composi¢cdo molar T:M:C
(template:monoémero:reticulante) de 1:3:20 e 1:2:20, respe-
tivamente, com base nas simulagdes do SYBYL™ (Fig. 5).
Os polimeros foram sintetizados em scCO, usando as
propor¢des preditas anteriormente e o seu desempenho foi
avaliado através de testes de afinidade (Fig. 6) que demons-
traram ter a mesma tendéncia das previsdes do SYBYL™.
Os polimeros ITA-MIPs conseguiram remover 2,3 ve-
zes mais ACET do que os polimeros HEMA-MIPs, o que
demonstra bem o quanto esta ferramenta computacional
pode ser uma mais-valia na previsao de sistemas de afini-
dade. A abordagem computacional que usa CO, na simula-
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¢do é uma maneira acessivel, direta e computacionalmente
pouco exigente para a otimizacao da sintese de MIPs utili-
zando tecnologia supercritica.

Conclusodes

Os resultados obtidos nos trés exemplos mencionados
demonstraram um bom desempenho dos materiais desen-
volvidos usando tecnologias sustentaveis. Os materiais ob-
tidos sdo baratos e altamente especificos para aplicacoes
industriais, como a remoc¢do de impurezas do API. Per-
mitem processos de separacdo muito eficientes e respon-
dem também a um problema ambiental, que é a reducdo
do consumo de solventes organicos. Mostrou-se também
que o uso de uma abordagem computacional pode ser uma
mais-valia no desenho racional dos melhores sistemas de
afinidade, evitando métodos complexos e demorados e,
consequentemente, reduzindo o tempo e o consumo de sol-
ventes organicos. A adog¢do destes métodos contribui para
uma mudanca de mentalidades, para redesenhar processos
e impulsionar o uso de tecnologias verdes no desenvolvi-
mento de materiais de elevada afinidade.
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