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RESUMO

Esta tese de doutorado investiga duas areas cruciais para a ciéncia farmacéutica utilizando
técnicas avancadas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). No primeiro capitulo,
estudamos a degradacdo dos Insumos Farmacéuticos Ativos (IFAs) Sofosbuvir e Tenofovir
disoproxil fumarato em diferentes condi¢cdes, como meio acido e basico. A degradacdo dos
IFAs é um problema significativo na industria farmacéutica, pois pode afetar a eficcia e a
seguranca dos medicamentos. Nossos resultados demonstraram que a RMN, especialmente com
o nicleo de 3P, é uma ferramenta poderosa para monitorar reacdes de degradacio sem
necessidade de separacdo prévia dos componentes. A técnica permitiu a identificacdo e
quantificacdo de varios produtos de degradacdo, proporcionando uma analise detalhada das
misturas complexas. Observamos a formacao de varios produtos de degradacdo e a técnica de
RMN permitiu a andlise detalhada das misturas complexas, fornecendo informacgdes sobre o
numero de componentes e suas naturezas moleculares. Além disso, a metodologia desenvolvida
pode ser aplicada para outros IFAs, oferecendo uma abordagem universal para o estudo de
degradacdo de medicamentos. No segundo capitulo, focamos no monitoramento de reacGes de
troca isotdpica H/D em farmacos utilizando RMN. A substitui¢do de hidrogénio por deutério
em compostos organicos € uma estratégia importante na modificacdo de medicamentos para
melhorar sua estabilidade e perfil farmacocinético. Nossos estudos mostraram que a RMN é
uma técnica sensivel e precisa para acompanhar essas reacdes, facilitando o desenvolvimento
de novos farmacos deuterados. O método possibilitou a monitoramento em tempo real das
reacOes de troca isotdpica, proporcionando informacdes valiosas sobre as condi¢des 6timas de
reacao e a cinética dos processos. Este estudo ndo s6 amplia o conhecimento sobre a degradacéo
de IFAs como também oferece uma abordagem inovadora para a sintese e analise de moléculas
deuteradas, prometendo avangos significativos na area farmacéutica. A combinacéo de técnicas
de RMN com outras metodologias analiticas pode abrir novos caminhos para o

desenvolvimento de medicamentos mais eficazes e seguros.

Palavras chave: Insumo farmacéutico ativo; degradacdo; analise de misturas; deuterac&o;

liquido i6nico.



ABSCTRACT

This doctoral thesis explores two critical areas in pharmaceutical science using advanced
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) techniques. The first chapter investigates the degradation
of Active Pharmaceutical Ingredients (APIs) Sofosbuvir and Tenofovir disoproxil fumarate
under various conditions, such as acidic and basic environments. The degradation of APIs is a
significant issue in the pharmaceutical industry as it can affect the efficacy and safety of
medications. Our results demonstrated that NMR, particularly with the 3P nucleus, is a
powerful tool for monitoring degradation reactions without the need for prior separation of
components. The technique allowed for the identification and quantification of several
degradation products, providing a detailed analysis of complex mixtures. We observed the
formation of several degradation products, and the NMR technique allowed detailed analysis
of complex mixtures, providing information on the number of components and their molecular
natures. Additionally, the developed methodology can be applied to other APIs, offering a
universal approach for studying drug degradation. The second chapter focuses on monitoring
H/D isotopic exchange reactions in pharmaceuticals using NMR. The replacement of hydrogen
with deuterium in organic compounds is a key strategy in modifying drugs to improve their
stability and pharmacokinetic profile. Our studies showed that NMR is a sensitive and precise
technique for tracking these reactions, facilitating the development of new deuterated drugs.
The technique allowed real-time monitoring of isotopic exchange reactions, providing valuable
information on optimal reaction conditions and reaction kinetics. This study not only expands
the knowledge of API degradation but also offers an innovative approach to the synthesis and
analysis of deuterated molecules, promising significant advancements in the pharmaceutical
field. The combination of NMR techniques with other analytical methodologies can pave the
way for the development of more effective and safer medications.

Keywords: Active pharmaceutical ingredient; degradation; mixture analysis; deuteration; ionic
liquid.
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Introducéo Geral

INTRODUCAO GERAL

Esta tese objetiva descrever e utilizar métodos e experimentos por espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) como principal ferramenta para interpretacdo e

monitoramento de reacdes em Insumos Farmacéuticos Ativos (IFAS).

Desde as primeiras observacdes do fendmeno da Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) em fase condensada por Bloch' e Purcell? em 1946, e a descoberta do deslocamento
quimico em 1949, segundo o qual nticleos com diferentes ambientes quimicos tém diferentes
frequéncias de ressonancia, a RMN se tornou um método analitico amplamente utilizado. Os
desenvolvimentos e avangos continuos feitos na area tornaram a RMN a principal técnica para
a determinacio de estruturas quimicas até mesmo de moléculas complexas,*® como proteinas
e outras macromoléculas,>® para a analise de cinética quimica,”®° para o estudo de processos
dinamicos e diferentes matrizes bioldgicas.%*3 Suas caracteristicas Gnicas como uma técnica
rapida, ndo destrutiva e de alta resolucdo, combinadas com seu carater quantitativo (ja que a
integral relativa de qualquer sinal de RMN ¢ diretamente proporcional ao nimero de nlcleos
responsaveis por aquele sinal) fazem da RMN particularmente adequada para analise de um
amplo espectro de aplicacdes. Em contraste com outros métodos analiticos, tais como a
Cromatografia Liquida (CL) combinada com a Espectrometria de Massas (EM),** a RMN
pode ser utilizada para o estudo de misturas intactas, sem o requisito de separacéo fisica dos

analitos.

O hidrogénio (*H) é o nlcleo mais amplamente utilizado em andlises de RMN. Esta
presente na maioria dos sistemas quimicos e é altamente sensivel devido a sua elevada razdo
magnetogirica e a sua abundancia natural de 99,99%. No entanto, em virtude do seu estreito
intervalo de deslocamento quimico (6) e do desdobramento de sinais causado pelos
acoplamentos escalares (J), podem surgir espectros com diversas sobreposicdes, 0 que torna
a analise mais dificil. Outros nucleos frequentemente detectados incluem o carbono-13 (*3C),
o fltior-19 (*°F), o nitrogénio-15 (**N) e o fosforo-31 (*P). Dentre eles, o 3P, que possui uma
abundancia natural semelhante a do *H, é um dos fatores que influenciam a sensibilidade em
sensibilidade em experimentos de RMN. Além disso, devido ao seu amplo intervalo de
deslocamento quimico, o 3P pode facilitar significativamente a analise de misturas
complexas, ao reduzir a chance de sobreposicdo entre diferentes sinais de ressonancia.
Naturalmente, assim como N e °F, seu uso € restrito a misturas que contém moléculas com
a presenca desses nucleos especificos. Por outro lado, *C é quase tdo ubiquo quanto H e
oferece espectros simples e geralmente bem resolvidos, mas a sua abundancia natural de 1,1%,

portanto baixa sensibilidade. Além de alterar o nucleo de deteccdo, uma variedade de
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experimentos homonucleares, tais como COSY,* TOCSY, DOSY,” NOESY,!1° nesse
ultimo caso para o estudo conformacional e experimentos heteronucleares como HSQC,?
HMBC,?* HSQC-TOCSY?? e novos como DREAMTIME,?® fornecem informagdes ricas e
poderosas para a identificacdo e atribuicdo de componentes de uma mistura complexa. O
primeiro capitulo desta tese é focado em experimentos que usam detecgéo de *H e de 3P.

A andlise de misturas apresenta, na maioria dos casos, um elevado grau de
complexidade. Um dos cenarios mais desafiadores envolve misturas que contém analitos com
uma ampla faixa de concentragdes. A identificagdo e quantificagdo dos componentes de uma
mistura € um processo trabalhoso que normalmente exige experimentos sofisticados e
analistas experientes. Esse tipo de mistura € comumente encontrado no campo da
caracterizacdo de metabolitos, na industria alimenticia e na farmacéutica. Neste Ultimo caso,
a recomendacao nacional, descrita no guia da Resolugdo da Diretoria Colegiada RDC 53/15%
da Anvisa e no guia internacional do Conselho internacional para harmonizacao de requisitos
técnicos para medicamentos de uso humano (ICH) Q3A,% exige que todas as impurezas acima
de 0,1% de um Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) sejam identificadas e quantificadas. De
acordo com tais recomendacBes, uma impureza € qualquer componente desconhecido ou
indesejado gerado a partir de formulagdo imperfeita, reacdo entre o IFA e excipientes, ou
degradacdo. Devido a estas regulamentacbes rigorosas, a caracterizacdo de impurezas

constitui um dos maiores desafios enfrentados pelas empresas farmacéuticas.

A anédlise por RMN de *H de misturas com um intervalo altamente dindmico de
concentracdo pode ser limitada pela presenca de sinais que possuem deslocamentos quimicos
similares aos sinais de interesse. A sobreposi¢ao das impurezas com tais sinais pode complicar
a analise, mascarando ou suprimindo completamente os sinais das impurezas investigadas.
Portanto, explorar outros ndcleos permite simplificar os espectros, removendo 0s sinais

interferentes e, assim, minimizando a sobreposicao.

Outro assunto relacionado a farmacos que tem ganhado bastante destaque é o uso de
IFAs marcados com o nucleo deutério (D). Em 2017 a agéncia de alimentos e medicamentos
dos Estados Unidos (FDA) aprovou o farmaco deutetrabenzina 22" (Figura 1a) e em 2022 a
deucravacitiniba?®?® (Figura 1b). A incorporagdo de deutério na estrutura do principio ativo
pode prolongar sua duragdo no organismo, reduzindo, assim, os efeitos colaterais, 0 que é uma

consideracao crucial para tratamentos de longo prazo.334 .
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Figura 1. Estrutura quimica dos IFAs deuterados. a) Deutetrabenzina e b) Deucravacitiniba.

A troca de C-H por C-D altera as propriedades fisico quimica, devido ao fendmeno
conhecido como efeito isotopico cinético (KIE). Essa diferenca nas propriedades decorre,
principalmente, da maior massa reduzida (u) do sistema vibracional C-D em comparagdo com
0 C-H. Como resultado, a energia de ponto zero (Eo) € menor na ligacdo C-D. Essas

caracteristicas podem ser matematicamente descritas pelas seguintes equacdes 1 e 2:33%

"= m;m; Equacéo 1
my + m,

. n ok Equacéo 2
7 2 U

Em que, m1 e mz correspondem a massa dos atomos que compdem a ligagdo, K a constante

de forca da ligagio e / a constante de Planck (6,62.1073* J-s).

A energia de ponto zero (Eo) representa a menor energia que um sistema vibracional
pode ter em seu estado fundamental. Em um diagrama de energia potencial que mostra a
ligacdo em funcdo da distancia interatbmica, percebe-se que a ligacdo C-D esta situada em um
nivel de energia mais baixo do que a ligacdo C-H, devido a sua menor energia de ponto zero
(Figura 2a). Isso significa que é necessério fornecer mais energia para romper a ligacdo C-D

em compara¢do com a C-H (Figura 2b).

(a) (b)
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fcH,fco

Figura 2. Digrama a) da energia potencial para ligagdes C-H e C-D e b) da energia potencial
para clivagem da ligagéo C-H e C-D.
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Portanto, devido ao efeito cinético isotdpico, os medicamentos deuterados tendem a
prolongar sua duragdo no organismo. Como resultado, diversas pesquisas tém se concentrado
no desenvolvimento de métodos de sintese seletivos para a realizacdo da troca isotopica *H/D
em centros de carbono e na obtencdo de moléculas deuteradas. Os principais métodos
descritos na literatura envolvem o uso de catalisadores metalicos e multiplas etapas, o que
aumenta o custo da sintese. Consequentemente, 0 uso de métodos menos Onerosos, Como

aqueles que utilizam liquidos idnicos (LIs), torna-se uma alternativa atraente.’

Os liquidos i6nicos (LIs) sdo sais organicos liquidos compostos por um cation organico
e um anion, que pode ser organico ou inorganico. A variagdo desses ions permite ajustar as
propriedades fisico-quimicas conforme a aplicacdo desejada. Na literatura, € amplamente
reconhecido que o cation imidazolio é facilmente desprotonado na posi¢do C2 devido ao seu
elevado pKa (~24). O nosso grupo de pesquisa relatou a troca H/D preferencialmente no grupo
C2-CH3 de sais de 1-"butil-2,3-dimetilimidazolio (BMMI) associados a diferentes anions,
sendo que até entdo havia poucos relatos da troca no grupo C2-CHs. Apds comprovado a troca
investigou o uso de LIs puros como catalisadores em reacfes de deuteracdo de diferentes
substratos contendo hidrogénios &cido, como alcinos e cetonas (Esquema 1). Para 0 esquema
1, ¢ mencionado apenas os dois anions utilizados nesse trabalho.

Deuteracdo do LIs Deuteracdo do substrato

o= B
En,,csj’hsl\{?M CDCly CHCly ”;_%«3\@ o

CH, CH, CD, CHj |
X 7 11 T i Substrato -H _ g pyiar0 -D
t.a, 0.5 mL Xyl : ta

X= Imidazolato (Im), Prolinato (Pro)

Esquema 1. Esquema geral das reacGes de deuteracdo.

Devido aos excelentes resultados obtidos com os substratos, propomos, neste trabalho,
avaliar a capacidade dos liquidos idnicos BMMI.Im e BMMI.Pro como catalisadores para a
troca H/D nos farmacos flunitrazepam, dipropionato de betametasona e oxcarbazepina. Como
essas reacOes envolvem a troca isotopica tH/D, a técnica de RMN ¢é excelente para monitorar
essa troca, devido a sua sensibilidade em acompanhar o processo por meio de trés
metodologias: experimentos convencionais de hidrogénio, experimentos de deutério e, por

fim, no 13C, onde é observado o surgimento de multipletos devido ao acoplamento *Jcp.3 3

Para uma melhor organizacéo, a tese foi dividida em dois capitulos: o primeiro aborda
a analise de misturas e o segundo discute 0 monitoramento das reagdes de troca isotdpica H/D

de farmacos.
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Capitulo 1: Estudo de degradacéo dos Insumo Farmacéuticos Ativos (IFAs) Sofosbuvir e Tenofovir disoproxil fumarato

1.1 Introducéo

Para avaliar a estabilidade de IFAs e excipientes em diferentes meios, € necessario
entender as vias de degradacédo, sendo importante a identificacdo dos produtos da reacdo. Os
produtos de degradacdo resultam de reacfes quimicas com a molécula original durante suas
etapas de fabricacdo e/ou armazenamento.*® Essas reacOes podem ser classificadas como
degradacédo fotoquimica, térmica e oxidagdes, hidrdlise acida e alcalina, ou reacdes colaterais
com um excipiente.?#? A degradacdo do farmaco em condigBes extremas leva a uma mistura
de produtos, cujos componentes podem ser separados e analisados individualmente. As técnicas
de LC-(UV)-MS* e GC-MS*# sgo métodos classicos para esses tipos de analises, mas
demandam tempo para desenvolver os protocolos de separacéo.** Além disso, 0 uso de um
grande volume de solventes deve ser uma preocupacdo. Outro problema frequente é a
determinacdo do balanco de massa, pois os protocolos de separacdo podem levar a perda de
material e comprometer informacgdes quantitativas. Portanto, o desenvolvimento de métodos
espectroscopicos alternativos, que sejam os mais rapidos e reprodutiveis possiveis, € mais

vantajoso.

A Espectroscopia de RMN tem algumas vantagens sobre outras técnicas, como a
elucidacdo estrutural inequivoca, a analise quantitativa e ndo destrutiva. Além disso, a
abordagem de reacdo dentro do tubo requer uma quantidade muito pequena de solvente. Em
relacdo a analise de misturas, a Espectroscopia de Difusdo Ordenada (DOSY) por RMN ¢é
amplamente empregada, pois promove, em um Unico experimento, a separacdo dos
componentes com base em seu comportamento de autodifusdo.®® Diferencas modestas nos
coeficientes de difusdo sdo suficientes para permitir que o espectro de uma mistura intacta seja
decomposto em subespectros dos componentes individuais.

O 'H é o nlcleo mais observado em experimentos de DOSY. No entanto, a estreita
janela espectral de H, bem como a divisdo do sinal devido ao acoplamento escalar, estdo
associadas a uma sobreposicao severa de sinais. Portanto, extrair os coeficientes de difusdo dos
componentes individuais pode ser desafiador. Nesse contexto, o uso dos nticleos *°F e 1P pode
ser interessante devido a sua alta sensibilidade e abundancia natural, ampla janela espectral e
possibilidade de obtencéo de sinais desacoplados. O DOSY de °F ja foi descrito como um
método alternativo,”® mas o de 3!P ainda ndo. Portanto, nosso objetivo é utilizar métodos
baseados em RMN de 3!P, como DOSY e *H-3'P-HMBC, como uma alternativa para estudar a
degradacédo forcada acido/base de dois pré-farmacos antivirais, empregando uma abordagem
de anélise de misturas por RMN, sem separar os componentes da mistura final A motivac&o,

conforme mencionado, ¢ que o 3P é altamente sensivel e fornece espectros de RMN
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qualitativos e quantitativos desacoplados. Entre os muitos farmacos que contém 3P em suas
estruturas, uma classe importante sdo os pro-farmacos antivirais baseados em analogos de

nucleotideos.*6 47 48

O sofosbuvir possui 0 nome IUPAC de Isopropil (2S)- 2- [[[2R, 3R, 4R, 5R)- 5- (2, 4-
dioxopirimidin- 1- il)- 4- fluoro- 3- hidroxi- 4- metiltetrahidrofuran-2 il] metoxi- fenoxi-
fosforil] amino] propanoato cuja a estrutura molecular esta apresentada na Figura 3a, € usado
no tratamento da hepatite C e é uma molécula fosforamidato.*® O tenofovir de nome IUPAC
fumarato de 9- [(R)- 2- [[bis (isopropoxicarbonil) oxi] metoxi] fosfonil] metoxi] propil adenina
cuja estrutura é apresentada na Figura 3b na forma de sal é usado no tratamento de infeccdes
causadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que possui um centro assimétrico e,
assim dois enantidmeros podem ser formados e ambas as espécies apresentam atividade

antirretroviral semelhantes.>%°!
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Figura 3. a) Estrutura molecular do sofosbuvir (SFBV), formula molecular C22H29FN3O9P €
massa molar 529,5 g.mol* e em b) Estrutura molécula do tenofovir disoproxil fumarato

(TNFV), formula molecular C23HzsNsO14P & massa molar 635,5 g.mol™.
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1.2 Revisdo Bibliografica

1.2.1 Estudos de degradacéo de farmacos

A garantia e o controle de qualidade de IFAs e excipientes sdo questdes cruciais na
andlise farmacéutica, visando prevenir danos aos pacientes. No Brasil, as metodologias de
qualidade sdo reguladas pela farmacopeia e por documentos constantemente revisados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que estdo alinhados aos padrdes
regulatorios internacionais, como os emitidos pela Conferéncia Internacional de Harmonizagédo

(ICH) e a Agéncia Americana de Medicamentos e Alimentos (FDA)

Impurezas farmacéuticas referem-se a quaisquer moléculas quimicas que ndo sejam o
principio ativo e/ou excipientes presentes no medicamento.®?,%® Sua presenca, mesmo em
pequenas quantidades, pode afetar a eficacia e a seguranca dos farmacos, associando-se
diretamente a qualidade do medicamento. O avango do conhecimento quimico e a
implementacio de software como Zeneth® (Lhasa Limited® - Leeds, Reino Unido),>* que
realiza a predicdo in silico dos produtos de degradacdo do IFA sob diferentes condigdes de

estresse e prevé a compatibilidade entre ativo e excipiente, tém contribuido significativamente.

Além disso, o desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais sensiveis e
seletivos tem melhorado continuamente a determinacdo de impurezas em produtos naturais e
sintéticos. Essas tecnologias estdo em conformidade com as politicas e orientaces dos guias

regulatdrios, 0s quais sempre exigiram que o IFA seja 0 mais puro possivel.

Os principais guias que tratam de impurezas sdo o ICH Q3A(R2),°® Q3B(R2),%" além
do guia nacional (RDC) 53/15%*. O Q3A(R2)*® classifica as impurezas em organicas,
inorganicas e volateis organicos. As impurezas organicas podem surgir durante o processo de
fabricacdo e/ou durante o armazenamento. Na obtencdo do IFA, as impurezas podem derivar
da matéria prima e de intermediarios sintéticos ndo isolados. O guia também aborda os limites

para notificagdo, identificacdo e qualificacdo das impurezas no IFA, descrito na Tabela
1.24,58,57,59

Tabela 1. Limites de impurezas permitidos nos IFAs com base na administracao total diaria.

Dose Didria Maxima® Limite de Notificacio?¢  Limite de identificagio¢  Limite de qualificacdo

<2 g/dia 0,05% 0,10% ou 1mg ingerido por  0,15% ou 1mg ingerido
dia. por dia.
>2¢/dia 0,03% 0,05% 0,05%

Guia Q3A(R2)ICH- Impurites in new drug substances.®® 2Quantidade de farmaco ingerido por dia; PLimites de notificagéo

maiores devem ser cientificamente justificados; cLimites menores podem ser assumidos se a impureza for extremamente tdxica.
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Se a porcentagem da impureza encontrada estd dentro dos limites de notificacéo, esta
deve ser reportada ao 6rgdo regulatorio. No entanto, se a impureza presente apresentar
concentragéo superior, mas dentro do limite de identificacéo, ela deve ser caracterizada, ou seja,
sua estrutura molecular e demais informacdes exigidas pelos 6rgdos regulatorios devem ser
reportadas. Caso a impureza atinja o limite de qualificacdo, estudos toxicoldgicos deveréo ser

realizados.>" 58 %6

O guia Q3B(R2)% aborda impurezas em novos medicamentos, que podem ocorrer
devido a formagao de produtos da reagio do IFA com um excipiente A (RDC) 53/15%* discute
as impurezas que podem ser formadas durante o ciclo de vida do medicamento ou do IFA,
apresentar devido a interacdes quimicas que podem modificar a estrutura quimica do IFA,
resultando em impurezas relacionadas a produtos de degradagdo. Portanto, o estudo de
degradacéo forcada descrito na RDC 53/15% visa prever as possiveis impurezas que possam

surgir durante o processo de fabricacdo do medicamento ou no estudo de estabilidade.

O estudo de degradacao forcada visa obter produtos de degradacao através da exposicao
do IFA ou medicamento a condi¢cdes como hidrolise (&cido-base), fotoestabilidade, oxidacao
por peroxido e temperatura.?>® Portanto, é necessario ter um método analitico capaz de detectar
a perda do farmaco e identificar os produtos de degradacéo, processo conhecido também como
balanco de massas. O objetivo principal é assegurar que a quantidade total do IFA e dos
produtos de degradacdo permanece constante, confirmando que ndo ha perda de massa ndo
explicada no sistema. Ou seja, 0 processo consiste em somar o teor do IFA degradado aos
niveis de produtos de degradacdo encontrados, e essa soma deve se aproximar de 100% do valor

inicial 626364

Este conceito, baseado na lei da conservacdo da massa, € um guia Util para avaliacao
dos dados, mas nem sempre pode ser atingido. Sua aplicacdo pratica exige uma consideracao
cuidadosa do que esta sendo medido. Assim, o foco da analise ndo deve ser direcionado
exclusivamente para a obtencao de resultados proximos de 100%, mas sim para a confirmacéo
da seletividade do método, investigagdo completa das vias de degradacdo do IFA e, se
necessario, a identificacdo de produtos de degradagdo que possam ser indicadores da extenséo

da degradagio por meio de uma via especifica.®>66 64

O calculo do balango de massas pode ser expresso de diferentes maneiras. O foco da

tese foi o calculo de balanco de massas absoluto (BMA) conforme a Equacéo 3.
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(Tp + PDp) Equacio 3

BMA =
(T; + PDy)

Onde Tp € o teor do IFA na amostra apos a degradacédo; PDp é o somatdrio de produtos
de degradacdo na amostra ap6s a degradacdo; Ti é o teor do IFA na amostra ndo degradada,
seria o teor obtido na primeira anélise e por fim PD; o somatorio de produtos de degradagéo na

amostra no degradada.®®

O balango de massas também pode ser expresso pela Deficiéncia Absoluta de Balanco
de Massas (DABM), calculada pela diferenca entre o balanco de massas absoluto e os 100%,
Equacéo 4. O DABM permite uma avaliagdo mais precisa da discrepancia entre os resultados
préticos e o valor tedrico esperado de balango de massas (100%). 8567

(Tp + PDp) Equacéo 4

DABM = 100 —
(T; + PDy)

O resultado do DABM pode ser tanto positivo quanto negativo: € positivo quando o
aumento medido nos produtos de degradagdo é menor que a perda do IFA, e negativo quando
0 aumento nos produtos de degradacdo excede a perda do IFA, e é zero quando o balango de

massas é perfeito.®®

Quando um desvio no balanco de massas, menor ou maior do que o esperado
teoricamente, é observado e esse resultado excede a variagcdo do método (ou o erro analitico),
uma justificativa técnica para o desvio deve ser apresentada. Essa justificativa é construida com

base nos cinco topicos mencionados na Figura 4.58:6°

Problemas
Diferenca de relacionados a
fator de resposta cromatografia/ ao
método

Baixa ‘
€cuperacio do ]
produto de

degradacao

utros artefatog

analiticog Quimica ngo
COmpreendid\a)

Figura 4. Causas de desbalango de massas. As categorias principais séo indicadas nas cinco

caixas.
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A cromatografia liquida com deteccdo por absorbancia UV é o método principal para
separacdo de analitos e monitoramento da formacao de impurezas em ensaios de degradacédo
forcada, consequentemente realizando o balangco de massas. No entanto, apesar de ser
amplamente utilizada, apresenta alguns inconvenientes que impactam nos resultados obtidos
no balanco de massas. Um fator crucial que pode afetar esses resultados é o fator resposta:
nem todos o0s produtos sdo detectados com a mesma sensibilidade, especialmente aqueles que

n&o sdo cromdforo e pode haver co-eluigdo entre o IFA e o produto de degradagéo.”

Portanto, o desenvolvimento de meétodos espectroscopicos alternativos, rapidos e
reprodutiveis é altamente vantajoso. A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) apresenta diversas vantagens sobre outras técnicas espectroscopicas.’”t Destaca-se a
capacidade de determinacdo de estruturas a nivel molecular (anélise qualitativa simultanea a
guantitativa), a realizagio de medidas em tempo relativamente curtos (para nicleos como o *H,
por exemplo e outros is6topos como 3C, °F, 3P, que podem ser explorados), e a possibilidade
de analise simultanea de outros compostos de interesse, como excipientes, outros ativos,

impurezas e produtos de degradacio, desde que haja seletividade. 7>

Além disso, de forma padrdo a RMN opera em tubos de 5 mm, exigindo uma quantidade

muito pequena de solvente.

E importante mencionar que a condicio de ressonancia é satisfeita com a aplicacdo de
um pulso de curta duragdo e alta poténcia na regido da frequéncia de precessao (®) dos nucleos
a serem analisados. Decorrido o pulso, os spins excitados passam a relaxar por dois mecanismos
distintos e simultaneos: a relaxacao longitudinal (T1) e a relaxac&o transversal (T2).”* E durante
esse tempo que se observa o sinal induzido pela magnetizacao dos spins, o FID (Free Induction
Decay) que contém todas as frequéncias espectrais sobrepostas e é gerado um sinal no dominio
do tempo para que seja convertido em dominio de frequéncia para obter um espectro que
contém informacgdes como o deslocamento quimico e multiplicidades é necessario aplicar uma

operacgio matematica denominada transformada de Fourier.”

Apesar do emprego qualitativo das andlises espectroscdpicas por RMN seja 0 mais
difundido, seu uso quantitativo, apesar da grande potencialidade, ainda € pouco explorado. A
relacdo fundamental mais importante nas medidas quantitativas de RMN de alta resolucédo
(RMNQ) € que a &rea do sinal (Ax) em um espectro é diretamente proporcional ao nimero de
nucleos que absorvem energia na radiofrequéncia correspondente a essa linha de ressonancia
(Nx). Equacéo 5.7
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Ay = KNy Equacgéo 5
Onde, Ksé uma constante do espectrometro.’

Dessa forma, a RMN quantitativa pode ser utilizada como método absoluto,
dispensando o uso de padrdes. Portanto, a RMN(q é particularmente Gtil na avaliagdo da pureza
e na quantificacdo de impurezas em misturas complexas, sem a necessidade de separacao prévia

e sem exigir o uso de um padrao de referéncia idéntico ao analito.””"68

Para uma medida quantitativa alguns parametros de aquisi¢do dos experimentos devem
ser cumpridos, além dos ajustes basico de sintonia fina da frequéncia (matching e tuning) e
homogeneidade do campo magnético (shimming), o intervalo de tempo entre os pulsos, ou seja,
o0 tempo de aquisicdo (ag/at) somado ao tempo de espera (d1), deve ser no minimo igual a 5T
(T1 relaxacéo longitudinal), considerando um pulso de 90°. Isso € necessario para que a0 menos
99% dos spins retornem em equilibrio antes do préximo pulso mantendo, assim, informaces

quantitativa do espectro.’*"®

Para obter o valor de T é utilizado uma sequéncia de inverséo recuperacgdo (Figura 5),
primeiro € aplicado um pulso de 180° que esta convencionalmente em fase negativa, para
inverter a magnetizacdo, e, apds um tempo 1, ¢ dado um pulso de 90° que retorna a magnetizacdo
e ocorre deteccdo. Este ciclo € realizado inimeras vezes variando-se o valor de t. No inicio
quando t é muito pequeno, o sinal terd méaxima intensidade negativa. No decorrer da medida,
esta intensidade vai diminuindo, passa pelo zero (valor de t usado nas estimavas de T1) e, entdo,
se inicia o sinal com intensidade positiva, a qual aumentara até atingir um maximo e permanecer

constante. Nesta condi¢do T é aproximadamente igual a 5T,.80.81.8283

180° 90°

_dr ’

Figura 5. Representacdo esquematica da sequéncia de pulsos mais empregada para

determinacéo dos tempos de relaxacao longitudinal.

Na Figura 6, sd0 mostrados 16 espectros de 3!P adquiridos variando o valor de 1. A
amostra é uma mistura de quatro moléculas, e é possivel observar pelos perfis dos espectros
que cada molécula apresenta um valor de t1. Por exemplo, a molécula sofosbuvir possui o

menor valor, aproximadamente 0,7 s, enquanto o produto de degradacdo 1 apresenta tl de
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aproximadamente 5,5 s. Portanto, ao lidar com uma mistura de varias moléculas, € necessario
utilizar o maior valor de t1 obtido para assegurar que 99,99% da populagéo de spins retorne ao

estado de equilibrio.
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Figura 6. Espectros de RMN de 3!P (400 MHz, 25 °C, DMSO), a sequéncia de pulso usada
para medir o Ty foi a de invers&o e recuperacéo tlrpg (nomenclatura Bruker) para a amostra de
sofosbuvir degradada em meio acido. A sigla PDP significa produto de degradagdo contendo

fésforo.

Neste contexto, a medicdo quantitativa absoluta por RMN de alta resolu¢do é uma
técnica importante que, além de identificar qualitativamente os produtos de degradacdo

formados, é Util para a realizacdo do balan¢o de massas desses produtos.

1.2.2 Espectroscopia ordenada por difusdo (DOSY)

A Espectroscopia Ordenada por Difusdo (DOSY) é uma técnica importante de RMN
para analise de misturas. Através dos experimentos de DOSY é possivel obter os coeficientes
de difusédo para cada sinal individual de um espectro, permitindo distinguir sinais de compostos
diferentes com base em seus comportamentos de difusdo. Comparada a outras técnicas, como
HPLC, a grande vantagem dos experimentos de DOSY € que ndo requer a separacao fisica das
substancias, permitindo a analise de misturas intactas. Embora duas moléculas possam estar
sobrepostas no cromatograma, elas podem ser distinguidas no DOSY devido aos diferentes
coeficientes de difusdo. No entanto, essa afirmacéo é valida apenas para moléculas cujos sinais

nédo estdo sobrepostos no espectro.

O resultado desse experimento é apresentado como um espectro bidimensional (2D),
onde os sinais sdo dispersos horizontalmente de acordo com seu deslocamento quimico e

acoplamento escalar, e verticalmente de acordo com seus coeficientes de difusdo. A Figura 7
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ilustra um exemplo de espectro de DOSY 2D, onde os sinais de RMN séo agrupados em dois
conjuntos distintos com base em seus coeficientes de difusdo, cada conjunto indicando a

presenca de um componente diferente na mistura.

0
1
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R I € ean e U L . I ------------------------------- Cetaconazol
3
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Figura 7. Espectro de DOSY de H da amostra azitromicina (verde) contaminada com

cetaconazol (vermelho), em DMSO-ds adquirido em equipamento de 600 MHz para *H.

O coeficiente de difuséo D, utilizado pelo DOSY para separar 0s componentes de uma
mistura, € uma medida quantitativa de difusdo. Em um sistema sem ordem posicional e
orientacdo de longo alcance, a difusdo refere-se ao movimento aleatério das moléculas,
influenciado pela energia térmica do sistema, pelo tamanho e forma da molécula, e pela
viscosidade da amostra. Para uma particula esférica em um fluido continuo, o coeficiente de
difusdo D é definido pela equacéo de Stokes-Einstein (Equagio 6).17747

_ kT Equacdo 6
6,

onde xg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura do sistema, # é a viscosidade da solucéo
e rs € o raio de uma esfera com propriedades hidrodindmicas equivalentes as das espécies em
difusdo. Portanto, a magnitude do coeficiente de difusdo depende da temperatura e do tamanho
da molécula. Observando a equacao, € possivel estabelecer uma relacdo entre o coeficiente de
difuséo e o tamanho da molécula. Assim, em experimentos realizados sob as mesmas condic¢des
de temperatura e viscosidade do solvente, pequenos valores de coeficientes de difusdo

correspondem a moléculas grandes e vice-versa.
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Obter ou calcular um coeficiente de difusdo para cada sinal individual do espectro nem
sempre é facil. O DOSY é muito sensivel a sobreposicao espectral, e varias solucdes foram
desenvolvidas para evitar ou minimizar esse problema. Essas solug¢des incluem a combinagéo
de DOSY com outras técnicas de RMN,2* a deteccdo de heteronticleos,®8 e a expanséo para
mais dimensdes, como os experimentos de DOSY 3D.878:8%.%0 Qg experimentos de difusio
descritos nesta tese sdo bidimensionais e buscaram minimizar a sobreposi¢do dos sinais dos

espectros de H explorando outros nicleos presentes na mistura analisada, como o 3!P.

1.2.2.1 Medidas de difusdo por RMN

Na literatura, estdo descritas varias sequéncias de pulso utilizadas para medir a difusdo
de moléculas. Independentemente da sequéncia de pulso utilizada, o principio de medicéo é o
mesmo, baseado em gradientes de campo pulsado (PFG, do inglés Pulsed Field Gradient).%

A medida de difusdo por RMN pode ser inicialmente discutida com base nos "ecos de
spin”, uma sequéncia desenvolvida por Erwin Hahn em 1950.%2 A sequéncia de pulso é bastante
simples e é apresentada na Figura 8a, servindo como base para uma série de experimentos mais
complexos na RMN e na Ressonancia Magnética de Imagem (RM1).*3 O comportamento do
vetor magnetizacao resultante, M, € mostrado na Figura 8b e ilustra 0 que acontece em cada

etapa durante o desenvolvimento da sequéncia de pulso Spin-eco.

(a)
Pulso de 90° Pulso de 180°
< T > < T » FID
tempor
® @ z a am |z awy |z v) |Z
M N
! T KDy TE
L=y S S T S
X y X y X «— VY % egd® 4
90°% T 180° 2T

Figura 8. a) Representacdo da sequéncia de pulsos eco de spin. b) Diagramas vetoriais do
experimento de eco de spin (regra da méo esquerda, por isso 0 vetor esta no eixo y), mostrando

o efeito dos pulsos na magnetizagio com o campo n&o homogéneo.*

Na Figura 8b-1, observamos o vetor de magnetiza¢cdo M ao longo do eixo z, paralelo ao

campo magnético Bo. Em seguida um pulso de 90° é aplicado ao longo do eixo X,
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deslocando/rotacionando a magnetizacdo para o plano eixo xy Figura 8b-1I. No momento
imediato do pulso de 90° em x, o sinal detectado é maximo, uma vez que a magnetizacdo ainda
ndo sofreu os efeitos de decaimento de T1 (relaxacdo longitudinal) e/ou T2 (relaxacédo
transversal). Com o tempo, devido a ndo homogeneidade do campo magnético Bo, os spins
nucleares individuais comecam a perder coeréncia e a magnitude da magnetizacédo transversal
diminui (Figura 8b-I11). Apds um certo tempo t, um pulso de 180° ¢ aplicado ao longo do eixo
X, refocando os vetores de magnetizacdo na direcdo negativa do eixo y (Figura 8b-1V e V).
Entretanto, devido a ndo homogeneidade do campo mangético, a magnetizacdo ndo é

completamente refocada, resultando em um sinal com intensidade 1<lo.%49%%

O experimento de eco de spin com pulso de gradiente de campo "Pulsed Field Gradient
Spin-Echo" ou PFGSE), desenvolvido por Stejskal e Tanner em 1965% (Figura 9) também é
derivada do conceito de “eco de spin” de Hahn. No entanto neste caso, 0 campo magnético Bo
é homogéneo, e um outro campo magnético que varia linearmente (um gradiente de campo) é
aplicado para criar a ndo homogeneidade do campo local. Esta sequéncia utiliza dois pulsos
iguais de gradiente de duracdo & (comumente chamado de delta pequeno) sdo inseridos em

ambos os periodos t de uma sequéncia eco de spin.

90° 180°
| - 1
RF
5 5
. Tl Tl
‘ ¢ A >

Figura 9. Representacdo da sequéncia de eco de spin com gradiente. Sendo A é o atraso da
difusdo, 6 é a duragdo e gradiente (G) é a intensidade incrementada do pulso de gradiente

retangular.

Desta forma, o pulso inicial de radiofrequéncia (RF) de 90° cria a magnetizacéo
transversal. Apds excitacdo, é aplicado um gradiente de pulso que codifica difusdo. Este
gradiente perturba a homogeneidade do campo magnético estatico e da a cada spin uma fase
dependente da posigédo, que pode ser refocada por um segundo pulso de gradiente de igual

duracédo e magnitude.

A refocalizacdo completa € possivel somente quando 0 campo magnético a que 0s spins
estdo submetidos € 0 mesmo antes e depois do pulso RF de refocagem. Contudo, 0 movimento
translacional aleatério dos spins ndo pode ser controlado. Os spins se movem livremente em
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direcdes aleatorias. Spins que se difundem ndo experimentam exatamente 0 mesmo campo
magnético durante o segundo pulso de gradiente, resultando em refocalizacdo parcial e perda
de sinal. A quantidade de perda de sinal depende da extensdo da difuséo durante o periodo de

difusédo, A (delta grande) da sequéncia de pulso.

A cada aumento na intensidade do pulso de gradiente de campo, havera uma
refocalizacdo menos efetiva da magnetizacdo, em consequéncia da maior difusdo da espécie,
acarretando um sinal mais atenuado. Em DOSY, uma série de experimentos é obtido, onde a
intensidade do gradiente de campo pulsado é incrementada. Como mostrado na Figura 10, os
espectros resultantes contém sinais cuja a intensidade sdo atenuadas devido ao fato de que
pulsos de gradiente mais fortes levam a atenuacGes mais severas e perda mais acentuada de
sinal. Portanto, um grafico do sinal pela forca do gradiente de campo resulta em um perfil de

decaimento exponencial do sinal (Figura 11)747>9.99,

e I 'IALM_‘,.)\
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Figura 10. Perfil de decaimento dos sinais da mistura contendo azitromicina e cetaconazol.
Foram adquiridos 16 espectros e as intensidades de gradiente foram incrementadas de 2,5 para
49,1 G/cm.

x  Experimental
Experimental

5:0,94 ppm
5:2,21 ppm
Azitromicina

Intensidade

03 F Cetoconazol
: 6,82 ppm

. . . .
0.05 0.1 0.15 0.2
Forga do gradiente de campo/T*m?

Figura 11. Gréafico da Intensidade do Sinal (I) pela Forca do Gradiente de Campo (T2.m), no

qual pode ser observado um perfil de decaimento exponencial.
37



Capitulo 1: Estudo de degradacéo dos Insumo Farmacéuticos Ativos (IFAs) Sofosbuvir e Tenofovir disoproxil fumarato

Logo, a intensidade do sinal de RMN ¢é atenuada em funcdo do tempo de difuséo (A) ¢ da forca
do gradiente, que varia de forma quadréatica ou linear ao longo dos incrementos. A obtencéo do
coeficiente de difusdo é feita aplicando a equacgdo de Stejskal-Tanner (Equacdo 7) sobre os
dados obtidos:%":1%

[ = e v g Equagéo 7

i
B lTlE
- ),252 gz A

onde | representa a amplitude do sinal do eco de spin, lo é a intensidade de sinal na auséncia de

D

difusdo, y ¢ a razao magnetogirica do nicleo em analise, g ¢ a amplitude de gradiente e A’ € o
tempo de difusdo corrigido pelos efeitos da duracdo do pulso de gradiente 5. Vale mencionar

que v ¢ individual de cada ntcleo estudado.

Medidas de difusdo por RMN em amostras em solucdo estdo sob risco quando o
movimento dos spins das amostras é ditado ndo apenas pelo movimento Browniano aleatorio,
mas também pelo movimento coerente causado pela presenca de gradientes de temperatura
através da amostra. Esse movimento coerente é conhecido como conveccdo e geralmente
conduz a distorcOes de fase e/ou perda de sinal, além de distor¢des na linha de base. Essas
distor¢des na linha de base e/ou alargamento do sinal podem surgir devido a presenca de
corrente residual (Eddy current), que gera gradiente residual.

Ataxa de convec¢do depende de varios parametros experimentais, tais como o tamanho
e formato da amostra, as propriedades do liquido na amostra, caracteristicas da sonda e controle
de temperatura na sonda. A conveccao pode ser minimizada alterando-se a prépria amostra (por
exemplo, solvente, altura da amostra, material do tubo de RMN) ou utilizando sequéncias de
pulso projetadas apropriadamente. Uma fonte tipica de conveccdo é o aquecimento causado
pela aplicacdo dos pulsos de RF. Por exemplo, o0 acoplamento de um ndcleo requer a aplicacdo
continua de um campo forte de RF durante a aquisi¢cdo do ncleo detectado. Esse campo forte
de RF dissipa poténcia na amostra, levando ao seu aquecimento e a formacdo de gradientes de
temperatura ao longo do tubo.

Para minimizar tais efeitos, diversas sequéncias foram desenvolvidas: Pulsed Field
Gradient STimulated Echo (PFGSTE),%192 Bipolar Pulse Pair STimulated Echo (BPPSTE),1%
Convection Compensated Double Stimulated Echo, Oneshot,'® dentre outras. Para esse
trabalho utilizamos a sequéncia de pulso ledbpgp2s'® (nomenclatura Bruker) (Figura 12), que
utiliza pulsos de gradientes consecutivos em fase oposta, que atua reduzindo os erros de Eddy

current e refocalizando o sinal do deutério, minimizando as perturbag¢des no sinal do lock.
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Figura 12. Esquema da sequéncia de pulso ledbpgp2s.

Hé& inimeras aplicacGes para os experimentos de difusdo por RMN, e para este trabalho
destacam-se aquelas utilizadas para monitorar os produtos formados da interacdo dos IFAs com
os excipientes de formulaces farmacéuticas. No presente estudo, foi demonstrado que, através
do experimento de DOSY, foi possivel rastrear as misturas no medicamento. 1% Com base nos
diferentes coeficientes de difusdo das moléculas, 0 mesmo experimento foi aplicado para
identificar falsificacdes em farmacos Trefi et al. (2009) conseguiram distinguir falsificacdes e
imitacBes das formulacdes corretas de Viagra (Sildenafil).1%” O trabalho de Barbosa et al. (2017)
realizou o monitoramento dos produtos de degradacdo do farmaco voriconazol em condi¢oes
de estresse &cido, alcalino e de temperatura, sem a prévia separagdo, utilizando o DOSY de 'H

e °F com principal técnica para identificacdo dos produtos de degradacio formados.*®

O trabalho publicado por Kapur, Cabrita e Berger (2000) utilizou DOSY 3!P e 'H para
obter informagfes sobre interacfes e afinidades de diferentes moléculas (trimetilfosfato,
dibutilfosfito, 6xido de trifenilfosfina e 6xido de trietilfosfina) na auséncia e na presenca de
trietanolamina. Observou-se uma reducdo no coeficiente de difusdo do éxido de trifenilfosfina
na presenca de trietanolamina, indicando uma forte interacdo entre essas moléculas. Portanto,

0 DOSY 3!P mostrou-se sensivel para detectar interagdes ocorridas no meio..1%

Apesar dos inumeros trabalhos publicados utilizando a técnica de DOSY, ndo ha
trabalhos que utilizam DOSY 3P para o monitoramento de produtos de degradagéo. O 3P é
altamente sensivel e possui uma ampla janela espectral que minimiza problemas de
sobreposicdo de sinais. No entanto, deve-se considerar que os pardmetros obtidos no *H DOSY
podem ndo ser adequados para nicleos como o 3!P, que possui uma menor razo magnetogirica
(7). A y do *H é igual a 26,7522128 x107 rad/(sT) e do *!P é 10,8394 x107 rad/(sT). Isso ocorre
porque as forcas de gradiente efetivas totais empregados também dependem de y. Conforme

observado na equacao de Stejskal-Tanner (Equacédo 7), o grau de atenuacéo da intensidade de
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ressonancia serd reduzido a medida que y diminui. Esse fato pode ser observado na Figura 13,
onde sdo demonstrados os perfis de decaimento dos nicleos *H, °F, 3P e 3C. Uma menor

atenuacao significa que serdo necessarios tempos de difusdo maiores e/ou durac¢des de pulso de

gradiente mais longas..”
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Figura 13. Perfis de decaimento da intensidade dos sinais calculados para diferentes nucleos.
Figura adaptada.*®

Diante da perspectiva de aplicacdo da técnica de DOSY para 0 monitoramento dos
produtos de degradacéo, o objetivo deste capitulo foi avaliar o *H DOSY e, principalmente, o

3P DOSY como técnicas principais para a analise da mistura obtida na degradacio acida e

basica.
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1.3 Objetivo Geral
Utilizar métodos baseados em RMN de 3!P, como DOSY e *H-*P HMBC, como uma
alternativa para estudar a degradacéo forcada em condicdes acida e basica dos IFAs Sofosbuvir

e Tenofovir Disoproxil Fumarato, no contexto de analise de misturas, considerando que, para

essas analises, ndo sera realizada a separacdo fisica dos IFAs e dos produtos de degradacao.

1.4 Objetivos Especifico

e Separar os produtos de degradacdo com os experimentos de difusio DOSY de 'H e
DOSY de 3!P;

e Monitorar os produtos de degradagdo com experimentos quantitativos de 3!P;

e Elucidar as estruturas dos analitos com experimento bidimensional *H-3'P HMBC e
propor mecanismo de degradacédo dos farmacos;

e Realizar o balanco de massas dos produtos de degradacao.

1.5 Metodologia Experimental

Estudo de degradacéo dos farmacos Sofosbuvir e Tenofovir disoproxil fumarato

Foram realizadas as atribuicBes espectrais completas dos espectros de *H, *C e 3!P do
sofobuvir e do tenofovir disoproxil fumarato (Figura 3a e 3b) utilizando experimentos de RMN
1D e 2D, antes dos testes de degradagio (Anexos 1-13). As atribuicdes dos sinais de *H e 13C
estdo de acordo com os dados reportados na literatura.l%%% Também ¢é reportado o
assinalamento das constantes de acoplamento (J) dos hidrogénios H-6 e H-14 das metilas (ver
Anexo 2), determinados com a aplicacdo das funcdes de transformacdo de Lorentz-Gauss

(Anexo 2), ndo relatadas em artigos anteriores.

Assinalamento dos sinais dos espectros de RMN de 'H e 3C da molécula Sofosbuvir
(Figura 3a)

RMN de H (400 MHz, DMSO): § (ppm) 11,51 (1H, s, NH21); 7,58 (1H, d, 3Jn1srie= 7,94 Hz
, H18): 7,38 (2H, m, H24 e H28); 7,22 (2H, m, H25 e H27); 7,18 (1H,td, H26) 5,55 (1H, d,
3Jh1sH10= 8,1Hz, H19); 6,07 (1H, d, 3Jnier15= 23,00 Hz, H16); 6,03 (1H,d, 3Jn7ms= 2,71 Hz
NH7); 5,86 (1H, d , 3Ju12n11= 6,71 Hz; OH12); 5,55 (1H, d, 2Jn1or1s =8,10Hz , H19); 4,86 (1H,
sept, 3Ju2ra= 6,26Hz, H2); 4,39 (2H, m, H9); 4,03 (1H, m, H10); 3,81 (1H, qd , 3Jusme= 7,07
Hz, 3JnsH7= 2,94 Hz , H5); 3,90 (1H, qd, 3Jm11m12= 6,79 Hz); 1,28 (6H, d, 3Jn14r1s= 22,60Hz,
H14);1,24 (3H,dd, *Jnen7=0,98 Hz, 3Jnens=7,12 Hz, H6); 1,15 (6H, d, 3Jn1n23=6,26Hz Hz, H1
e H3),RMN de 3 C{!H} (100,62 MHz ): § (ppm) 173,0 (1C, s, C4); 163.2 (1C,s, C20); 151,1
(1C, d, 2Jcosps =4,2 Hz, C23); 150,9 (1C,s,C22); 139,8 (1C, s, C18);130,1 (2C, s, C24 e C28);
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125 (1H, s, C26); 120,05 (2C, s, C25 e C27); 102,7 (1C,s, C19); 101,6 (1C, d, *Jcizris= 180,9
Hz, C13); 89,1 (1C, s, C16); 79,9 (1C, s, C10); 72 (1C, d, 2Jciris =15,0 Hz, C11); 68,4 (1C,
s, C2); 65,1 (1C, s, C9); 50,2 (1C, s, C5); 21,8 (2C, s, C1 e C3); 20,2 (1C, d, *Jcers= 6,3 Hz,
C6); 17,1 (1C, d, 2Jc14r15 =25,26 Hz, C14) RMN e de 2D H{*'P}-HMBC (400 MHz, DMSO):
o (ppm) 3,71 (8P, s) .

Assinalamento dos sinais dos espectros de RMN de 'H e '3C da molécula Tenofovir

disoproxil fumarato (Figura 3b)

RMN de 'H (400 MHz, DMSO): & (ppm) 8,14 (1H, s, H19); 8,03 (1H, s, H16);7,21 (2H, s,
NH21); 6,63 (2H, s, H2” e H3"); 5,54 (4H, m, H5 ¢ H7); 4,82 (2H, sept, *Juson1.2.10,11= 6,34Hz,
H3 e HI); 4,21 (2H, dd, , 2Jnsris = 4,09 3Jmisnis= 14,41, H15); 3,97 (3H, sobreposicao,
H12,H13); 1,24 (12H, d, 3Jm121011139= 6,25Hz, 1,07 (3H, d, 3Jn14n13= 6,24Hz, H14), RMN de
13 C{™H} (100,62 MHz ): & (ppm) 165,9 (2C, s, C1’ e C4’); 155,8 (1C, s, C17); 152,5 (2C, s,
C19); 152,3 (1C, s, C4 e C8); 149,7 (1C, s, C18); 141,2 (1C, s, C16); 133,9 (2C, s, C2’ ¢ C3’);
118,3 (1C, s, C20); 84,2 (2C, d, *Jcs;7p6= 5,98Hz, C5 e C7); 75,9 (1C, d, *Jc13re=12,21Hz, C13);
72,8 (2C, s, C3 e C9); 62,8 (1C, d, Jcizes = 164,6 Hz, C12); 46,5 (1C, s, C15); 21,2 (4C,s,
C1,C2,C10 e C11); 16,6 (1C,s, C14) e de 2D H{*P}-HMBC (400 MHz, DMSO):é (ppm)
21,56 (6P, s).

Condicbes de degradacdo dos IFAs

Os padrdes de sofosbuvir (SFBV) e tenofovir disoproxil fumarate (TNFV) foram
cedidos pela industria farmacéutica para os testes de degradacdo. Ambos o0s testes de estresse
acido e alcalino foram realizados em DMSO. Para a degradacdo &cida foi usado o acido
cloridrico deuterado (DCI) e para a degradacdo basica, hidroxido de sodio deuterado (NaOD),

ambos obtidos comercialmente.

Foram preparadas duas solucGes estoque em um baldo volumétrico de 0,005 L, para o

SFBV foi usada a concentragio de 56 mmol. L™ e para o TNFV a concentracio foi de 20
mmol.L?. Na literatura, ndo ha consenso em relacdo a concentracdo de acido e base a ser
utilizada nos estudos de degradacdo.!!* De acordo com o guia RDC 53/15, ¢ exigido que ocorra
a degradacéo de ao menos 0,1% do farmaco e que o método seja seletivo na identificacdo dos
produtos formados. Nesse trabalho as proporgdes de SFBV e DCI foi de 1:10 (0,056 mol.L™:
0,5 mol.L}), 1:20 (0,056 mol.L: 1,0 mol.L ) e 1:30 (0,056 mol.L™%: 1,5 mol.L™Y) e para o
TNFV 1:10 (0,02 mol.L%: 0,2 mol.LY) , 1:25 (0,02 mol.Lt: 0,5 mol.L™?) e 1:50 (0,02 mol.L™:
1,0 mol.L1). Ja para o estresse basico foram usadas as proporgdes 1:1 (0,056 mol.L*: 0,05
mol.L1),1:2 (0,056 mol.L: 0,1 mol.L ) e 1:4 (0,056 mol.L™: 0,2 mol.L ) para o SFBV e para
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o TNFV 1:2 (0,02 mol.L™%: 0,04 mol.L™?),1:5 (0,02 mol.L: 0,1 mol.L™?) e 1:10 (0,02 mol.L™:
0,2 mol.L'Y). O volume utilizado foi de 0,5 mL da solugdo, e as reagdes foram realizadas

diretamente no tubo de RMN de 5 mm.

Os experimentos foram realizados no espectrometro Bruker AVANCE 111 de 9,4 T (400
MHz para *H) e equipado com uma sonda BBFO de 10 mm. Para obter espectros quantitativos
de 3P, foram realizados experimentos usando a sequéncia de pulso de inversio e recuperacio
tlirpg (nomenclatura adaptada da Bruker). Nesta sequéncia, uma série de !P foi adquirido
variando os valores de t1. Ao final, foi gerado um grafico que relaciona a intensidade ou area
de cada espectro com variacdo de t1, determinando-se assim o tempo de relaxacao longitudinal
(T1) de cada sinal individual. Para cada condi¢do acida e basica, os valores de T1 foram
determinados, sendo que para cada condicdo de degradacéo foi utilizado um tempo de relaxagéo
(d1) resumido na Tabela 2, representando cinco vezes o tempo de relaxacdo longitudinal (T1)

mais longo medido para a amostra de interesse.

Tabela 2.Condicdes degradacdo utilizadas e os respectivos tempos de relaxacdo aplicados nos

experimentos de RMN.

IFAs Condigoes de degradacéo d1 (Tempo de relaxago) (s)
SFBV DCI 12
TNFV DCI 12
SFBV NaOD 5
TNFV NaOD 7

Para as analises de DOSY de 'H e 3P, os experimentos foram realizados no
espectrometro Bruker AVANCE 11l de 9,4 T (400 MHz para *H) equipado com uma sonda BBI
de 5 mm. Todos os experimentos foram adquiridos a temperatura de 25 °C.

Condicdes de aquisicdo dos experimentos de difuséo de 'H e 3!P

Os dados de difusio de H foram adquiridos utilizando a sequéncia de pulsos
ledbpgppr2s (nomenclatura adaptada da Bruker), com supressdo do sinal da d&gua nos ensaios
de estresse, bem como um filtro temporal de correntes anelares longitudinais (led, longitudinal
eddy current) de 5 ms, para minimizar/eliminar distor¢Ges do espectro causadas pela aplicacao
de gradientes de campo intensos. Os experimentos de difusédo foram realizados utilizando um
tubo de RMN padrdo de 5 mm. Para cada estudo de estresse foram determinados os melhores
parametros de aquisicdo, para minimizar efeitos de convecgdo e observar a separacdo dos
produtos de degradacdo formados. Nos experimentos variou-se a duragdo do pulso de gradiente
(0) 1,6 ms, tempo de difusdo (A) 100 ms e 16 amplitudes de gradientes, que variaram
quadraticamente de 1,8 a 35,7 G cm™. Experimentos de DOSY de 3'P foram adquiridos usando
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a sequéncia ledbpgp2s 3P (nomenclatura adaptada da Bruker), utilizando os mesmos
parametros do espectro de DOSY de *H precisamente descritos, exceto na duracio do pulso de
gradiente (8) de 2,5 ms, tempo de difusdo (A) 150 ms. Os experimentos foram realizados a
temperatura de 25 °C. O processamento dos espectros de difusdo de *H e 3'P foram realizados

usando o programa DOSY Toolbox. 12 %

1.6 Resultados e Discusséo

Antes da realizacdo dos estudos experimentais de degradacdo nas condi¢cfes acida e
béasica dos farmacos SFBV e TFNV, foi realizado um estudo teorico para identificar os grupos
funcionais mais suscetiveis a degradacdo nas condicGes analisadas. Esse estudo teorico foi
conduzido com base em conhecimentos de quimica organica sintética, compreensao de rotas de
degradacdo e uma extensa revisao bibliografica relacionada a estudos de degradacéo

previamente realizados dos IFAs estudados.

No trabalho publicado por Swain et al (2016)* foram identificados cinco produtos de
degradacdo acida e basica do SBFV por LC-ESI-MS/MS. Os produtos caracterizados estdo
descritos no Esquema 2. Os produtos I e 11 sdo formados durante a degradacédo acida; o produto
| € gerado pela perda dos grupos aminopropanoato e do anel aromatico, enquanto o produto Il
resulta apenas da perda do grupo aminopropanoato. Na degradacdo béasica, os produtos Il e IV
sdo formados pela perda do anel aromaético, sendo que no produto IV ocorre a hidrélise do éster
e a liberacdo do isopropanol. Por fim, o produto de degradacdo V ¢é formado exclusivamente

pela liberagio do isopropanol. 1113
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Esquema 2. Produtos de degradacédo acida e basica da molécula Sofosbuvir. As condicdes de
degradacéo foram 0,1 mol.L de HCl e 0,1 mol.L* de NaOH ambos os estudos foram realizados
na temperatura de 60 °C
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Para a molécula TNFV Anandgaonkar et al (2015)!* realizaram um estudo por LC-MS/MS
e experimentos bidimensionais de RMN em condicdo basica, identificando dois produtos de
degradacéo, detalhados no Esquema 3. Na literatura ndo ha relatos da degradacdo acida da
molécula TFNV. 114
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Esquema 3. Produto de degradagdo basica da molécula TFNV. Para o estudo utilizou 0,1 M de
NaOH.

Em ambos os estudos de degradacdo do SFBV e TNFV relatados, foi utilizada a técnica
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. No caso do TNFV, foram
necessarios experimentos bidimensionais de RMN para a identificacdo dos produtos de
degradacdo. Assim, em ambos os casos, foi imprescindivel realizar a separacdo fisica dos
produtos de degradacdo para posterior identificacdo, o que exigiu do analista experiéncia no
desenvolvimento de métodos cromatograficos e compreensdo para a interpretacdo dos
resultados obtidos por espectrometria de massas. Portanto, € relevante explorar a técnica de
RMN, que permite identificar e elucidar os produtos de degradacdo sem a necessidade de
separacdo fisica. Vale mencionar que as condi¢des de degradacdo empregadas nesses estudos
diferem das condic@es utilizadas nesta tese; no entanto, os produtos de degradacao descritos na

literatura foram utilizados como referéncia para os produtos encontrados neste trabalho.

1.6.1 Degradacdo em meio acido

As degradacdes em meio &cido dos IFAs foram realizadas em DMSO-ds. Foram
adquiridos experimentos de DOSY *H das amostras parcialmente degradada com o objetivo de
obter informacOes sobre os produtos de degradacdo formados. Experimentos de difusdo sdo
uma ferramenta Gtil que pode facilitar a analise de componentes minoritarios em misturas com
uma ampla gama de concentragdes. No entanto, no espectro de DOSY H (Figura 14) obtido na
degradacéo acida do SFBV, ¢ possivel notar uma sobreposicédo significativa de sinais na area
do espectro entre e 0,9-1,4 ppm e 3,4-4,3 ppm (regides destacadas em cinza na Figura 14). O
unico produto degradacao claramente observavel é o sinal em 6,5 ppm e 7,2 ppm, que apresenta

um coeficiente de difusido de aproximadamente 3,8 x 10%° m?st. Esse valor tdo alto de
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coeficiente de difusdo indica uma molécula com raio hidrodindmico pequeno. Observando a
estrutura da molécula inicial e o deslocamento quimico do produto de degradacédo, concluimos

que se trata do fenol.
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Figura 14. Mapa de difusdo por RMN DOSY *H da amostra de SFBV parcialmente degradada
em condi¢do &cida. A analise foi realizada ap6s 128 horas do inicio da reacdo. A concentracao
usada foi de 1,5 mol.L de DCI. O DOSY de H foi adquirido com um pulso de gradiente de
codificacdo de duracédo de 2,0 ms (8) € um tempo de difusdo de 70 ms (A), em um tubo de RMN

de 5 mm.

A sobreposicdo dos sinais resulta em coeficientes de difusdo intermediarios, ajustados
entre os coeficientes de difusdo das moléculas responsaveis pelos sinais sobrepostos. No DOSY
de 1H, essas sobreposi¢oes ocorrem devido a estreita janela espectral do H e ao desdobramento

dos sinais devido aos acoplamentos escalares.

Para minimizar esse efeito, exploramos experimentos de difusdo com o ndcleo 3P, que
possui uma ampla janela espectral, alta sensibilidade, alta abundancia natural e a possibilidade
de obtencdo de sinais desacoplados, especialmente na degradacdo acida do sofosbuvir.
Experimentos de DOSY de 3!P para o estudo de degradacdo de farmacos sdo inéditos, embora

ja tenham sido realizados em estudos envolvendo complexos inorgéanicos e copolimeros.
115,116,117 ,118

Os experimentos de DOSY 3P foram adquiridos ap6s 128 horas de degradacio para a
molécula do SFBV. Na Figura 15, € possivel observar trés coeficientes de difusdo além da
molécula de partida. Dois produtos de degradacdo apresentam coeficientes de difusdo muito
préximos aos da molécula de partida, levando-nos a conclusdo de que possuem 0 raio

hidrodinamico muito semelhante ao do SFBV, indicando uma estrutura similar.
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Figura 15. Mapa de difusdo por RMN DOSY 3P do SFBV parcialmente degradada em
condicdo acida. A andlise foi realizada apds 128 horas de inicio da reacdo. A concentracao
usada foi de 1,5 mol.L de DCI. O experimento de DOSY 3P foi adquirido com um pulso de
gradiente de codificacdo de duracdo de 3,8 ms (8) e um tempo de difusdo de 120 ms (A), em

um tubo de RMN de 5 mm. A sigla PDP significa produto de degradagédo contendo fésforo.

Visando identificar o sitio reacional envolvido na degradacéo, realizamos experimentos
de H-*'P-HMBC, na sequéncia dos experimentos de DOSY 3!P. Na Figura 16, é possivel
verificar que o produto de degradacdo com deslocamento quimico -1,13 ppm (vermelho)
correlaciona-se apenas com o H-5’. Ja o sinal em -1,99 ppm (azul) correlaciona-se com os H-
9’ ¢ H-10’ ligado ao éter ciclico, indicando a saida do grupo fenol e do aminopropanoato. O
produto em -7,20 ppm (verde) correlaciona-se com o hidrogénio aromético e com os H-9’ ¢ H-

10’ do éter ciclico. A esquerda, sdo apresentadas as estruturas dos produtos de degradacéo.
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Figura 16. Mapa de contorno do espectro de 2D-H-3P-HMBC da degradacéo cida do SFBV

em DMSO.
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Com base nos produtos de degradacdo formados, foi possivel propor 0 mecanismo de
degradacéo acida apresentado no Esquema 4. Ressalta-se que 0s grupos de saida responsaveis
pela formacdo dos produtos de degradacdo observados no experimento DOSY de 3P foram
identificados por meio de experimentos convencionais de RMN de 'H e experimentos
bidimensionais. Na Figura 17, observa-se o conjunto de espectros de RMN de *H, onde é

possivel acompanhar a formacao dos principais produtos de degradacao ao longo do tempo
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Figura 17. RMN de 'H (400 MHz, 25 °C, DMSO). Acompanhamento da reacdo por 24 horas
da degradacdo &cida do Sofosbuvir na concentragdo de 1,5 mol.L de DCI, as regides

expandidas destacam-se pela formacédo dos produtos de degradacdo com o tempo.

Para melhor visualizagdo, a Figura 18 apresenta a expansdo, bem como os
assinalamentos e as moléculas majoritarias formadas na degradacdo acida. As moléculas
identificadas podem ser correlacionadas diretamente com os produtos de degradagéo PD1, PD2
e PD3 descritos na Figura 16, uma vez que as moléculas observadas no espectro de 'H
correspondem aos grupos de saida envolvidos na formacéo das respectivas moléculas contendo
fosforo. Para a atribuicdo inequivoca das moléculas (1V) e (V) (Figura 18), foi realizado o
experimento *H-'*N HMBC. Na Figura 19, observa-se que os dois dupletos em 1,44 ppm,

atribuidos aos H-6' e H-6", correlacionam-se com os N-7' e N-7", respectivamente.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H (400 MHz, 25 °C, DMSO) com expans&o e atribuicio dos
produtos de degradacdo da molécula sofosbuvir na degradacao cida, adquirido depois de 24

horas. Os sinais destacados com um asterisco séo sinais em que a sobreposi¢do dos sinais dos

produtos de degradacdo com a molécula de partida.
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Figura 19. Mapa de contorno *H-®N HMBC (600 MHz, 25 °C, DMSO) da reacdo de

degradacéo acida do sofosbuvir.

No mecanismo de degradacdo acida do sofosbuvir (Esquema 4), ocorre a protonacéo do
oxigénio do grupo fosforila (P=0), o que diminui sua densidade eletronica e torna o atomo de
fosforo mais eletrofilico, aumentando sua suscetibilidade ao ataque nucleofilico da agua por
meio de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2). A entrada da agua gera um intermediario
pentacovalente, no qual o fésforo se liga temporariamente a cinco atomos (trés oxigénios, um
nitrogénio e a molécula de agua incorporada), resultando na formacdo do intermediario B
(Esquema 4). Este intermediario € instavel e, nesta etapa, ocorre uma reacdo intramolecular em
que o oxigénio do grupo fenol retira um proton da molécula de agua protonada, levando a

clivagem e a saida do fenol.

A reacdo pode entdo prosseguir com 0 mesmo mecanismo, resultando na clivagem do
grupo aminopropanoato e na formagdo do produto de degradacdo PD2. Alternativamente, o
intermediario B pode seguir apenas com a clivagem do grupo aminopropanoato, por meio da
captura intramolecular do hidrogénio da agua protonada pelo nitrogénio, gerando o produto de
degradacdo PD3. Para a formacdo do produto de degradacdo PD1, 0s processos podem ser
repetidos; no entanto, no intermediério D, além da clivagem do fenol, pode ocorrer a clivagem
do anel de cinco membros (ribose) e a saida do isopropanol proveniente do grupo éster do

aminopropanoato.

No Esquema 5, & apresentado um mecanismo alternativo de clivagem dos grupos

isopropanol e L-alanina a partir do aminopropanoato livre.
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Esquema 5. Mecanismo de formagéo do isopropanol, produto de degradacgéo Il e a L-alanina, produto de degradacéo IV a partir do aminopropanoato.
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Com o objetivo de obter informacdes experimentais que comprovem 0 mecanismo
proposto no Esquema 4, realizamos um estudo cinético. Para os experimentos, utilizamos trés
concentragdes de DCI (0,5 mol.L%, 1,0 mol.L™? e 1,5 mol.L). O progresso da reacgdo foi
monitorado utilizando a RMN de 3!P. Optamos por usar a sequéncia zgig e estimar o tempo de
relaxacdo utilizando a sequéncia tliprg. Na Figura 20, é possivel observar a formacao dos sinais
referentes aos produtos de degradacdo ao longo do tempo, bem como notar variagbes no

deslocamento quimico em diferentes concentracdes de DCI.
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Figura 20. Espectro de RMN de 3!P (400 MHz, 25 °C, DMSO) com expans&o e atribuicio dos
produtos de degradacdo da molécula sofosbuvir na degradacdo &cida, fixamos a concentracdo
de SFBV em 0,056 mol.L* a) Concentracdo de 0,5 mol.L™* de DCI b) 1,0 mol.L de DCI ¢)
1,5 mol.L™* mol de DCI.

A partir da intensidade absoluta, foi possivel determinar a massa formada de cada
produto de degradacdo ao longo do tempo. Surgiram duas questdes ao propor 0 mecanismo de
degradacéo: se as reacgoes de formacdo dos produtos de degradacdo ocorriam de forma paralela
ou subsequente. Por exemplo, a partir do PDP1 poderiam ser formados os produtos de
degradacdo PDP2 e PDP3. Foram gerados os graficos (Figura 21a-21c) € apresentado a variagdo
da concentracdo dos produtos de degradacdo em funcdo do tempo.
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Figura 21. Perfil de formac&o dos produtos de degradacdo. a) O gréafico representa a formacéo
do PDP1 no espectro de 3P em funcio do tempo.b) O grafico representa a formagdo do PDP2
no espectro de 3P em func&o do tempo. ¢) O gréfico representa a formacao do PDP3 no espectro

de *!P em funcio do tempo.

Na Figura 21a, é possivel notar a variacdo na formacdo do PDP1 ao longo do tempo.
Apesar da taxa de variacdo ser pequena em comparagdo com PDP2 e PDP3, a concentracgdo de
PDP1 € quase o dobro da de PDP2 e um terco da de PDP3. No gréafico das Figuras 21b e c,
observa-se um aumento na intensidade de ambos os sinais ao longo do tempo. Portanto, foi
possivel demonstrar que a reacdo de formacao dos produtos de degradacdo PDP2 e PDP3 ocorre
de forma paralela e ndo subsequente, como apresentado na literatura .** Vale ressaltar que, para

obter as constantes, os graficos foram ajustados conforme uma reagéo de ordem zero.

Na Figura 22, é possivel observar um aumento na taxa de variagdo da concentracdo de
DCI, o que é esperado ao aumentar a concentracdo de acido no meio. Também € possivel
verificar que a taxa de formacdo do PDP3 é maior, o que também ¢é esperado, ja que para a

formacdo do PDP3 ocorre a saida de apenas um grupo da molécula inicial.
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Figura 22. Grafico da variacdo da concentracdo de [DCI] versus os valores de Kobs para uma
reacao de degradacgéo de ordem zero.

Os mesmos experimentos de difusdo foram realizados para a degradacdo &cida do
TNFV. Na Figura 23, é possivel observar o coeficiente de difusdo do fumarato pertencente a
molécula de partida, além de dois produtos de degradagdo. Um desses produtos apresenta um
coeficiente de difusdo muito préximo ao da molécula de partida, enquanto o outro possui um

coeficiente de difusdo aproximadamente duas vezes maior, em torno de 3,3 x1071% m?s™.
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Figura 23. Mapa de difusdo por RMN DOSY H da amostra de TNFV parcialmente degradada
em condicdo &cida. A andlise foi realizada ap6s 128 horas de inicio da rea¢do. A concentracao
usada foi de 1,0 mol.L* DCI. O DOSY !H foi adquirido com um pulso de gradiente de

codificagdo de duragdo de 1,8 ms (6) e um tempo de difusdo de 100 ms (A), em um tubo de
RMN de 5 mm.
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Para esclarecer os resultados obtidos no DOSY H e observar a molécula com
coeficiente de difusio proximo ao da molécula de partida, realizamos também o DOSY 3!P. Na
Figura 24, é possivel observar dois coeficientes de difusdo além da molécula de partida.
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Figura 24. Mapa de difusdo por RMN DOSY *!P da amostra de TNFV parcialmente degradada
em condicdo &cida. A andlise foi realizada ap6s 128 horas de inicio da reacdo. A concentracao
usada foi de 0,2 mol.L DCI. O DOSY 3!P foi adquirido com um pulso de gradiente de
codificagdao de duragdo de 3.6 ms (8) ¢ um tempo de difusao de 100 ms (A), em um tubo de

RMN de 5 mm. A sigla PDP significa produto de degradagéo contendo fosforo.

Na Figura 25, 0 mapa de contorno (2D-'H-3'P-HMBC) da degradacéo &cida do tenofovir
revela que o sinal em 18,43 ppm se correlaciona com dois sinais em 5,53 e 3,68 ppm. Estes

sinais correspondem aos H-5", H-7" e H-12" adjacentes ao fosforo na estrutura do tenofovir.
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Figura 25. Mapa de contorno do espectro de 2D-*H-3'P-HMBC da degradagdo acida do TNFV
em DMSO.
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Observando os coeficientes de difusdo da molécula de partida e do PDP1 no DOSY 3P,

percebemos que s&0 muito proximos, assim como também observado no DOSY H. Diante
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dessas evidéncias, concluimos que o PDP1 é formado como consequéncia da hidrolise do

isopropanol da molécula TNFV.

O deslocamento quimico em -1,15 ppm ndo se correlaciona com nenhum hidrogénio.
Esse fato nos levou a suspeitar que poderia ser o &cido fosfdrico. Para confirmar essa hipdtese,
realizamos um experimento de 3!P com a adig&o de um capilar contendo &cido fosférico como
referéncia no tubo de RMN com o contetdo reacional (Figura 26). Observamos que o sinal do
produto formado em -1,15 ppm sobrepds-se ao sinal de referéncia. Portanto, confirmamos que
0 &cido fosférico é o PDP2.
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Figura 26. Espectro de RMN de 3P (400 MHz, 25 °C, DMSO) da molécula Tenofovir
parcialmente degradada em meio acido (0,2 mol.L* de DCI).com expansao do sinal da molécula
de referéncia &cido fosférico em 0,0 ppm.

Com base nas evidéncias experimentais dos produtos formados, o Esquema 6 apresenta
0 mecanismo reacional proposto. Inicialmente, ocorre a protonacdo do oxigénio da ligacao
fosforila (P=0), seguida pelo ataque nucleofilico da molécula de dgua ao atomo de fésforo,
resultando na formacgéo de um intermediario pentacovalente. Em seguida, ocorre uma reacéo
intramolecular, na qual o grupo alcoxi desprotona a agua protonada (Estrutura B), levando a
clivagem da ligacéo e a saida do grupo alcoxi (Estrutura C). Esse processo se repete para a saida
do outro grupo idéntico. Na Ultima etapa, para a formacdo do PDP2, ocorre a clivagem e a saida
do grupo que contém os atomos de nitrogénio (Estrutura E).

Para a formacdo do PDP1, ocorre a protonacdo da carbonila do grupo carbonato e, em
seguida, o ataque nucleofilico da &gua (Estrutura F), seguido por uma reacdo intramolecular

(Estrutura G) que resulta na clivagem e na saida do isopropanol.
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Esquema 6. Mecanismo de formacao dos produtos de degradacdo acida da molécula TNFV.
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A Figura 27 confirma as estruturas observadas no mecanismo proposto no Esquema 2.
No Anexo 14 apresenta o aumento na intensidade dos sinais referentes aos produtos de

degradacdo com o tempo.
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Figura 27. Espectro de RMN de *H (400 MHz, 25 °C, DMSO) com expans&o e atribuicio dos
produtos de degradacdo da molécula tenofovir na degradacédo &cida. Os sinais destacados com
um asterisco séo sinais em que a sobreposic¢do dos sinais dos produtos de degradacdo com a

molécula de partida.

E interessante notar, na Figura 28, que o PDP2 é formado imediatamente ap6s a adigéo
do DCI ao contetdo reacional, sem que se observe uma evolugdo na formacdo deste ao longo
do tempo. No entanto, ao analisar o sinal do PDP2 na concentrac¢ao de 0,2 mol.L ™' de DCI, nota-
se uma variacdo no formato e no deslocamento quimico. Possivelmente, com a alta

concentracdo do acido, outras espécies de fosfatos podem estar sendo formadas.
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Figura 28.Espectro de RMN de 3P (400 MHz, 25 °C, DMSO) com expansao e atribuicio dos
produtos de degradacdo da molécula sofosbuvir na degradacdo &cida, fixamos a concentracéo
de TNFV em 0,02 mol.L* a) Concentracio de 0,2 mol.L™ de DCI b) 0,5 mol.L! de DCI ¢) 1,0
mol.L* de DCI.

Na Figura 29, observa-se uma evolucdo na formacgéo do PDP1 ao longo do tempo, bem
como um aumento na concentragdo de PDP1 com o incremento da concentragdo de DCI. O
gréfico confirma o mecanismo proposto no Esquema 2, demonstrando a formacao em paralelo

dos dois produtos de degradacdo, sem a geracdo de produtos secundarios
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Figura 29. Perfil de formacéao dos produtos de degradacdo. O gréfico representa a formagéo do

PDP1 no espectro de *'P em funcéo do tempo.

Na Figura 30, é possivel notar um aumento na taxa de variagdo na concentragéo de DCI, o

que € esperado, uma vez que aumentamos a concentracao de acido no meio.
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Figura 30. Grafico da variacdo da concentracdo de [DCI] versus os valores de Kons para uma

reacao de degradacdo de ordem zero.

E interessante notar que o coeficiente de difusio no DOSY 'H do TNFV e do PDP1 é a
metade do observado no DOSY 3!P. No entanto, seria esperado que 0 experimento com o ncleo
de fosforo apresentasse um coeficiente de difusdo menor, dado que o fésforo possui 0 maior

raio hidrodindmico e, portanto, deveria difundir mais lentamente.

Para ambas as moléculas, pode-se concluir que ndo ocorreram rea¢des secundarias e que
os produtos de degradacdo observados no espectro de *H resultam da hidrélise dos grupos
funcionais das moléculas de partida. Dessa forma, é possivel estabelecer que a porcentagem de
consumo da molécula de partida no espectro de 3'P corresponde a soma das porcentagens dos
produtos de degradacdo, devendo o somatdrio ser igual ou proximo a 100%. Para o calculo, as
areas absolutas de cada sinal do espectro de 3P sdo convertidas em massa, utilizando-se o
espectro de referéncia do Sofosbuvir (sinal em 3,65 ppm), uma vez que essa area relativa
corresponde a 15 mg em massa de SFBV, obtida sem adi¢cdo de acido ou base. A Figura 31
apresenta quatro espectros da degradacdo acida do SFBV, com ampliacdo dos sinais

correspondentes a molécula de partida e aos produtos de degradacao.

Sofosbuvir| A
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Figura 31. Degradacdo acida (1,5 mol.L™? de DCI) do SFBV monitorada por RMN 3P, Sio

apresentados quatro espectros dos tempos zero, 12 horas, 24 horas e 48 horas.
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Para determinar a porcentagem da molécula, utilizamos a area absoluta do espectro da
molécula controle (SFBV puro ou TNFV puro) como referéncia, estabelecendo-a como 100%.
Em seguida, a partir da &rea absoluta do primeiro espectro ap6s a adicdo do &cido,
determinamos o teor do fArmaco na amostra ndo degradada (Ti). Subtraindo esse valor de 100%,
obtivemos a porcentagem do produto de degradacéo presente na amostra nao degradada (PDi).
A diferenca entre a porcentagem do primeiro espectro e o ultimo nos forneceu o teor de IFA
remanescente na amostra apos 48 horas de degradagdo (Tp). Por fim, somando as areas dos
produtos de degradacgéo, determinamos o teor dos produtos de degradacgdo (PDp). Os resultados

estdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3. Balan¢o de massa das moléculas parcialmente degradadas em condicdo &cida, ao

final de 48 horas de degradagéo.

Concentragéo Ti% PDi% To%? PDp%® BMA %° DABM %¢
de degradacao
(mol.L?)

0,5 SFBV 99,66 0,34 95,52 4,13 100 0,34
1,0 SFBV 99,66 0,34 85,01 15,43 100 -0,44
1,5 SFBV 99,66 0,34 72,38 25,08 97,73 2,54
0,2 TNFV 100° 3,3 98,26 1,73 100 0
0,5 TNFV 100° 3,3 84,909 14,07 98,98 1,01
1,0 TNFVf 100°¢ 3,3

Corresponde o quanto do IFA degradou apds 48 horas. "O somatdrio dos produtos de
degradacdo formados apds 48 horas. ‘O balanco de massas absoluto calculado segundo a
equacdo BMA=(Tp+PDp)/(Ti+Ppi). YA deficiéncia absoluta de balanco de massa calculado
subtraindo o valor de BMA por 100. éConsideramos a area absoluta da molécula pura. "Para

essa concentracdo ndo foi possivel estimar o balangco de massas.

Observando a Tabela 3, podemos concluir que a espectroscopia de RMN é uma técnica
analitica que possibilita monitorar com precisdo os produtos de degradacdo e realizar balangos

de massa.

1.6.2 Degradagéo em meio basico

O teste de estresse basico do sofosbuvir também foi realizado em DMSO. No mapa de
contorno de DOSY H (Figura 32a), é claramente visivel a formacdo de um produto de
degradacéo identificado como fenolato. Observando sua estrutura, é plausivel que ocorra a
hidrolise do grupo fenol, o que é corroborado pelo deslocamento quimico e pelo valor do
coeficiente de difusdo, aproximadamente em 3,1x101° m?st. Na ampliagdo (Figura 32b), outros
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produtos com coeficiente de difusdo semelhante ao da molécula de partida também sao

observados.
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Figura 32. a) Mapa de difusdo por RMN DOSY !H da amostra de SFBV parcialmente
degradada em condic&o alcalina. b) Expansdo do mapa de difusdo RMN DOSY *H. A analise
foi realizada apds 128 horas de inicio da reacéo. A concentracgéo usada foi de 0,1 mol.L* NaOD.
O DOSY *H foi adquirido com um pulso de gradiente de codifica¢ido de duracio de 1,8 ms (8)
e um tempo de difusdo de 70 ms (A), em um tubo de RMN de 5 mm.

Para uma melhor compreenséo, também foi realizado o experimento de DOSY *!P da
molécula parcialmente degradada. Na Figura 33, é possivel notar a formacao de varios produtos

de degradacdo com coeficientes de difusdo muito proximos.
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Figura 33. Mapa de difusdo por RMN DOSY 3!P adquirido &pos 128 horas de degradagéo
basica do sofosbuvir a concentracdo usada de NaOD foi de 0,2 mol. L, adquirida com um
pulso de gradiente de codificacdo de duracdo de 3,5 ms (8) e um tempo de difusdo de 80 ms

(A), em um tubo de RMN de 5 mm.
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Com o objetivo de identificar os produtos de degradacdo, realizamos experimentos de
1H-31p HMBC. No entanto, ndo foi possivel obter um mapa de correlacdo claro para a
identificacdo dos produtos de degradagdo. Dessa forma, conduzimos diversos experimentos
sequenciais de *H e 31P para entender como a reacao de degradacdo bésica progride ao longo do
tempo. Para este estudo, variamos a concentracdo de NaOD no meio reacional nas faixas de
0,05 mol.L™, 0,1 mol.L™ ¢ 0,2 mol.L™!, mantendo a concentra¢do de SFBV fixa em 0,056
mol.L'. A Figura 34 apresenta o espectro de *'P, mostrando a evolugdo dos produtos de

degradacéo ao longo do tempo e a ampliacdo da regido entre 3,85 ppm e 3,65 ppm.

Logo apos a adicdo de NaOD ao meio reacional, o primeiro fato observado (Figura 34)
foi a formacédo de uma molécula com deslocamento quimico muito proximo ao do SFBV. Na
menor concentracdo (Figura 34a), nota-se uma proporcdo quase igual entre os sinais da
molécula de partida e do que suspeitamos ser um intermediario. No entanto, nas Figuras 34b e
34c, essa proporcao se inverte. E interessante observar que, assim como o SFBV, a intensidade
do sinal do intermediario diminui ao longo do progresso reacional, conforme evidenciado nos

gréaficos das Figuras 35a-c, indicando também o seu consumo.

d

T T T T 1
38 38 35 30 36

Figura 34. Os espectros de 3'P obtidos durante 48 horas de teste de estresse alcalino mostram,
na ampliacdo, os sinais referentes ao deslocamento quimico do sofosbuvir a 3,79 ppm e do
intermediario a 3,73 ppm, formado logo apds a adicdo da base ao meio. Os espectros
representados nesta figura foram adquiridos a cada 52 minutos; na figura, sdo apresentados
apenas metade do total de 52 espectros obtidos em 48 horas, para melhor visualizagéo. a) 0,05

mol.LL.™' de NaOD; b) 0,1 mol.L™* de NaOD; e ¢) 0,2 mol.L™* de NaOD.
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Figura 35. Perfil de consumo dos sinais 3.79 ppm (SFBV) e 3,73 ppm (Intermediario). O
grafico representa o decaimento da intensidade absoluta dos sinais no espectro de 3P em fungéo

do tempo. Nas concentra¢des de NaOD, 0,05 mol.L?, 0,1 mol.L? e 0,2. mol.L ™,

Nos Anexos 15-17, que apresentam 0s espectros de 3P com as expansdes, observamos
que alguns sinais formados, como os deslocamentos em aproximadamente 6,7 ppm e -5,45 ppm,
variam ndo apenas no formato do sinal, mas também no deslocamento quimico. Ao analisar 0s
espectros de *H (Anexo 18), notamos pouca variacdo no espectro da molécula de partida, exceto
pela formacdo dos sinais correspondentes ao fenolato e ao isopropanol. Essas evidéncias nos
levam a concluir que a degradacgdo alcalina do SFBV resulta na formagdo de intermediarios

contendo fosforo, suficientemente estaveis para serem detectados nos espectros de 31P.

Na busca por evidéncias da formacdo do que acreditamos ser um intermedirio,
correlacionamos a taxa de consumo do sinal em 3,73 ppm no espectro de 3P com a formagao
do fenolato no espectro de *H. Nas Figuras 36a e 36b, foi possivel associar o consumo desse
intermediario com a formacdo de um produto de degradagdo sem a presenca do fenolato. Com
base nessas observac6es, propomos o mecanismo descrito no Esquema 7, que envolve o ataque

nucleofilico da hidroxila ao aomo de fosforo, resultando na clivagem da ligacdo e na
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consequente saida do fenolato. No entanto, é importante destacar que 0 mecanismo proposto €
simplificado, baseado apenas nas observacdes do espectro de 3P, e que a elucidacdo completa

do mecanismo poderia ser obtida através de célculos teoricos.
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Figura 36. Perfil de consumo e formacdo. a. O gréafico representa o decaimento da intensidade
absoluta do intermediario em 3,73 ppm no espectro de 3P em func&o do tempo, para este grafico
a intensidade absoluta foi dividida por dez. b. Intensidade absoluta do sinal do fenolato no
espectro de *H, especificamente do sinal em 6,73 ppm. Para esse experimento a condicdo de
degradacao foi de 0,2 mol.L de NaOD.
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Esquema 7. Mecanismo proposto de formacao dos produtos de degradacao basica da molécula
sofosbuvir.

Para complementar os resultados obtidos por RMN, utilizamos a técnica de
espectroscopia na regido UV para realizar o estudo cinético de degradacdo do IFA. E importante
destacar que os experimentos foram conduzidos em meio aquoso. Sabemos que 0 primeiro
grupo de saida em meio basico é o fenolato, que possui um alto coeficiente de absortividade
molar (¢ > 4000 u.a.) e apresenta duas bandas distintas de absor¢ao (A1 =234 nm e A,=270 nm).
Esta técnica é adequada para anélise de espécies em baixas concentra¢Ges e permite uma ampla

variacdo de parametros, incluindo faixas amplas de variacdo de pH e temperatura.
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Incialmente, realizamos um experimento cinético na regidao UV utilizando um meio
basico em pH 11 (meio tamponado em [HCO3/CO3%] = 0,01 M), no qual submetemos o IFA a
uma concentragéo de 6,67x10° mol.L™. Na Figura 37, é possivel observar o aumento da banda
em 234 nm devido a formagdo de fenolato no meio reacional. A reacdo atinge uma saturacao

na concentracao de fenolato formado em aproximadamente 12 h apos o inicio.
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Figura 37. Espectros de absorbancia da degradacéo alcalina do SFBV.

Em seguida, a partir de uma solucéo padronizada de NaOH (0,1 M), foi preparada uma
solucdo de NaOH com concentracdo de 1,0 x 10 mol.L™ (pH 11), a qual o farmaco foi
submetido utilizando-se a mesma concentracdo empregada na cinética anterior. Sucessivas
aliquotas de uma solucédo de fenolato foram entdo adicionadas ao sistema, demonstrando uma
variacdo semelhante a observada na Figura 37. Esse resultado confirma que o aumento das
bandas em A1 = 234 nm e A> = 270 nm corresponde a presenga do fenolato. Os dados obtidos

estdo apresentados na Figura 38.
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Figura 38. Espectros de absorbancia da degradacéo alcalina do SFBV com a variacéo do pH.
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A partir da solucdo padronizada de NaOH, foram realizadas cinéticas com variacdo de
pH na faixa de 11 a 13, conforme mostrado na Figura 39. Em pH 11, os valores da constante
observada (kobs) foram semelhantes aos obtidos em meio tamponado, como era esperado. Com
0 aumento do pH, observou-se um aumento na velocidade de degradacdo em meio bésico,
indicando que meios com maior concentragdo de ions OH™ sdo mais nucleofilicos. Outra
informacdo relevante esta relacionada ao efeito isotopico observado: a reacdo realizada em
NaOD com D:O foi ligeiramente mais rdpida em pH/pD préximo de 11, mas em valores mais
elevados (pH/pD 13), a velocidade foi praticamente a mesma, com meia-vida (ti/2) de

aproximadamente 3,3 minutos.

3.5x10° 5
3.0x10°

~ 2.5x10°
‘n

-

82.0x10° 4
x |
1.5x10% 4
1.0x10? 4

-4
5.0x10 pH

—e—pD

T T T T T T T T T
11.00 11.25 1150 11.75 12,00 1225 1250 1275 13.00
pH/pD

Figura 39. Gréafico da constante de velocidade observada em funcdo do pH. A linha em preto
corresponde ao meio com agua e a solucdo padronizada de NaOH e a linha em azul o meio com

agua deuterada e NaOD.

Como complemento ao estudo, obtivemos 0s parametros de ativacdo. Fixamos a
concentracdo do IFA em 6,67x10° mol.L! e pH=12, variando a temperatura entre 25 °C, 30
°C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50°C e 55 °C. Utilizando a equacdo de Arrhenius (Equacdo 8-9),
calculamos os parametros associados a barreira energética da reacdo. Aplicando o logaritmo
em ambos os lados da equagdo de Arrhenius, obtivemos uma equacao linear para gerar um
grafico (Equacdo 9). Ao plotar In(k’2) vs L/T (Figura 40), obtemos uma linha com uma
inclinacdo de -Ea/R e uma interse¢do com o eixo y de In(A). Assim, obtivemos os valores da

Ea= 12,64 Kcal.mol™ e o fator pré-exponencial log(A)= 14,27.

= Ae(%% Equacédo 8

Equacédo 9

S| -

Eq
In(k) =in(A) — T
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Figura 40. Grafico de Arrhenius: Constantes de velocidade observada em funcdo da

temperatura para a degradacdo do SFBV em pH=12.

Para determinar o valor de AG* utilizamos a equacdo de Eyring (Equacdo 10),
empregando o valor de k’, de 4.09x10® a uma temperatura de 30 °C. Rearranjando a equag&o
de Eyring, obtemos a Equacéo 11, que pode ser representada graficamente como uma linha reta.
Ao plotar In(k2)/T vs 1/T (Figura 41), a inclinagédo corresponde a -AH#/R.

—AG* 3
k= x (k_3> e Equacdo 10
l k —AH*1 o kg N AS* Equacdo 11
"TTTR T MR TR
AG* = AH* — TAS* Equacdo 12
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Figura 41. Grafico de Eyring: Constantes de velocidade observada em funcao da temperatura

para a degradacdo do SFBV em pH=12.
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Aplicando a equagdo de Eyring, determinamos o valor de AG* = 23,34 kcal.mol™ para
a temperatura de 30 °C (303,15 K) (Equacéo 10). Utilizando a equacdo de Eyring linearizada
(Equacdo 11). e observando a Figura 41, obtivemos AH*=12,02 kcal.mol™. Finalmente,

determinamos AS*= -37,33 cal.mol*.K™ através da equacdo fundamental (Equagéo 10).

Para o IFA Tenofovir também realizamos os experimentos de DOSY *H (Figura 42), onde
observamos a formacdo de um produto de degradacdo com coeficiente de difusdo muito

proximo ao observado na molécula de partida.
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Figura 42. Mapa de difusdo por RMN DOSY 'H da amostra de TNFV parcialmente degradada
em condicdo basica. A analise foi realizada apds 128 horas de inicio da reacdo. A concentracao
usada foi de 0,2 mol.L ™t NaOD. O DOSY !H foi adquirido com um pulso de gradiente de
codificagdo de duracao de 1,6 ms (8) e um tempo de difusdo de 80 ms (A), em um tubo de RMN

de 5 mm.

Para esclarecer os resultados obtidos no DOSY 'H e observar a molécula com
coeficiente de difusdo proximo ao da molécula de partida, realizamos também o DOSY 3!P. Na

Figura 43, é possivel observar um coeficiente de difusdo além da molécula de partida.
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Figura 43. Mapa de difusdo por RMN DOSY 3!P da amostra de TNFV parcialmente degradada
em condigdo bésica. A andlise foi realizada apds 128 horas de inicio da reacdo. A concentracao
usada foi de 0,2 mol.L* NaOD. O DOSY 3P foi adquirido com um pulso de gradiente de
codificagdao de duragdo de 3.6 ms (8) ¢ um tempo de difusao de 100 ms (A), em um tubo de

RMN de 5 mm. A sigla PDP significa produto de degradagéo contendo fosforo.

Na Figura 44, é apresentado o mapa de contorno (2D-'H-3'P-HMBC) referente a
degradacéo basica do tenofovir. No espectro, observam-se correlacbes do PDP1 com dois sinais
em 3,4 ppm e 5,4 ppm, correspondentes aos protons H-5' e H-12', localizados proximos ao
atomo de fosforo. Dessa forma, conclui-se que o PDP1 formado possui dois grupos ligados ao
fésforo: o metil isopropil carbonato e o grupo ciclico. Nao foi considerada a hidrélise do
carbonato com liberacdo de isopropanol, uma vez que este ndo foi detectado no espectro de H.
Contudo, foi identificado um deslocamento quimico que indica a presenca do grupo carbonato
contendo uma hidroxila (Figura 45). Com base nessas evidéncias, propomos 0 mecanismo
ilustrado no Esquema 8, em que, devido ao forte carater nucleofilico da hidroxila (-OH), o
ataque ocorre preferencialmente no atomo de fosforo, resultando na saida subsequente do grupo

carbonato.
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Figura 44. Mapa de contorno do espectro de 2D-'H-3P-HMBC da degradagéo basica do TNFV
em DMSO-ds.
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Figura 45. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, 25 °C, DMSO) com expansdo e atribui¢do dos
produtos de degradacédo da molécula tenofovir na degradacao basica.
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Esquema 8. Mecanismo proposto de formacao dos produtos de degradacao basica da molécula

tenofovir.

Assim como observamos na degradacao acida do TNFV, o produto de degradacédo PDP2
é formado no inicio da reacdo. Em meio basico, observamos a mesma tendéncia: a hidrélise
para a formagéo do PDP1 ocorre no momento da adi¢do da base e ndo evolui para a formacgéo
de outros produtos de degradacédo ou o aumento da concentracdo de PDP1, resultado observado

em todas as concentracdes do estudo (0,04, 0,1 e 0,2 mol.L de NaOD), Figura 46.
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Figura 46. Espectro de RMN de 3P (400 MHz, 25 °C, DMSOQ) com expans3o e atribuicio do
produto de degradacdo da molécula tenofovir na degradacéao basica, fixamos a concentragdo de
TNFV em 0,02 mol.L* a) Concentragéo de 0,04 mol.L* de NaOD b) 0,1 mol.L! de NaOD c)
0,2 mol.L* mol de NaOD.
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Para a degradacdo béasica, também realizamos os calculos de balan¢o de massas, cujos

resultados estdo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Balangco de massa das moléculas parcialmente degradadas em condigdo bésica, ao
final de 48 horas de degradagéo.

Concentracao Ti% PDi% To %* PDp%" BMA%® DABM%°
de degradacéo

(mol.L?)

0,04 TNFV 100 33 99,06 0,92 100 0

0,1 TNFV 100 33 99,72 1,29 99,72 0,27

0,2 TNFV 100 33 99,80 1,35 97,92 2,08

3Corresponde 0 quanto do IFA degradou apds 48 horas. "O somatério dos produtos de degradacio
formados &pos 48 horas. “O balanco de massas absoluto calculado segundo a equagdo
BMA=(Tp+PDp)/(Ti+Ppi). A deficiéncia absoluta de balango de massa calculado subtraindo o valor de
BMA por 100.

Né&o foi possivel realizar o balanco de massas para a degradacéo basica do sofosbuvir, uma
vez que, como discutido anteriormente, diversos produtos de degradacdo foram formados, o
que resultou em sobreposicédo de sinais e variacao significativa nos deslocamentos quimicos ao
longo da reacdo. Esses fatores inviabilizaram a obtencdo precisa das areas correspondentes aos
produtos de degradacdo. No entanto, assim como observado na degradacéo acida dos farmacos,
obtivemos resultados satisfatorios, com um déficit no balanco de massas inferior a 3%. Dessa
forma, a RMN de 3P demonstrou ser uma técnica eficaz para a realizacao de ensaios de balanco

de massas.

1.7 Conclusoes

O estudo evidenciou a eficacia da técnica de RMN no monitoramento de reacGes de
degradacdo de farmacos sob condi¢cdes de estresse, eliminando a necessidade de separacao
prévia dos componentes presentes na mistura. As vantagens da espectroscopia de RMN se
tornam particularmente claras ao se utilizar o ntcleo de 3P para detecgdo, uma vez que sua
ampla janela espectral reduz a probabilidade de sobreposi¢des de sinais, facilitando a anélise
de misturas complexas. A combinacao dos espectros de difusdo de *H e 3!P fornece informacdes
valiosas tanto sobre o nimero de componentes presentes quanto sobre a natureza das moléculas

em relacdo a seus tamanhos relativos, para ambas as moléculas propostas no estudo.
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Além disso, os experimentos de DOSY de 3P e 2D-'H-*'P-HMBC permitiram a
identificagdo de moléculas que n3o seriam detectaveis por métodos convencionais, como *H-
13C-RMN, COSY e H-*C-HMBC. Essa abordagem inovadora demonstrou a capacidade da
RMN de revelar detalhes importantes sobre os produtos de degradacao.

O monitoramento das reacdes de degradacdo acida do sofosbuvir, assim como das
degradacdes acida e basica do tenofovir, por meio de espectros unidimensionais de 3P,
possibilitou a determinacgdo precisa da taxa de consumo de ambas as moléculas ao longo do
processo de degradacdo. Essa andlise permitiu a realizacdo do balango de massas na mistura
das duas substancias, apresentando um déficit inferior a 3%. Além disso, os resultados obtidos
com os experimentos de 3P permitiram o acompanhamento detalhado dos produtos de
degradacéo, fornecendo informagdes quantitativas sobre os compostos formados durante o
percurso reacional. Esses dados possibilitaram a proposta de um mecanismo de degradacéo,

refutando alguns dos mecanismos anteriormente sugeridos na literatura.

No entanto, para a degradacao basica do sofosbuvir, ndo foi possivel realizar o balanco
de massas e identificar todos os produtos de degradacdo formados, devido a geracdo de
maltiplos produtos que resultaram em sobreposicdo de sinais e grandes variagdes nos
deslocamentos quimicos ao longo do processo reacional. Apesar disso, os resultados obtidos
evidenciaram a sensibilidade do sofosbuvir em meio basico e permitiram a identificacdo de um
intermediario que esta diretamente relacionado a saida do fenolato. Para corroborar 0s
resultados obtidos por RMN em relacdo a saida do fenolato, os experimentos de UV-Vis
mostraram-se fundamentais, pois contribuiram para o estudo cinético e termodindmico da
degradacdo. Além disso, esses experimentos forneceram informacdes valiosas sobre o efeito

isotopico na degradacdo basica.

Esses resultados ndo apenas ressaltam a versatilidade da RMN na analise de farmacos e
no estudo de estabilidade, mas também abrem novas perspectivas para a investigacdo da
degradacdo em misturas, eliminando a necessidade de separacdo prévia dos produtos de

degradacéo.
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2.1 Introducéao

A substituicdo de um &omo de hidrogénio pelo seu is6topo deutério em compostos
organicos tem uma ampla gama de aplicacdes. Este método é empregado na quimica analitica
como padréo interno para cromatografia gasosa (CG), analises por espectrometria de massas e
cromatografia liquida (LC-MS), na investigacdo de vias metabdlicas em pesquisas biomédicas,
e no contexto farmacéutico para o desenvolvimento de uma nova geragdo de farmacos
deuterados.3%11%120 A incorporacéo de deutério na estrutura de um farmaco pode prolongar sua
duracdo no corpo e, consequentemente, reduzir efeitos colaterais, o que € crucial para
tratamentos de longo prazo.3*!2! Além disso, a deuteracéo seletiva de centros de carbono quirais
pode minimizar a epimerizacdo.’?> Destaca-se a aprovacgio pelo FDA do primeiro farmaco
deuterado, a deutetrabenazina, em 2017.212%124 Mais recentemente, em 2022, o

deucravacitinibe também recebeu aprovagso.?®2°

A aplicacdo ampla de IFAs deuteradas estimulou interesse no desenvolvimento de
metodologias eficientes e seletivas para o enriquecimento isotopico de moléculas organicas,

particularmente no setor farmacéutico.

Duas abordagens primarias tém sido exploradas para a marcacdo por deutério em
farmacos. A primeira envolve sintese convencional através de uma rota de multiplos passos
usando um marcador isotopico como precursor.3%3? Embora este método possa ser dificultado
pelo custo elevado do reagente rotulado e por numerosos passos com baixo rendimento, a

seletividade da regido quimica é garantida.?6-12>126

A segunda abordagem envolve a substituicdo de is6topo, onde o deutério pode ser
adicionado no intermediério ou na molécula final. Inimeros métodos para troca H/D descritos
na literatura, baseada em catalise homogénea ou heterogénea, bem como processos
fotocataliticos.''1?"-12Complexos metalicos comumente empregados como catalisadores
incluem metais como Ir, %0131 pd 132 P33 ¢ Rh'* todos com e sem carbono, abrangendo
variantes oxidadas como Pt;O'® e formas elementares relacionadas a Pd'%® pt!32136 ¢ Nj,137
Métodos de deuteracdo usando esses catalisadores tém sido aplicados em compostos aromaticos

nas posi¢Bes orto e meta, bem como em compostos alifaticos, vinilicos e heteroaromaticos.

Métodos alternativos, como troca H/D dependente de pH baseada na enolizagdo de
grupos especificos no substrato, requerem uma fonte de deutério e podem ser catalisados por
acidos ou por bases.311% 121 Algumas destas metodologias envolvem o uso de &cidos ou bases

fortes ou de metais pesados. No contexto de deuteracdo de compostos, tais condi¢Oes severas
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podem ser preocupantes em termos de reatividade e da formacéo de subprodutos indesejaveis,

especialmente quando a troca é realizada na etapa final da rota sintética.

O estudo realizado por Dos Santos et.al. (2017) demonstrou a aplicacdo bem-sucedida
de Liquidos l6nicos (LIs) como catalisadores para a deuteracdo de substratos contendo
hidrogénios acidos, como cetonas e alcinos, em solvente ndo polar aproticos CDClz sob
condicdes brandas.®” A Figura 47 resume o estudo mecanistico, onde o LI é ativado pelo
solvente no primeiro passo, seguido pela deuteracdo do substrato no segundo passo. Os LlIs
mais eficazes identificados foram 1-"Butil-2,3-dimetilimidazolio prolinato (BMMI.Pro) e 1-
"Butil-2,3-dimetilimidazélio imidazolato (BMMI.Im). Na Figura 47, os substratos e os sitios
deuterados sdo destacados, fornecendo uma visdo clara das transformacdes ocorridas durante o

processo de deuteracao.
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Figura 47. Um resumo das etapas e condi¢des da reacdo de troca H/D usando os catalisadores
BMMI.Pro e BMMI.Im, envolvendo os substratos. Os substratos alquil e benzil que foram
deuterado por Dos Santos et.al. (2017), incluindo as porcentagens correspondentes de
deuteracdo obtidas com os catalisadores BMMI.Pro e BMMI.Im. Os sitios de deuteracdo sao

destacados nas moléculas.'3®

77



Capitulo 2: Monitoramento de reagdes de troca isotépica H/D por RMN

o ? \ -
Fool
VAl o "o H O O
o JC ; ~
N

o \ /YOHO*\O(\

CH, o H;N (o]
Flunitrazepam (1) Dipropionato de betametasona (2) Oxcarbazepina (3)

m

Figura 48. Estruturas moleculares dos IFAs deste estudo para a reacdo de troca H/D, o

flunitrazepam (1), dipropionato de betametasona (2), e oxcarbazepina (3)

A utilizagdo dos LIs BMMI.Pro e BMMI.Im em reacdes de troca isotopica H/D com os
IFAs flunitrazepam (1), dipropionato de betametasona (2), e oxcarbazepina (3) foi proposta,
conforme ilustrado na Figura 48. Essas reacdes foram monitoradas utilizando espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (RMN), aproveitando os beneficios da técnica para elucidar
a eficacia e seletividade da deuteracdo dos substratos propostos. Essa abordagem oferece a
vantagem de ocorrer em um unico passo, sem a necessidade de isolar intermediarios, e sob
condicdes suaves de pH, o que pode ter implicacdes significativas no desenvolvimento de novas

estratégicas de rotulagem isotopica de farmacos.

2.2 Revisao Bibliografica

2.2.1 Compostos deuterados

Os compostos deuterados sdo moléculas em que um ou mais atomos de hidrogénio
foram substituidos por deutério, um isotopo estavel do hidrogénio. O deutério possui um proton
e um néutron em seu ndcleo, ao contrario do hidrogénio, que possui apenas um proéton. As
ligagBes C-D sfo mais curtas que as ligagbes C—H por cerca de 0,005 A.*?* A principal
diferenca estd na massa, sendo o deutério (D) duas vezes mais pesado que o hidrogénio (H).
Como resultado, a ligacdo C-D apresenta uma frequéncia de estiramento vibracional reduzida
em comparacdo com a ligagdo C—H, uma energia de estado fundamental mais baixa e,
consequentemente, uma maior energia de ativagdo para a clivagem. Isso implica que a ligacéao
C-D é mais estavel que a ligacdo C—H, com uma diferenga de 1,2—1,5 kcal mol ™!, e sua clivagem
ocorre mais lentamente. Esse efeito é chamado de efeito cinético isotopico primario (KIE).*
Em geral, a substituicdo de hidrogénio por deutério altera as propriedades fisico-quimicas de
moléculas organicas. Por exemplo, foi relatada uma reducdo na lipofilicidade e na acidez de
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acidos carboxilicos e fendis em espécies deuteradas, em comparagdo com suas equivalentes nao

deuteradas, além de um aumento na basicidade de aminas,3%-142

As propriedades distintas do deutério, em comparacdo com o hidrogénio, geram uma
grande demanda em diversas areas. Na bioquimica, a troca por deutério permite investigar a
conformacdo de proteinas, pois, na presenga de D20, os hidrogénios de uma ligacdo amida
passam por troca H/D. Dependendo da conformagdo da proteina e do envolvimento desse
hidrogénio labil em ligacdes de hidrogénio, essa troca ocorrera em diferentes velocidades.
Experimentos de marcacao, seguidos por analises de espectrometria de massa, permitem a
investigacdo dessas interagdes ndo covalentes e fornecem informacgdes sobre estruturas

tridimensionais. 1112

Além disso, compostos precisamente marcados tém amplas aplicacbes em
espectrometria de massa quantitativa, bem como padrdes internos. A quantidade de aplicacGes
de moléculas marcadas com deutério na ciéncia dos materiais esta crescendo. Por exemplo,
aproveitando os efeitos cinéticos isotdpicos, as propriedades de materiais organicos para diodos

emissores de luz (OLEDs) e fluor6foros poderiam ser aprimoradas. 2

Outra aplicacdo que tem ganhado bastante destaque, e que é o foco deste trabalho, é a
utilizacdo de deutério na modificacdo de farmacos, representando uma fronteira promissora na
ciéncia medicinal. Através da melhoria das propriedades farmacocinéticas, como maior
estabilidade metabdlica e meia-vida prolongada, os compostos deuterados oferecem novas
oportunidades para o tratamento de diversas doencas, especialmente aquelas que exigem
terapias de longo prazo e com efeitos colaterais minimos.?’-2°32-34119 Com o continuo avango
tecnolégico e cientifico, a deuteracdo de farmacos promete revolucionar a inddstria

farmacéutica, trazendo medicamentos mais seguros e eficazes para 0 mercado.

Portanto, devido a todas essas aplicacdes, é de suma importancia o desenvolvimento de
metodologias para a sintese de compostos deuterados. A sintese de compostos organicos
deuterados pode ser realizada mediante a preparacdo a partir de precursores marcados
isotopicamente ou por meio de reagdes de troca isotdpica.'?54® A segunda opcao ¢ considerada
mais conveniente e importante, visto que o deutério pode ser introduzido apds a sintese da
molécula. Dentro dessa abordagem, ha duas categorias de reacdes: (1) catalisadas por metal ou

complexos metalico (catalise homogénea ou heterogénea)?®:131.134136.144 & (]]) dependentes do
p H .120,145—147
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Os principais catalisadores descritos na literatura responsaveis pela troca H/D séo
metalicos ou complexos metalicos. Nos trabalhos publicados por Capponi et al. (1969)'* e
Sajiki et al. (2010),'*° demonstra-se a utilizacdo de catalisadores de Pt e Pd, tanto
individualmente quanto em conjunto, para a troca H/D do farmaco ibuprofeno e de acidos
nucleicos. As condi¢cdes experimentais, moléculas e porcentagens de troca podem ser

observadas na Figura 49.

5% Pt/C, Hy,
D,0 160 °C, 24 h
a) * b)
. [40] [94] NH,
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Figura 49. Troca H/D catalisada pelos metais platina e paladio em diferentes substratos.a)
Ibuprofeno b) Derivado da adenina. Os numeros em azul corresponde as porcentagens de troca.

Apesar do bom rendimento e seletividade observados na utilizacdo de catalisadores
metalicos para a trocam H/D, esses catalisadores sao caros e, além disso, sdo necessarias
condicBes agressivas de temperatura e pressdo que muitas vezes nao sdo compativeis com 0s

grupos funcionais sensiveis presentes nas moléculas.

As reacOes de troca H/D influenciadas pelo pH representam métodos classicos nesta
area. Do ponto de vista mecanicista, a enolizacdo, catalisada por acido ou base, constitui a base
dessas reagdes. Por isso, a troca H/D em posicOes ativadas pode ser alcancada usando acidos
ou bases de Brgnsted deuterados. A reacdo inversa da troca de deutério por hidrogénio é
favorecida, mas etapas quimica adicionais podem ser necessarias para alcancgar a desativagdo

completa. 1?0143

As reacOes de troca H/D pode ocorrer sem a adicdo de &cido ou base nos hidrogénios
mais acidos da molécula, apenas com o uso de D20 e aquecimento. Em moléculas derivadas de
piridinas, obtiveram-se resultados superiores a 95% de deuteragéo nas posi¢oes orto e para do
anel; no entanto, essas reagdes exigiram condic¢Ges drasticas, como temperatura, em torno de
250 °C.150’151

80



Capitulo 2: Monitoramento de reagdes de troca isotépica H/D por RMN

Acidos de Brensted deuterados fortes ou, alternativamente, acidos de Lewis, por
exemplo D3PO4, DCI, BFs, AICI3 e MoClz, em combinagdo com uma fonte de deutério, sdo
usados para a incorporacdo de deutério em compostos aromaticos.'?*1%2 PosicGes menos
acessiveis a substituicdo aromatica eletrofilica apresentam menor tendéncia a troca nessas
condicdes. No caso da enterolactona (Figura 50),'% observa-se a troca completa de todos os
hidrogénios no anel aromatico com bons rendimentos, mesmo a temperatura ambiente,
incluindo as posi¢des meta ndo ativadas. Em contraste, os &tomos de hidrogénio dos residuos

alifaticos ndo foram trocados nessas condigdes.>

Op
D3PO4 ou BF3/D20

20 h, ta

Q.

HO

Figura 50. Troca H/D catalisada por acido em D20 do polifenol enterolactona.*®®

Por fim, ainda na categoria dependente do pH, h& a catalise basica. A troca ocorre
através dos atomos de hidrogénios acidos por deutério por meio de equilibrio cetoenol,
especialmente em compostos carbonilicos como cetonas, acidos carboxilicos, aldeidos, ésteres
e outros substratos com hidrogénios acidos, como aminas e alcinos. Geralmente, usam-se bases
fortes, como KOD, NaOD em D0 ou CD3s0OD como solvente.!® Os atomos de hidrogénio y
em cetonas a,f3-insaturadas também sdo acessiveis para troca isotdpica por meio de conjugacéo,
como foi demonstrado na estrutura ester6ide da androstenediona (Figura 51), estrutura

semelhante ao farmaco betametasona deuterado nesta tese, 119120120121

0 0
D D
12,5% NaOD/D,0O D D
» D
65 °C, 24 h
0 64% 0
D DD

Figura 51. Troca H/D catalisada por base em DO da androstenediona.

A incorporacdo de deutério é mais desafiadora em solventes aproticos, como CDCls, em
comparagdo com solventes polares préticos, principalmente devido & baixa basicidade nesse

tipo de solvente. O CDCls € reconhecido como um solvente que néo facilita trocas isotopicas.
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Entretanto, seu uso como fonte de deutério seria vantajoso para a deuteracdo de substratos

sensiveis e/ou menos sollveis em D,0.1%°

Neste contexto, este estudo propde realizar a deuteracdo de farmacos em CDCIs sob
condicBes suaves, levando em conta a sensibilidade desses compostos & temperatura e

utilizando liquidos idnicos como catalisadores da reacéo.

Liquidos ibnicos sdo constituidos exclusivamente por ions, incluindo um cation
organico e um anion inorganico ou organico. Destacam-se por sua estrutura idnica, que
proporciona baixa pressao de vapor, ampla estabilidade eletroquimica, alta condutividade
elétrica e boa estabilidade térmica e quimica. Essas caracteristicas tornam os liquidos idnicos
materiais versateis e ajustaveis sinteticamente para diversas aplicagcBes industriais e
tecnoldgicas, como sintese catalitica, armazenamento de energia em baterias, processos de

separacio e utilizagdo como solventes verdes em praticas quimicas sustentaveis, 14>156-159

Na literatura, tem sido amplamente discutido que os prétons do anel imidazélio séo
propensos a troca H/D em varios solventes préticos e em uma variedade de liquidos i6nicos, na
presenca de bases, acidos de Lewis ou metais. No estudo de Giernoth e Bankmann (2008),6°
foi avaliada a troca H/D em diferentes condicdes reacionais, conforme observado na Figura 52.
A posicdo C2 do anel imidazdlio é facilmente desprotonada, e a troca H/D ocorre sem a
necessidade de utilizar base; entretanto, para a deuteracdo nas posi¢des C4 e C5, a adicdo de

uma base é essencial 160161

H H i H H
a— BF4 v BFS
Y
H [96]D
H H 9D D
BF,
4?—ﬂ 4 -
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i Y
D
H H [94]1D [(;;‘]
BF,
a—5 4 BE.,
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Y2 ~ — N@N -~
q Y
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Figura 52. Sintese de sais de imidazolio parcialmente deuterados. Os nimeros em azul indicam

a porcentagem de deuteracdo alcancada.
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Diante dessa perspectiva, nosso grupo de pesquisa realizou um extenso trabalho com
uma ampla variedade de liquidos idnicos (LI), alguns inéditos, para ndo apenas avaliar a
suscetibilidade de troca H/D, mas também compreender o mecanismo dessa troca, utilizando
diferentes fontes de deutério, como DMSO, D20, CDCls, CD30D e na auséncia de base. Além
da extensa variedade de liquidos idnicos, outro diferencial foi a analise da troca na posi¢do C2
do imidazdlio substituido por um grupo metila. A partir de experimentos de NOESY, HOESY
e célculos teoricos, foi possivel elucidar o mecanismo de troca H/D nos liquidos idnicos
suscetiveis a essa substituicdo. Portanto, observando o mecanismo reacional, acreditou-se que
o LI poderia atuar como catalisador para a deuteracdo de outros substratos contendo hidrogénios
acidos. Os substratos escolhidos foram alcinos e cetonas. Diante dos bons resultados obtidos na

deuteracio desses substratos partimos para a aplicacio dos LlIs na deuteracdo de farmacos.>”%

2.2.2 Cinética de reacOes

Os métodos cinéticos sdo fundamentais para investigar mecanismos de reacdes,
estabelecendo uma expressdo matematica para a taxa da reacdo que pode descrever o sistema
em qualquer momento. A descri¢do das leis de velocidade das reacGes é alcancada pela solugao
de equacdes diferenciais, as quais indicam a concentracdo de qualquer espécie presente no
sistema reacional em qualquer momento ap6s o inicio da reacdo. Além disso, as leis de
velocidade proporcionam compreenséo sobre as etapas elementares da reagdo e seu mecanismo.
Em alguns casos, a lei de velocidade pode ser determinada empiricamente por meio da

correlacéo de dados experimentais.*6?

Podemos estabelecer genericamente que a velocidade instantdnea de uma reacédo
quimica é determinada pela taxa de variacdo (derivada) da concentracdo do reagente (R) ou da
formacao do produto (P) em funcéo do tempo, de acordo com a Equagéo 1316216

d[P] d[R] Equacéo 13

Para uma reacdo aA+ bB - cC, a velocidade da reacdo (Equacdo 14) é proporcional ao
produto das concentragcbes dos reagentes elevadas aos seus respectivos coeficientes
estequiométricos a e b multiplicados pela constante de velocidade (k), que depende da
temperatura do sistema. A lei da velocidade pode ser expressa como:

v = k [A]"™[B]" Equacédo 14

A lei de velocidade de uma reacdo é determinada experimentalmente e geralmente nao

pode ser deduzida diretamente da equacdo quimica da reacdo (Equacédo 12). A aplicacdo préatica
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da lei de velocidade reside no fato de que a previsdo da taxa de progresso da reacao depende do
conhecimento da composic¢do da mistura reacional. Isso permite calcular a taxa em qualquer
momento e serve como guia para a investigacdo do mecanismo da reacéo, pois ambos devem
ser consistentes entre si. Portanto, considerando cada reagente separadamente, podemos
estabelecer uma relacdo entre a velocidade de consumo do reagente A e a sua concentracgéo,
conforme indicado pela Equacdo 15, onde a velocidade de consumo é proporcional a uma

poténcia da concentragdo de A, multiplicada por uma constante k.63

dIR] _,
~Tar kAl

Equacéo 15

O método das velocidades iniciais € um dos trés métodos utilizados para determinar a
ordem de uma reacdo quimica., Ele consiste na aplicacdo do logaritmo natural de ambos 0s
lados da Equacdo 15 da lei de velocidade, o que gera um gréafico linear. Neste gréfico, o
coeficiente angular da reta obtida representa a ordem da reacdo. Esse método € vantajoso porque
permite determinar ordens de rea¢des fracionarias de reagdo, além de ser relativamente simples

de aplicar.

O método de isolamento é outro método Util para determinar a ordem de reacdo. Ele
simplifica a lei da velocidade ao considerar que a concentracdo de todos o0s reagentes, exceto
um, estd em excesso. Assim, varia-se apenas a concentracdo desse reagente isolado
(denominado reagente A). Supondo que 0 reagente B esteja em excesso e sua concentracao
permaneca constante ao longo da reacdo, a equacao da lei de velocidade pode ser simplificada
para (Equacéo 16): 1%

v=k'[A] k' =k [B]o Equacéo 16

Se considerarmos o método de isolamento assume-se, nesse caso, que a lei de velocidade

é de pseudoprimeira ordem. %3

O ultimo método é o método da integral, neste caso a Equacédo 15 é integrada, conforme
a dependéncia com as concentracfes dos reagentes. Para obter a confirmacdo da ordem da
reacdo é necessario plotar um grafico da integral das equacbes e o gréfico dos dados

experimentais.

Os metodos discutidos anteriormente ndo levam em consideracdo a possibilidade de

reacOes inversa ou em pré equilibrio. Para investigar essas reacfes, algumas observagdes

A<K-B
k

precisam ser consideradas. Seja uma reacéo , a velocidade de cada reacéo € dada
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por (Equacdo 17). Para facilitar as deducdes consideramos que a reacdo prossegue via cinética

de primeira ordem em ambas as dire¢ges,*63166.167

_dal _ diBl _ pr4] - k'[B] Equagdo 17
dt dt

Se a concentragdo inicial de A for [A]o e a de B for nula, assume-se que [A] +[B] =

[A]0 em qualquer instante da reacdo. Deste modo, a Equagéo 18 se torna:

_%':] = k[A] — k'[B] = k[A] — k'([A], — [A]) = (k — k")[A] — k'[A], Equacéo 18

Rearranjando e integrando a equacdo, chega-se a Equacéo 19:

(4] dlA] . Equacéo 19
B f (k + KDIA] — K'[Al, fo a
[4]o

[Alo(k' + ke~ (k+K)D
(k+ k")

[4] =

Se k, £’ e [A]o forem conhecidos, entdo [A] pode ser calculado para qualquer instante
apos o inicio da reacdo. Em equilibrio (ou seja, quando t—> o) entdo, podem ser representadas

pelas Equacdes 20.

d[A] Equacéo 20

Se t= 00

kl
k+k' [A]O = [A]eq
k
k+ k' [A]O = [B]eq = [A]o - [A]eq

Portanto se admitirmos que no equilibrio K=1 temos a constante de equilibrio da reacéo
que pode ser expressa por Equacao 21.

[Bleg kK Equacio 21

K = = —
[Aleg K
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Para reacdes em equilibrio em que a reacéo direta é de segunda ordem e a inversa ¢ de

primeira ordem podemos estabelecer que (Equacéo 22):

A + B C

k

B % _ k[A][B] - K'[C] Equacédo 22

Reacdes reversiveis de segunda ordem sdo mais complexas de resolver, por isso, essas
reacOes sdo frequentemente conduzidas sob condi¢bes aproximadas de primeira ordem, nas

quais, por exemplo, a concentracéo de B é fixada e considerada [B] = constante. 63

2.2.3 RMN em anélises de interacdes proteinas-farmaco

Existem véarios métodos para o estudo de interacdo de proteinas com ligantes, como a
difracdo de raios X' e/ou céalculos matematicos.'®*1™* No entanto, ambas as op¢des sdo
onerosas e, no caso da difracdo de raios X, a obtencdo de cristais pode ser inviavel apos a

interacdo de alguns farmacos com a proteina.

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica poderosa que vai além da
elucidacéo estrutural de moléculas organicas. Dentro do escopo da RMN, hd uma variedade de
experimentos que podem ser realizados. Entre eles, destacam-se os experimentos de DOSY,
discutidos no primeiro capitulo desta tese. Além disso, existem experimentos que permitem
obter informacdes conformacionais das moléculas, como os experimentos de NOE (Efeito
Overhauser Nuclear) e o experimento denominado STD (Saturation Transfer Difference), que
fornecem resultados sobre as intera¢6es de um ligante com uma proteina. O STD é amplamente
utilizado no estudo da interacdo de candidatos a farmacos, pois permite obter informacdes sobre

os sitios de interacdo da molécula com a macromolécula.*’217

Para os estudos de interacdo, a proteina HSA (Albumina Sérica Humana) é a mais
empregada. Ela consiste em uma unica cadeia polipeptidica de 585 residuos de aminoacidos
(massa molecular aproximada de 66,5 kDa). E a proteina mais abundante no plasma sanguineo
e desempenha inumeras funcdes fisiologicas, como o controle da pressdo osmotica, o pH do
sangue e o transporte de substancias endogenas ou exdgenas..’"1® Nosso interesse € utilizar a
técnica de RMN denominada STD para avaliar a interacdo do farmaco deuterado e néo
deuterado com a proteina HSA, uma vez que esta proteina desempenha um papel fundamental

no transporte e na farmacocinética de medicamentos.
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Os experimentos de STD foi inicialmente desenvolvida para investigar a interacdo de
pequenos farmacos com macromoléculas biologicas, incluindo proteinas e acidos nucleicos.
Uma de suas principais vantagens € a capacidade de detectar interacdes fracas com alta
sensibilidade.!™

Como o proprio nome sugere, a técnica consiste na diferenca entre dois experimentos.
No primeiro experimento (*on-resonance "), satura-se a proteina (o receptor) via um trem de
pulsos seletivos de radio frequéncia (RF). Esses pulsos séo aplicados na frequéncia do receptor
e ndo do ligante, geralmente as proteinas sdo irradiadas em torno de -1,00 ppm, pois
normalmente os ligantes ndo possuem sinais nessa frequéncia, mas as proteinas sim. A
saturacdo se propaga através dos hidrogénios da proteina por meio de uma rede de interacdes
dipolares intramoleculares (difusdo de spin). A saturacdo é entdo transferida as moléculas
ligadas via relaxacdo cruzada intermolecular para a interface proteina-ligante. As pequenas
moléculas se dissociam do receptor, mas permanecem em um estado "saturado” devido aos seus

longos tempos de relaxacdo T1 quando livres (Figura 53).

o N

on " Sem a saturagdo
—_—
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k
off Diferenga: A-B
Ligante livre \ I / STD RMN Espectro
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Pulso de saturagio seletivo Com samia-;ao

Figura 53. llustracdo do mapeamento dos grupos do epitopo (Group Epitope Mapping - GEM)
para dada interacdo proteina-ligante em uma troca rapida entre ligante livre e complexado. Os
grupos representados por um atomo de hidrogénio grande (H) estdo em contato mais préximo
com a proteina, enquanto os hidrogénios de tamanho mediano simbolizam grupos com menor
interacdo. Os H menores representam um grupo com quase nenhum contato com a proteina,

recebendo saturagdo minima (Figura adaptada).t™

No segundo experimento ("off-resonance™), um trem de pulso de RF idéntico ao primeiro é
aplicado fora da faixa de ressonancia dos nucleos dos ligantes e da proteina. A subtracao desses

dois experimentos resulta em um espectro com sinais do ligante, 18183
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Além disso, o grau de saturacdo dos hidrogénios das moléculas de ligantes menores reflete
a proximidade destes com a superficie da proteina. Quanto maior a saturacdo observada em um
determinado hidrogénio do ligante, mais proximo este hidrogénio esté da superficie da proteina.
Informacgdes detalhadas sobre a interagdo podem ser obtidas rapida e facilmente com esta
técnica, que requer apenas uma pequena quantidade de proteina ndo marcada isotopicamente.
A técnica de STD-NMR é, portanto, extremamente (til para estudos de interacdo proteina-
ligante, especialmente em contextos de descoberta de farmacos, onde a determinacéo rapida e
precisa dos sitios de ligacdo e da afinidade dos ligantes é crucial para o desenvolvimento de

novos medicamentos.184-168
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2.3 Metodologia experimental

2.3.1 Preparo do liquido idnico

O processo de sintese dos LIs BMMI.Im e BMMI.Pro teve inicio com a preparacao do
sal de cloreto 1-"butil 2,3-dimetilimidazélio (BMMI.CI). Inicialmente, 80 mL de tolueno foi
adicionado em um frasco, juntamente com alquillimidazol (1,2-dimetilimidazol) e cloreto de n-
butila em uma proporcéo de 1:1,2. A mistura de reacdo foi entdo aquecida em refluxo e agitada
por 24 horas sob atmosfera inerte. Apos isso, o tolueno foi removido por rotaevaporacao, e o
produto foi purificado e recristalizado usando acetonitrila. Em seguida, a troca idnica foi
realizada com resina de troca de anion (forma de hidroxido de Ambersep 900). Solucgdes
aquosas de BMMI.CI (0,1 mol.L™?) foram preparadas e passadas através da coluna contendo a
resina, facilitando a troca do halogénio por hidroxido. As solugdes resultantes foram
combinadas com prolinato e acidos imidazolio em proporc@es equimolares. As misturas foram
entdo agitadas e concentradas usando um evaporador rotativo. Por fim, os produtos obtidos
foram caracterizados utilizando espectrocospia de RMN de H e 13C. (Anexos 19-22).

2.3.2 Sintese dos IFAs deuterados

A sintese dos compostos deuterados envolveu apenas uma etapa, inicialmente, foi
adicionado 0,5 mL de CDCls, e posteriormente, simultaneamente, os catalisadores BMMI.Pro
ou BMMI.Im na concentracdo de 20% mol.L™ em relagdo a concentragio dos IFAs. As
concentracdes dos IFAs foram variadas em 0,2 mol, 0,1 mol e 0,05 mol. A solucdo foi
transferida para um tubo de RMN mantido a temperatura ambiente (25 °C). As analises de RMN
de *H foram realizadas imediatamente e monitoradas por 24 horas. Para 0s experimentos que
variavam a temperatura, foram utilizados 0,25 mol.L"* do composto flunitrazepam e 0,06 mol.L"
! de BMMI.Pro. A temperatura do experimento foi variada entre 20 °C, 30 °C, 35 °C e 40 °C.

Para cada temperatura, a reac6es foi acompanhada por 24 horas.

2.3.3 Materiais e equipamentos

Os Experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram conduzidos em dois
espectrometros Bruker AVANCE IlI1. Um deles operando em 9,4 Tesla (400 MHz para nucleo
'H e 100 MHz para ntcleo de *C, respectivamente), equipado com uma sonda BBI (Broadband
Inverse Detection), enquanto o segundo opera a 14,1 Tesla (600 MHz para ntcleo *H e 150
MHz para o nucleo de 3C, respectivamente), com um crioprobe TCI (Triple Channel Inverse).
Os espectros foram adquiridos a temperatura de 25 °C, utilizando a sequéncia de pulso zg2d

(nomenclatura da Bruker) para os experimentos de estudos cinéticos, com o numero de
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acumulacdes definidas para 16, d1 (tempo de reciclagem da sequéncia de pulso) a 1s, e ganho
do receptor definido para 64. Os deslocamentos quimicos foram relatados em partes por milhdo
(ppm, 8) e referenciados a picos de solvente: CDCls (7,23 em H e 77,0 em *C). O CDCl3

comercial foi utilizado.

2.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): STD-RMN

Para os experimentos de STD-RMN, a solucdo de HSA (albumina sérica humana)
liofilizada obtida comercialmente da Sigma Aldrich foi preparada a partir de uma solugédo
estoque do tampdo fosfato a 0,5 mol L em &agua deuterada (D.0), contendo o &cido
trimetilsilil-2,2,3,3-ds-propionato de sddio (2,5 mmol LY). A solugéo estoque do tampao fosfato
foi preparada pela mistura de volumes iguais das solucdes aquosa de K;HPO4 a (0,5 mol L)
e KH2PO4 (0,5 mol L) em D20. O pH da solugéo estoque foi ajustado a 7,4 utilizando uma
solucdo de &cido cloridrico e solucdo basica de hidroxido de sodio. A massa de 0,0215g do
padréo interno, o acido trimetilsilil-2,2,3,3-ds-propionato de sodio, foi pesada e diluida na
solucdo estoque do tampdo fosfato. Nos experimentos de STD, as amostras foram preparadas
na razdo molar proteina/ligante correspondente de 1:20, em 500 uL de D20. Os experimentos
de STD-RMN foram realizados a 25 °C em um espectrometro Bruker Avance |11 600 MHz para
nucleos de hidrogénio, usando uma relacdo molar de 1:20 de HSA versus molécula de FLU e
FLU-D. A irradiacdo seletiva (saturacdo) da HSA foi obtida utilizando uma frequéncia de -332
Hz (-0,5 ppm) (em ressonancia). Por outro lado, o experimento fora de ressonéncia foi realizado
escolhendo uma frequéncia de 30,000 Hz (50 ppm). A curva STD de saturacdo foi adquirida
variando o tempo de saturacdo entre 0,1, 0,25, 1,0, 2,0, 4,0, 5,0, 6,0, 8,0 e 10 segundos, obtendo
um total de 18 experimentos. Para determinar a constante de dissociacdo aparente (Kq)
realizamos 10 experimentos variando a concentragdo do ligante em 0,4x107 mol.L, 0,5x1073
mol.L%, 0,6x10° mol.L?, 0,8x10° mol.L%, 1,0x10° mol.L! e o tempo de saturagdo de 1,0

segundos.
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2.4 Resultados e discussao

Primeiramente, obtivemos os espectros de RMN na auséncia de LIs para 0s compostos
flunitrazepam (1), dipropionato de betametasona (2), e oxcarbazepina (3), (Anexos 23-30). Em
seguida, avaliamos a capacidade dos LIs BMMI.Pro e BMMI.Im em fornecer deutério para
esses compostos. As concentragcdes de catalisadores e compostos foram fixadas, conforme
detalhado na Tabela 5, utilizando a condicéo previamente otimizada de 20 mol% do catalisador
em relacdo ao substrato, a temperatura ambiente (25 °C). No entanto, a solubilidade em CDCls

foi um fator limitante para a concentracdo do composto (3).

Figura 54. Estruturas moleculares dos IFAs deste estudo para a reacdo de troca H/D, incluem

o flunitrazepam (1), dipropionato de betametasona (2), e oxcarbazepina (3)

Para a deuteracdo do composto (1) com BMMI.Im (entrada 1), alcangamos uma
deuteracdo de 99% da molécula nas primeiras 2 h; no entanto, observamos a formacdo de
produtos secundarios (Anexo 31). No caso do composto (2) (entrada 2), além da auséncia de
troca, também observamos a formacdo de produtos secundarios (Anexo 32). Por fim, para o
composto (3) (entrada 3), notamos uma mudanca instantanea na cor, indicando a formagéo de
produtos de degradacdo. Os resultados desfavoraveis para 0 BMMI.Im nos levaram a investigar

a capacidade do BMMI.Pro em catalisar reacGes de deuteracao nos compostos (1). (2) e (3).

Com o BMMI.Pro como catalisador. todos os compostos foram eficientemente
deuterados (entradas 4-6), sem a formacdo de produtos secundarios, eliminando assim a
necessidade de purificagcdo. Em particular, para o composto (1), observamos um rendimento de

94% de rendimento apos 24 h.
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Tabela 5. Deuteracdo do flunitrazepam (1), dipropionato de betametasona (2) e oxcarbazepina (3) usando 20 mol% de

BMMI.Im e BMMI.Pro catalisador em CDCl3?

Entrada  BMMIx [IFA] (mol.L) 9DP (2h) He® %D (24h) Hx® 9% DP (2h) Hy"® % DP (24h) Hy'"

1 Im 0,2 (1) >99¢ - >99¢ -
2 Im 0,1(2) 0 - 0 -
3 Im 0,05 (3) 0 - 0 -
4 Pro 0,2 (1) 56 94 58 95
5 Pro 0,1 (2) 6 43 3 19
6 Pro 0,05 (3) 7 26 7 28

4Condic0es de reacdo: temperatura ambiente (25 °C), 20 mol% de BMMI-X, sem agita¢do, na concentragdo de 20 mol% de substrato - (0,5
mL de solvente). ® Determinado por espectroscopia de RMN de *H (Figuras 23 ¢ A40—A43).°Grau de deuteracio em posicdes especificas

para (1) H3' e H3";(2) H4' e H4";(3) H1'e H1 ". “Nota: Degradac&o parcial observada.
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A troca de H/D foi avaliada por meio de espectroscopia de RMN *H, conforme mostrado
na Figura 55. Inicialmente, observamos a troca isotopica da LI com CDCIs, evidenciada pela
atenuacdo do sinal do H-7 da metila, orginalmente um simpleto em 2,70 ppm, e pelo
aparecimento de um tripleto correspondente a forma deuterada CH2D. Apds 2 h (Figura 55b)

observa-se apenas um quinteto correspondente as formas deuterada CH2D e CHD..

O acompanhamento da deuteracdo de (1) foi realizado observando a diminui¢do da
intensidade dos sinais dos atomos de hidrogénio ndo equivalente C,H>, anteriormente um duplo
dupleto em 4,96 ppm e 3,81 ppm. Além disso, a atenuacdo dos sinais do catalisador e do
substrato é acompanhada pelo aumento na intensidade do simpleto em 7,23 ppm, referente a

espécie CHCls, fornecendo evidéncias adicionais da reag&o.
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Figura 55. Espectro RMN de *H (400 MHz, 25 °C, CDCls) de (1) deuterado com BMMI.Pro:
(a) estado inicial, (b) 2 h apos inicio da reacéo, e (c) 24 h apos inicio da reacdo (consultar a
Tabela 1, entrada 4).

Apesar de o composto (2) possuir trés hidrogénios alfa carbonilicos, a deuteracdo
ocorreu exclusivamente nos dois hidrogénios mais acidos da molécula, localizados entre o

grupo carbonilico e o éster. Notavelmente, a deuteracdo desses dois hidrogénios ndo ocorreu

simetricamente, como mostrado na Figura 56.
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a) Inicio da reagao -
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Figura 56. Espectro de RMN de H (400 MHz, 25 °C, CDCls) de (2) deuterado com

BMMI-Pro. (a) Inicio da reacdo. (b) Apos 2 horas (Tabela 1, entrada 2). (c) Apds 24 horas. (d)
Apbs 48 horas (Tabela 1, Entrada 5).

Como evidenciado na Figura 57, essa assimetria na troca foi observada nos estagios
iniciais da reacéo. Esse fato justificou a extensdo e 0 monitoramento da reacéo por 48 h, em vez

de apenas em 24 horas, como realizado para o composto (1).
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Figura 57. Diferenga entre a porcentagem de deuteragdo de atomos de hidrogénio (H4” e H4"’)
ao longo do tempo no composto (2). CondicOes de reacdo: temperatura de 25 °C, 20 mol%

BMMI.Pro, sem agitacéo, na concentragdo de 0,1 mol L™ de dipropionato debetametasona.
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Diante dessa observacdo, realizamos experimentos unidimensionais de NOE (Efeito
nuclear Overhauser)’ (Figura 58) para compreender a conformagio da molécula. Inicialmente,
irradiamos seletivamente os hidrogénios alfa-carbonilicos H4' e H4", que sdo os hidrogénios
trocaveis. O espectro NOESY 1D mostrado na Figura 58a revela que o H4' esta menos
impedido, pois ndo é possivel observar nenhuma interacdo de NOE com hidrogénios vizinhos.
J& no caso do H4" (Figura 58b), observamos interacdo de NOE com os sinais de H9, H18 e
H19, indicando a possibilidade de um impedimento estérico que dificulta a troca isotopica. Para
confirmar o impedimento estérico, irradiamos o sinal H9 (Figura 58c) e verificamos a interacdo
com o hidrogénio em 4,85 ppm (H4"). Assim, os resultados do NOE explicam a discrepancia
observada na troca isotopica entre os dois &tomos de hidrogénio. Isso indica a necessidade do
emparelhamento do LI com os dtomos de hidrogénio trocaveis do substrato, conforme descrito

em trabalhos anteriores,37145189

77
L5
7

H4'
b)
H18,H19
[/_}4 25 24 23 1r 11 X 1.9 | 8
H4" /
. o _ }k..i,,,,wi,m_w__‘,m,
N H18 H19
9
H4"
T "s
T T T T \
4.5 4.0 35 1.5 ppm

Figura 58. Espectro NOESY de D (600 MHz, CDCIs) exibindo correlagdo NOE entre os
hidrogénios H4', H4", e H9 de (2): a) irradiacdo de sinal de H4'; b) irradiacdo de sinal de H4";
c) irradiacéo de sinal de H9 do anel de cinco membros.
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Para o composto (3), observamos a deutera¢do exclusivamente nos hidrogénios CaH>
em 4,45 e 3,84 ppm (Figura 59). No entanto, o rendimento foi inferior (entrada 6) ao obtido
para os outros compostos. O fator determinante para o rendimento baixo foi a baixa solubilidade
em CDCls. Outros solventes polares foram testados, como DMSO e MEOD, mas nenhuma

troca H/D foi observada.

a) Inicio da reagao
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Figura 59. Espectro de RMN de H (400 MHz, 25 °C, CDCI3) de (3) deuterado com
BMMI-Pro. (a) Inicio da reacdo. (b) Apds 2 horas. (c) Ap6s 24 horas (Tabela 1, Entrada 6).

Diante dos resultados promissores para a deuteracdo de (1), realizamos um estudo
cinético, essencial para controlar e avaliar as etapas da reacdo. O progresso da reacdo foi

monitorado utilizando espectroscopia de RMN de *H. Com base nos resultados obtidos na fase
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inicial deste estudo, observamos resultados semelhantes aos reportados nos trabalhos anteriores
do nosso grupo de pesquisa, 0 que nos levou a levantar a hipdtese de que as etapas de deuteracdo

seguem as etapas resumidas no Esquema 9.3’

k

/
CDCl; + LI —<— CHCI, + DLI
k.

k,

DLI+ IFA IL + DIFA
k

Esquema 9. Passos da reacdo de deuteracdo: Passo 1: geracdo de Liquido 16nico Deuterado
(DLI) (Intermediario); Passo 2: producdo de Ingrediente Farmacéutico Ativo Deuterado
(DIFA).

No primeiro passo, a espécie cataliticamente ativa do LI é formada. O LI captura
deutério do solvente e produz uma forma deuterada do catalisador. Essa reacdo € rapida e
reversivel, estabelecendo um equilibrio entre as constantes de taxa direta (k1) e inversa (k-1). No
segundo passo, 0 substrato interage com o catalisador ativado para formar um composto
deuterado. Esse passo estabelece um equilibrio entre as constantes de taxa direta (k2) e inversa
(k2) (Anexo 33),

Para os estudos cinéticos, foram realizados dois conjuntos de experimentos.
Inicialmente, a concentracdo de LI foi variada enquanto a concentracdo de (1) permaneceu
constante. Posteriormente, foi realizada a inverséo do teste, na qual a concentragéo de (1) foi
variada e a concentracdo LI permaneceu constante. Finalmente, para estudar os parametros
termodinamicos de ativacdo, variamos a temperatura, mantendo constantes as concentracdes de
LI e do composto (1). Os dados foram coletados continuamente durante a primeira hora,
posteriormente, foram coletados dados em intervalos mais longos, estendendo-se até 24 horas

de reacdo e, quando necessario, até 48 horas (Anexo 34).

E importante ressaltar que, para 0 composto (2), tentamos conduzir um estudo cinético,
No entanto, observamos que proporcgdes superiores a 25 mol% do catalisador em relagcdo ao
composto levaram a formacéo de produtos secundarios. Além disso, uma reducéo significativa

na proporcao do catalisador é impraticavel para medigdes de RMN e pesagem de LI.

Foram gerados gréaficos representando a concentragcdo do substrato ao longo do tempo
(Figura 60a e 60b). A Figura 60a mostra a dependéncia da concentracdo do catalisador na
deuteracio do composto. Para a menor concentracio de catalisador [LI] = 0,01 mol,L?,

aproximadamente 48 horas de reacdo foram necessarias para atingir a conversdo méaxima do
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composto deuterado (k’>~2,0x10° s1). Curvas de saturacéo cinética para ambas as condigdes
ilustram que a reacdo atinge o equilibrio, alcan¢ando a conversdo maxima em aproximadamente
5 horas (k’>~ 1,0x10* ).

020{a a [LI] mol.L" 0.40 4 (1) mol.L"
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Figura 60. Ambos os gréaficos ilustram o consumo de substrato (1) pelo tempo para
monitoramento da reacao de deuteracdo de (1). a) A concentracdo de (1) foi estabelecida como
0,2 mol.L™ e concentragdes do catalisador BMMI.Pro foram variadas: 0,01, 0,02, 0,03, 0,04,
0,05, 0,06 mol.L. b) A concentragdo de BMMI.Pro (0,06 mol.L™?) foi mantida constante, ao
passo que a concentragdo de (1) foi variada sistematicamente para 0,25, 0,3 e 0,35 mol.L ™.

Para obter as constantes das reacdes direta e inversa, os graficos obtidos foram ajustados
usando a equacao definida por dos Santos et al.>” A Tabela 6 exibe a equacao e os valores das
constantes adquiridos para cada concentracdo de LI. Os valores das constantes aumentaram
com a maior concentragdo de LI. No Anexo 35, sdo apresentados os valores das constantes em
diferentes concentracOes de (1), em diferentes concentracdes de (1), ndo foi observada variagéo
significativa nos valores das constantes, com k> permanecendo consistentemente com o valor
de k= 2,469x10* s. As constantes de taxa da velocidade da reagdo (k2 e k’-;) foram
determinadas usando a condi¢do de pseudo-primeira ordem, dado que hd um excesso de
substrato em comparacdo com o LI, [S] >> [LI], e as concentragOes de LI s&o constantes ([LI]

~ [DLI]) desde que a formagdo de DLI seja observada no inicio da reagdo (tempo < 3 minutos).
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Tabela 6. Equacdo derivada para o ajuste cinético e constantes de velocidade direta e inversa em funcao da concentracéo de LI e (1).

kl
2 _ ! !
[IFA] = [IFAleq + | 52— ) IFAge~(katki2)t
K, + k',
[LI] (mol.L ™)
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 Variveis
0,2325+0,0052x10* 0,5336+0,0079x10* 1,305+0,018x10 1,476+0,015x10 2,092+0,018x10* 2,469+0,038x10* k'2 (S'l)
0,0270+0,0019x10* 0,0588+0,0029x10* 0,136+0,0072x10* 0,1089+0,0010x10* 0,1538+0,0078x10* 0,1256+0,016x10* k'-2 (S'l)
0,20 [IFA]q
0,022 (89%)? 0,016 (92%)° 0,015 (92,5%)? 0,011 (94,5%)° 0,012 (94%) ® 0,012 (94%)?
(mol.L?)
8,595 9,074 9,581 13,553 13,602 19,657 K

4Porcentagem da conversao de deuteracao.
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Os valores das constantes £ e k’» podem ser diretamente correlacionados com a
concentragdo de LI. Plotamos as constantes (k2 e £ ’2) obtidas em diferentes concentracdes de
LI. A Figura 61 mostra que a cinética da reacdo de deuteracdo exibe um comportamento de
crescimento linear. A equacdo cinética (Tabela 6) indica que &> = ko[DLI] e k’-2 = ko[LI].
Considerando [LI] = [DLI] = [LI]o, a inclinagéo da linha definida por & 2x[L1]o corresponde ao
valor da constante de taxa de segunda ordem k2 (4,36 + 0,25x10 L-mol*-st). A magnitude de

k2 indica que o LI atuou como um catalisador.

3.0x10*

R?=0,982

2 5510 7 k,=4,36+0,25x107 L.mol"s™!
)4 1

2.0x10™* -

—_

L 15x10%

v ]

1.0x10™ ~

5.0x107° Py
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[LI] (mol.L™1)

Figura 61. Gréfico mostrando a variacdo da concentracao de [LI] com os valores de k.

Para obter os parametros de ativacdo, mantivemos as concentracdes de LI e (1)
constantes e variamos a temperatura. A correlagdo entre 0 aumento da temperatura e 0 aumento
em k' é evidente, mostrando que, conforme a temperatura aumenta, a taxa de reagdo também

aumenta (Tabela 7 e Figura 62)

Tabela 7. Parametros cinéticos para a deuteracdo de (1) como funcdo da temperatura ([1] =
0,25 mol.L e [BMMI.Pro] = 0,06 mol.L"* em 0,5 mL de CDCls).

Temperatura k'2(sh) k'-2 (s1) [IFA]eq K"
°C)
20 0,2759+0,0015x10* 0,0368+0,0098x10 0,026 7,497
30 0,9670+0,0242x10* 0,09342+0,0062x10 0,029 10,351
35 1,855+0,050x10* 0,08405+0,015x10 0,024 22,010
40 2,524+0,048x10 0,0969+0,016x10 0,013 26,006
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Figura 62. Consumo de substrato ([1] vs t) durante reacdo de deuteracdo de (1) (0,25 mol.L ™)
a temperaturas variadas em CDCls.

Utilizando a equacdo de Arrhenius (Equacdo A10 e All), derivamos parametros
associados a barreira energética da reaco, resultando em Ea=20,78 kcal.mol™ e o fator pré-
exponencial log(A)=10,94 (Anexo 36).

Aplicando a equagdo de Eyring, determinamos o valor de AG* = 23,35 kcal/mol para a
temperatura de 303,15 K (Equacdo Al12). Utilizando a equacéo de Eyring linearizada (Equacéo
Al3) e (Anexo 37), obtivemos AH*=20,18 kcal/mol, e finalmente, determinamos AS*= -10,43

cal/mol.K através da equacdo fundamental (Equacdo Al4).

Estabelecendo a relacdo entre as equacdes de Eyring e de Arrhenius (Equacdo 23 e
Equagéo 24), obtivemos os valores de AH*=20,18 kcal.mol™ e AS*=-10,48 cal.mol*.K.! Esses
valores mostraram-se muito proximos aos obtidos na equacao de Eyring, sustentando a hipotese

de que a troca isotopica H/D evolui em uma etapa determinante de velocidade.3®
E, = AH* + RT Equacdo 23
AS* = 4.576 (log A —10.753 — logT) Equacdo 24

Tendo estabelecido a cinética da reacéo de troca isotopica, determinamos as condi¢fes
ideais para a concentracdo do catalisador e o tempo de reacdo com a méxima conversdo.
Procedemos com uma ampliacdo em escala de cinco vezes da rea¢do, mantendo a proporcao de
20 mol% de BMMI.Pro para (1). Nosso objetivo foi o de separar o composto deuterado do LI
e avaliar a estabilidade e o rendimento da reacdo de deuteracdo. Os passos da sintese sao
mostrados na Figura 63.
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agitacio magnética, BMMI Pro
24 horas (=75 ‘ N="_ -~ N

temperatura ambiente \- r N Purificagdo !
- 3 \

— em coluna de silica gel o"" \ -
V] 1:1 (acetato de etilahexano) CHy
Figura 63. Parametros de reacdo e condi¢fes para a troca isotopica H/D do composto (1) e
isolamento do (1) apds deuteracdo em CDCls (0,25 mL, (1) = 0,2 mol.L%, [BMMI.Pro] = 0,04

mol LY).

Para a sintese preliminar, realizamos a reacdo por 12 horas, seguida de purificacdo. Uma
aliquota do contetido da reacéo foi retirada, e um espectro de deutério (2H) foi adquirido antes
e depois da purificacdo (Figura 64). O espectro mostrou que o método de purificacao foi eficaz,
pois conseguimos remover o catalisador do conteldo da reacdo. Sinais de RMN relacionados
aos deutérios do composto (1) foram observados, confirmando sua estabilidade apds a
purificacdo. Notavelmente, por meio da purificacdo com cromatografia em coluna de gel de
silica, as proporcdes de solventes foram otimizadas usando cromatografia em camada delgada.
A proporcdo mais eficaz para separar o composto de BMMI,Pro foi encontrada como 1:1

(hexano:acetato de etila).

a) Antes da purificacio

cDcl,;
D3" D3
777777 R — (7_,/\\,_,_,_,__/\47_) S
b) Depois da purificacdo
D3" D3'

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05  ppm
Figura 64. Espectro de RMN de ?H (61,4 MHz, 25 °C) a) (1) deuterado com BMMI.Pro; b)

somente (1) deuterado.
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No entanto, apds uma reacdo de 12 horas, a conversdo maxima na deuteracdo do
composto ndo foi alcancada. Portanto, ao prolongar a reacdo, o tempo de equilibrio da reacéo
foi afetado. Para alcangar a conversdo uma maior conversdo do composto para a sua forma
deuterada, conduzimos outra reacdo na qual o tempo de reacéo foi dobrado. A Figura 65 mostra
os espectros de RMN de 'H de ambas as reagbes apds o processo de purificacio. Para a

conversao total, foi necessario um tempo de reagdo de 24 horas.

i

85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 4.0 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0 ppm

Figura 65. Espectro RMN de 'H (600 MHz, 298 K, CDCls) de (1) deuterado a) apds 12 horas
de sintese, e seguida por purificacdo, resultando na deuteracdo de 70%. b) Ap6s 24 horas de

sintese e seguida por purificacdo, a deuteracao atingiu 94%.

Utilizando o produto isolado, obtivemos espectros de RMN de *H, ?H e!3C e o espectro
bidimensional COSY em um instrumento de 600 MHz com sonda criogénica, com o intuito de
avaliar a estabilidade, integridade e rendimento da reacdo (Anexos 38 e 39). O espectro de
deutério revelou os sinais de deutério da molécula, enquanto no espectro de 3C (Figura 66)
observou-se multiplicidade no sinal do carbono deuterado, devido ao acoplamento com
deutério. Tanto 0 COSY quanto os espectros de *H forneceram evidéncias de que a integridade
da moléecula foi mantida. Portanto, por meio desses experimentos, isolamos com sucesso a

molécula deuterada, garantindo sua estabilidade e alcancando um rendimento de 94%.
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Figura 66. Espectro de RMN de 3C {*H} (125MHz, 25 °C, CDCls) de (1) deuterado e
purificado.

Com a molécula deuterada isolada, realizamos um estudo de interacdo do farmaco
flunitrazepam deuterado versus ndo deuterado com a proteina HSA utilizando o método de
STD-NMR. Os experimentos de STD foram realizados, variando o tempo de saturacdo (0,1 a
10,0 s), mantendo constante a concentragdo do farmaco e da proteina. Em principio, no
experimento de STD, o grau de saturacdo de um hidrogénio individual de um ligante reflete a
proximidade deste a superficie da macromolécula. A partir da area ou intensidade absoluta dos
hidrogénios do ligante nos espectros de STD, obtém-se o "fator STD" (Astp), Equacéo 25.

Isrp  [L] Equacdo 25
Asrp = Ty X P]

Na (Figura 67a 1) tem-se controle (lo) e na Figura 67a Il o espectro saturado (Istp).

Portando obtemos o "fator STD" (Astp) para cada hidrogénios da molécula em cada tempo de

saturacdo, conhecido como mapa de epitopo (Figura 68).

Na Figura 67, também é possivel observar as duas moléculas e as porcentagens de
interacdo de cada hidrogénio, obtidas a partir do mapa de epitopo. As diferentes cores indicadas
nos hidrogénios da molécula representam diferentes interacdes, descritas no canto direito da

figura. E possivel notar que, para ambas as moléculas, a maior interagio ocorre entre 0s
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hidrogénios aromaticos e os sitios da macromolécula. A maior diferenca de interacdo entre as

moléculas encontra-se nos hidrogénios da metila.

b) Efeito STD
® 100-90%
@ 91-80%
® 31-70%
® 71-60%
IHZ}-:?.HM
mn% IASIE ]J[J !
@ sy e 08 N T
STD ‘
T T T T T T T 1 r T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 0 8 7 6 5 3 u ppm
& (ppm) 8 (PP'“)

Figura 67. a) Espectros de H e STD-RMN na presenca da proteina HSA. Os espectros foram
adquiridos na temperatura de 25 °C, com 1,0 s de tempo de saturacdo, na propor¢do molar de
1:20 proteina/farmaco. Os sinais dos deslocamentos quimicos encontram-se atribuidos no
espectro de (1), a porcentagem de saturacdo de cada hidrogénio €é identificada por uma escala

de cores. a) STD do composto (1) deuterado b) STD do composto (1) ndo deuterado.

12 J Flunitrazepam 12 Flunitrazepam deuterado
10 H 10 4
8 g
= >
= 6 ¢
e <
<
4 4
24 2
0 04
—a—HI
-2 T T T T T T -2 T M T T T M T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tempo de saturagdo (s) Tempo de saturagéo (s)

Figura 68. Grafico "fator STD" (Astp) versus o0 tempo de saturacdo de 0,1 a 10 s, comumente

chamado de mapa de epitopo.

No mapa de epitopo (Figura 68), foi avaliado que a saturacdo maxima foi atingida em
1,0 segundo. Portanto, foram realizados experimentos para estimar a constante de dissociacéo
proteina-farmaco (kp), variando a concentra¢do do ligante enquanto se mantinha constante a
concentracdo da proteina e o tempo de saturacdo. Em seguida, obteve-se uma curva de ASTD
em funcdo da concentragdo dos farmacos (Figura 69a-d). O valor de kq foi calculado por meio
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do ajuste da curva utilizando um método ndo linear com uma funcdo do tipo Michaelis-

Menten, 190191

Nas Figuras 69a e 69c, sdo apresentados os valores de kq para o hidrogénio H1, e nas

Figuras 69b e 69d, para os hidrogénios H7 e H14. Observa-se que ndo houve variagdo

significativa entre as constantes de dissociacdo das moléculas. Para ambas as moléculas, 0s

valores obtidos estdao na ordem de 107 mol-L, indicando que a interagdo com a proteina ¢

fraca.
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Figura 69. Curva obtida a partir de Asto em fungéo da concentragdo do ligante. O kp foi

calculado a partir do ajuste da curva por um método ndo linear com uma funcdo do tipo

Michaelis-Menten. a) e b) composto (1) ndo deuterado, sendo a) o deslocamento quimico do

H1 e b) o deslocamento quimico dos H7, 14. c) e d) Semelhante a (a e b), mas para o composto
(1) deuterado.
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2.5 Conclusdes

O LI BMMI,Pro demonstrou eficacia como catalisador para a troca isotopica em CDCl3
a temperatura ambiente nos compostos (1), (2) e (3). A deuteracdo dos compostos ocorreu
principalmente nos atomos de hidrogénio mais acidos das moléculas. Empiricamente,
demonstramos que a reacdo de troca H/D entre o LI e 0 composto (1) segue uma cinética de
pseudo-primeira ordem. Experimentos de variacdo de temperatura produziram parametros de
ativacdo consistentes com a barreira energeética tipica para reacoes de troca isotépica H/D. Ao
correlacionar as equacdes de Eyring e de Arrhenius, observamos que os valores de AS* ¢ AH*
foram idénticos aos obtidos a partir da equacao de Eyring linearizada. A espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) desempenhou um papel crucial na interpretacdo e
confirmacéo dos resultados, proporcionando entendimento abrangente através de experimentos
de H, 2H e 13C. A purificacdo com gel de silica de (1) demonstrou ser eficaz, resultando em um
rendimento final da reacdo de 94%. Em resumo, os resultados apresentados indicam que a
deuteracdo de compostos usando o LI BMMI,Pro é altamente promissora, abrindo caminho

para estudos adicionais que explorem uma gama mais ampla de compostos farmacéuticos.

Com base nos resultados de STD-NMR obtidos para o composto (1), algumas
conclusdes podem ser inferidas: ndo observamos uma diferenca significativa na interacao entre
os dois farmacos, deuterado e ndo deuterado, com a proteina HSA. Para ambos 0s

medicamentos, a interacdo com a proteina ocorre principalmente nos hidrogénios aromaticos.
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Anexos

Caracterizacdo do Sofosbuvir
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Anexo 1. Espectros de RMN de *H com saturacéo da hidroxila do solvente e com assinalamento

dos atomos de hidrogénio do sofosbuvir, em DMSO.
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Anexo 2. Espectro de RMN de 1H NMR com a expansao dos sinais das metilas foi aplicado Ib:
-2 e gh: 0.5.
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s o T % = I Dale 202107
[ o s T ] — Time 7.32h
T S o o INSTRUM spect
= 0 PROBHD  Z820201 0230 (
T & PULPROG 7epg30
I D 68
SOLVENT DMSO
NS 8192
DS
SWH 24038.461 Hz
FIDRES  1.467191 Hz
1740 1720 1900 1680 1660 1640 1620 1516 1512 1508 15047 1416 1908 1400 1392 1384 m= 1300 1280 1260 1240 1220 12007 :8 0'6871,54744 see
cio DwW 20.800 usec
DE 6.50 usec
C\P Cl,.ﬁ 3 c1 TE 298.2 K
g 9 <4 3 DI 0.10100000 sec
2 = z & - Dl 0.03000000 sec
2 Z ® a8 TDO
— ' ! r "“ SFO1 100.6228283 MHz
NUCI 13C
PO 5.00 usec

“10227.70
o
=
“10046.80

103271024 006 1008 1.0 912 004 9906 898 %80 972 ™ 808 804 800 796 192 ~| Ty 7 6
C2 C13
0 g 14

6887.7

(]
-3

6558.32
% “5055.64 )
“2034.55
T
X

“2197.8

[»]
=

T1722.26 "

696 G88 680 67.2 664 636 648 ™ 508 50 ™ 220 206 212 208 204 200 ™ 176 172 168 164 ™
T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Anexo 3. Expansdo do espectro de **C{*H} do sofosbuvir em DMSO.

H1,3
H25,27 H
H24,28 36 H1D H14
NH21 Hig| | NH718 H19H2Hg [HS uo
- ppm
]
—_—— 0 . é ol
F 2
— ]
4 E 3
# L ']
b M P4
- ¢ ' b
4 ' 0
2 0° 0 =6
_
— laﬂ
4 [

T T T T
13 12 11 10 9

904
-
=N
W
IS
[
o
B
=4

Anexo 4. Mapa de contorno *H-H COSY do sofobuvir em DMSO.

15.00 usec

Pl
PLW1 70.00000000 W
SFO2 400.1316005 MHz

NUC2 1H

CPDPRG[2  waltzl6
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLWI12 0.14267001 W
PLWI13 0.07176200 W
F2 - Processing parameters
SI 32768

WDW

SSB 0
LB 8.00 Hz
GB 0

PC 140

Current Data Parameters
NAM nmr
EXPNO 101
PROCNO
F2 - Acquisition Parameters
Date 20210709
Time 19.14h
INSTRUM spect
PROBHD ZR’UZOI 0230
PULPRO(‘ cosygpaf

g

il
':.(JLVLh T DMSO

DS 16

SWH 8012820 Hz
FIDRES 3.912510 Hz
AQ 02555904 sec
RG 64

DW 62.400 usce
DE 8,00 usec
TE 298.1K

Do 0.00000300 sec
D1 1.0000000 sec

D13 D.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00012480 sec

v 1
SFO1 400.1313389 MHz
Cl IH

PO 8,00 usec

PI 8.12 usec
PLWI 12.08199978 W

GPNAM[1] susom 100

GPZ1 10.00

Plo 1000.00 usec

qumslllun parameters
256

SFOI1 400.1313 MHz

FIDRES 62.600159 Hz

SW 20.025 ppm

FnMODE QF

F2 - Processing parameters

SI 1024

SF 400.1300024 MHz

WDW SINE

SSB 0

LB 0Hz

GB 0

PC 1.00

FI - Processing parameters
1 1024

MC: QF
SF 400.1300036 MHz
WDW SINE

SSB 0
LB 0 Hz
GB 0

SF 100.6127690 MHz
EM
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H25,27
H24,28

H26
NH21

NH7,16 H19
/ Y

| ST

H2

H9
ik

H5,11

Current Data Parameters

NAME e
EXPNO 202
PROCNO

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210709

Time 2042h

INSTRUM  spect
PROBHD Z820201_0230(

“ TULPROG _ hiassgn
’* B 20 SOLVENT DMSO
NS 2
DS 16
i 0 SWH 012820 Hz
FIDRES 3912510z
AQ 02555004 soc
o m A0 B e
DE 500 usee
CK } TJF- 2‘)?(2\:‘(‘“
CNST2 145.0000000
B
1
D4 0.00172414 El::
9 26 60 DIL - D03000000 e
16
c2 3 M 9 27 ND 0.00002080 ::L:
c11—3 Tou 1
SFO1
} NUC
C10— ~ 80 m .12 usee
§ P2 16.24 uscc
8 0 usee
C16 = PLWI 1208199978 W
SFOZ 1006203150 MH
C13\ o 4 100 CPDPRGI2  garp
c19 o) = 3 15.00 usec
— P 3000 usec
2 "‘?'PDZ ?ﬂ].;::! Iiil:l:
H.C PLWZ 10519000244 W
e CH, PLWI2 369700995 W
3 (i)“%'iAM[T 1 SMD:;‘:J 0.100
C25,27 H1,3 F 120  GrNami SMSQ10.100
% ! Grzz 20.10%
C26 Hi4 H6 I\ f‘ P16 10000 usec
24,28 3 HE L . I A
SFO 00.6203 )
cis) YT
FAMODE  Echo-Anticcho
c22 " F2 - Processing parameters
. sI
s 3
C23 } . ;i%“' A00.1 %[;}'.SEMHZ
c20 160 s o
s |
F1 - Processing parameters
C4 " s, 1024
. Em— Am— Me2 -
- 180 o
LB
T T T T T T T T T T T T T T GR
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0  ppm
1 13 H
Anexo 5. Mapa de contorno “H-{**C} HSQC do sofosbuvir em DMSO.
H1,3
H6
H25,27
H24,28 tH26 H14, W3

H19

H10

\ /NH?,IG t H2
NH21 H13" L oH

c14 j
c13_ Co——3 PRI . W L 20
i e :
‘ ' F 40
cs | l
c2 i %
c11 3 il . ]
cxoj | I ‘ ] L 80
c15}
c13 J
cw;] ‘ } ol 100
C2527 — 4 ~ofe 120
czs—t 0o
cz4,23—__} o4
C18 : ' 140
c22
c23 § T 4
20— ¢ ' 160
] L 4
' 180
T T T T T T T T T
2 1 1w 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

s

C9
C2
C11 —

c1o-}

Il

C16 =
c13
c19 \1 =
[ et st it e gt

Current Data Parameters
NAME nme

> 300
PROCNO |
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 202107

Time 2337

INSTRUM " spect
PROBHD _ Z820201_0230 (
PULPROG  hmbegpipndal

™
SOLVENT
Ns

4096
DMSO
64

DS
SWH

FIDR

AQ

RG

DW

DI o
T 298.2

CONST2 1450000000
CNSTI3  10.0000000
DO

12.8199978 W
100,6228293 MHz
13¢

15,00 usec
PLW2 10519000244 W
GPNAM1]  SMSQ10.100
GPZI 50.00 %
SMSQ10.100
3000 %
SMSQ10.100
73 40.10 %

PI6 00 usce

F1 - Acquisition parumeters
™ 256

SKOl
FIDRES
SW

7
GPNAM(2]
GPz2
GPNAM(3]
Gpza

100.6228 MHz
187.800476 Hz
S 238597
FiMODE
F2 - Processing parameters
1024
SE - 400.1300008 MHz
oW SINE
0

1}

0z

100
FI - Processing parameters
st 1024

MC2 QF
SF 100.6127793 MH7
WDW SINE

s
LB 0Hz
G 0

Anexo 6. Mapa de contorno *H-{**C} HMBC (400 MHz) do sofosbuvir em DMSO.

121



Anexos

H25,27
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" o
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Anexo 7. Mapa de contorno “H-{**P} HMBC do sofosbuvir em DMSO.
Caracterizacdo do Tenofovir disoproxil fumarato
H2',3' Current Data Parameters
I’Llﬁ NH21 r\,’ NAME nmr
g [ : EXPNO 12
"19 = bt s PROCNO, l
5 ] S & F2 - Acquisition Parameters
ty ! =] ! Date_ 20221003
@ i Time 822N
i INSTRUM  spect
PROBHD 7820201 0230 (
PULPROG 2g
D 32768
SOLVENT ~ DMSO
NS 8
T T T T T T T e 4 o
815 810 805 800 ppm 725 7.20 ppm 6.64 663 ppm ?nf):ﬁg &8.]42,{2524",?7
H5,7 AQ 2.0447233 sec
RG 4
EUNZERSgSRERS 3 H3,9 DW 62,400 usee
' = £3 9% 51 SR RO YRGS . H1s DE £.00 usce
HOaNNNNNNNaS 5 FEp e R L i gL A2 38 38 TE 252K
22 33 332285555555 I= 2% 2T 2% D1 2.00000000 sec
TET YT v EE RE 5% 53 DO 1
(i [ I [ SFO1 400.1324008 MHz
NUCI IH
Pl 825 usec
PLWI1 12.08199978 W
F2 - Processing parameters
s 32768
SF 400.1300005 MHz
T T T T T ) T T T T prm WDW no
5.60 5.55 5.50 M 185 480 e 430 425 4.20 4.15 SSB 0
HI2,13 LB 0 Hz
. H1,2,10,11 5 100
H 25 ER Hi14 ) o35
g ] e & w —N
! ¥8 %% g e Nf_ P,
T kil 10 BN /|7
CH; © le »
,Q JJ\ 15N 23
e o8N 9[ 16
i
7'\ [ ST
4.05 4.00 3.95 3 126 125 124 123 122 " 108 107 106 105 " _p 12
0760
N
T
" PN
J ‘ | o N,
¥ Py
I 2 HGT oHs
o) o (o ) £ ol oo ! oH -
| 09| (= — (=] wy e k=1 [=1L=]
AP I [ b I A [ i il o
T T T T T T T T T T T T
10 9 3 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Anexo 8. Espectros de RMN de *H com saturac&o da hidroxila do solvente e com assinalamento
dos atomos de hidrogénio do tenofovir disoproxil fumarato, em DMSO.
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Current Data Parameters
NAME

cra c17 C19 48 c18 C16 EXPNO P
= = P " o PROCNO 1
a = N " = wy F2 - Acquisition Parameters
g 2 o= - 3 = Date_ 20221003
z = T o = = Time 755k
= w - by bl hc INSTRUM spect
T i T T T T PROBHD 7820201 0230 (
PULFROG  zpp
F | i ™ 32768
| SOLVENT DMSO
‘ \ ‘ NS 8192
DS o
SWH 24038461 Hz
FIDRES 1467191 lz
AQ 0.6 sec
v 20.5 usee
e DE 650 usee
T T T T T T T T T T : T : ; TE .
oo 156.0 155.8 1528 1526 1524 1522 ppm - 5 D1 010100000 sec
166.0 o ppm o 1498 P 141.4 1412 ppm ol oo’
1
23 - C5.7 c13 3,9 SFOl 1006228293 MHz
= o p o8 © NUCI 13C
@ e B2 & = PO 3,00 usec
z =4 o g = o Pl [500usec
T = = T 2 & PLWI  105.19000244 W
= n + 5 ~ o= el SFO2 4001316005 MHz
Fd ! ! ] NUC2 1H
[o— CPDPRG[2  waltzlé
PCPD2 90.00 usee
PLW2 12.08199978 W
PLWI2  0.09346400 W
PLWI13 (04801800 W
F2 - Processing paraimeters
st 32768
SF 100.6128162 MHz
WDW EM
_’_/_j SSB [)
LB 3400 Hz
T T T T T T T T f T T T T T T T T T — &8 D
1341 1340 1339 ppm 1186 1184 1182 ppm 844 842 840 ppm 76.0 758 ppn 732 T30 T28 726 L 1.40
2 = c1s
" i C1,2,10,11 Cl4 19
o - < = NH,
f | = by @ 2T\
F b = i 18N
| ' o =) CHy 0
1

22 N
15~ N~ 33
0 ]/( 6

-

{

%)

—

}

|

\__
:f}c—

e

635 630 615 610 615 61.0 W PR by a4 2s o 168 166 e k
3 O
EN
\ | 07" 0
J an | ! ' 1 L | | 3
HiC cH,

T 1 T \ I L T T N
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Anexo 9. Expansio do espectro de **C{*H} do sofosbuvir em DMSO.

H1,2,10,11
Current Data Parasmserers.
B
H2',3' PRocNo i
oo s
20221002
H16 Hi4 W

INSTRUM
PROBID 2820201 0230 (
PULFROG _ cosyppal

™ 96
PPM soivess ™ Mowso
NS &

H5,7
H21 [ H15 H12,13
Y

i D8
| S
FIDRES
o
"
L B
Hi4 1 o
B0 000000 sec
DY ioocanose:
| B3 G omoonion e
3 DI& 000020000 s¢¢
Mo Dm0
] T i
| 2 SFOL 4001324008 MHz
H NuCH 1H
b L]
GPZ1 10.00 %
Be' 100000 wee
K I
T o

SFOI 4001 324Mitz

FIDRES 48 050500 He

15,659 ppin
oF

FaMODE

H12,13 = __,,_?
H15 2 8

i 0
H3,9 = © . PC Lo

F1 - Processing parameters
81 1024

wez oF
SF 4001300007 MHz
WDW INE

HS,7 o &

1B
a8

H2'3" & H12,13=

H21 — #

H15 =

H19— a

L B B L I I I R (UL I

8 7 6 5 4 3 2 1

Anexo 10. Mapa de contorno *H-H COSY do tenofovir disoproxil fumarato em DMSO.
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H1,2,10,11
H2',3'
H16 H14
H1g H5,7
II H21 3,9 Hl\f_'v H1},13 I
L
c14___| .
€1,2,10,11 t
——— .
c15— -
c12—-
c3, .
C13— we .
c5,7—— ®
10
CHy 0
9
e 078N
€20 ¥ i
Yk o
i | ?) 14
(oI 1 — i 12
’ ! 0o
c16— k — 140
3
c18 0
c4,8,.518 )
c19;ﬁ 0 Xy
c17 =
L 3 160
c1',4'— H-‘E 'f”-‘
180
T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 2 1 0 -1 ppm

Anexo 11. Mapa de contorno
DMSO.

H2',3'

H16
H21

H5,7

H1,2,10,11

H14

Cci4

H15 H12,13
I H3,9 % N
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C20—

c2',3" afe

-

Cl6 — (]
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10 9 8

Anexo 12. Mapa de contorno *H-{**C} HMBC do tenofovir disoproxil fumarato em DMSO.
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J ‘ H5,7 H12,13 ¥
- | :
I A k A oaw X . ! PPM Frocs
25 -0
19 _—N,
/= N
10 2N N /ﬁ m
; 18
CHy O » " L NS
o /U\ (s Nt 5 bs 16
. SWi 597,015
HyC 070 i3 16 FIDRES  273291%
1 AQ 03650093
o CH; RG 2050
o 4" DW £0.333 usec
DE .00 usec
2P 12 =10 T 082K
0% 5o CNSTI3 0000000
DO 000000300 scc
K DI 100000000 sec
5y D6 006250000 sec
S Dl6 ec
o H /4& INO 000008900500
- av
N j’\ o 15 Sa s
3 NUC1 IH
Pl 8,00 usee
2 / HC™ “cH, P 16,00 usec
1 z ! PLWI 1208199078 W
OH SFO2 1619790220 MHz
: 0 0
P6 — - ' : PLW2 1800
1] : GPNAM1]
: Gpzl
GPNAM[2
GP7:
GPNAM[3]
F25 ez
Pl6
Fi'- Aca
™
SFO1
FIDRES S 2
SW 44737 ppm
30  FavonE oF
F2 - Processing parameters
i 2048
SE 4001209981 Mz
VDW SINE
SSB J
LB Ol
35 ob o
1.og
F1 - Processing parameters
st 1024
M2 QF
SE 1619753964 MHz
Wwow SINE
558 0
T T T T T L 0 Hz
GB o
10 9 8 L 0 ppm

Anexo 13. Mapa de contorno *H-{3'P} HMBC do tenofovir disoproxil fumarato em DMSO.

Caracterizacdo das misturas

T T T T T
8.424 8.421

T T

T T T T T T T T T T T T T T T
5.800 5.797 5.794 535 534 533 532 531 5.30 4.525

T
4.515

4.510

T
4.505

T T T : T T
3.74 3.70 3.66 3.62 1.335 1.325 1315 1305 0975 0.965 0960  0.955
1l L | ™ s L
r . T T T T T T T T T T . T T T T T T
100 95 90 8 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 10 05 00

Anexo 14. RMN de H (400 MHz, 25 °C, DMSO). Acompanhamento da reagio por 24 horas
da degradagc&o &cida do Tenofovir na concentragio de 1,0 mol.L de DCI, as regides expandidas
destaca a formacéo dos produtos de degradagdo com o tempo.
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Anexo 15. Espectros de 3P obtidos durante 48 horas de teste de estresse alcalino, na expanséo
sdo apresentados os produtos de degradacdo formados com o tempo. Os espectros representados
nesta figura foram adquiridos a cada 52 minutos, na figura sdo apresentados apenas metade do
total de 52 espectros obtidos em 48 horas para melhor visualizacdo. A condicdo de degradacgéo
foi de 0,05 mol.L™* de NaOD.

(W

Anexo 16. Espectros de 3P obtidos durante 48 horas de teste de estresse alcalino do sofosbuvir,
na expansao sao apresentados os produtos de degradacéo formados com o tempo. Os espectros
representados nesta figura foram adquiridos a cada 52 minutos, na figura sdo apresentados
apenas metade do total de 52 espectros obtidos em 48 horas para melhor visualizagdo. A

condicao de degradacio foi de 0,1 mol.L de NaOD.
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©n o 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 14 2 3 4 5 6 7 3
Anexo 17. Espectros de 3!P obtidos durante 48 horas de teste de estresse alcalino, na expansio
séo apresentados os produtos de degradacdo formados com o tempo. Os espectros representados

nesta figura foram adquiridos a cada 52 minutos, na figura sdo apresentados apenas metade do

total de 52 espectros obtidos em 48 horas para melhor visualiza¢do. A condicao de degradacéo
foi de 0,2 mol.L* de NaOD.

1055 1050 1045 1040  1.035

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Anexo 18. Espectros de *H obtidos durante 24 horas de teste de estresse alcalino do sofosbuvir,

na expansdo sao apresentados os produtos de degradacéo formados com o tempo. A condi¢éo

de degradacéo foi de 0,2 mol.L™* de NaOD.
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Deuteracdo de farmacos

H1 5 H16 Current Data Parameters

K\N NAME BMMLIm
\{ 0 z EXPNO 1
~ PROCNO 1
H3c 3 9 H13 H4, H5 | F2 - Acquisition Parameters
o oo
1"

Date_ 20211105

Time 14.41

INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/

PULPROG zg30
®>13 TD 32768
16 N SOLVENT D20
12 NS 32
DS 2
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447233 sec
RG 77.32
DW 62.400 usec
Hi1 DE 10,00 usec
2£3 TE 298.0K
N7 D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f] ========
SFO1 400.1324710 MHz
NUCI 1H
Pl 8.00 usec

PLWI 16.00000000 W
F2 - Processing parameters

A1 40 39 38 17 36 35 34 31 12 31 30 20 28 27 26 25 ppm 08 17 18 18 14 03 12 11 10 65 08 pm s1 65536
H,0 SF 400.1299619 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
0

YR U R U SR

2.17
[ p—
3.00 =

(=)}
w ]
=~
[3%]
(3%
=

ppm

Anexo 19. Espectro de RMN de H e estrutura molecular de BMMI.Im.

c13 S
E im
£ C15, C16 EoNO
- s PROCND
b = F2 - Acquisition I"u ameters
[ = Dme 20211
- Time 14. 5()
| INSTRUM spec
PROBHD. 5 mm FABEO b1y
|'| LPROG zgpg30
C4 65536
‘ = C5 SOL\‘ENT D20
] o NS 51
c2 s o DS
. = & SWH 24(13N.4f~l Hz
=N | T FIDRES 0.366798 Hz
P | I AQ 13631488 sec
=5 RG 195.04
| | DW 20,800 usec
DE 6.50 usce
TE 298.0 K
DI LO0DDO0O sec
| DIl 003000000 sec

A w’/j . L D CHANNEL 1
% == CHANNEL f] ===
aprd Ay \'VVW"LQJ e e - SFOI 1006228293 MHz
’ NUCI [

T T T P T e e T T
144 1 142 141 140 139 138 137 136 ppm 23 1z 1215 1o 1205 e 1 10.00 usec

P
PLWI1 7200000000 W
=== CHANNEL f2 ==mmmmee
cs c6 C9 c10 ci1 S o s i
2 3 ] g @ CPDPRG[2 nmzlﬁ
[ = =] = ol PCPD2 90.00 usec
"~r 'r T |_ ‘_ PLW2 1£.00000000 W
PLWI2 018819000 W
c7 , /
<
3
WD
SSB \
LB 3.00 Hz
GB 0
PC 1.40
5
' eermesomerstene) ‘ TN
I‘\wv-r‘v«" M A o A | ‘N"\:’N 'M'\muv\ N®N
S CHy  CHy
7 1
15 N
Oy
1 16 N
- 12
T T T T T T
160 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Anexo 20. Espectro de RMN de *C{*H} e estrutura molecular de BMMI.Im.
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H5 Current Data Parameters
NAME  BMMIPro
H6 EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
1110

Date 202
| N/ Timé L
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG 2530
3

D 276
SOLVENT D20
NS 32

DS 2

SWH 8012.820 Hz

FIDRES 0244532 Hz
AQ 2.0447233 sec
AR RG 7732

. S S e o s BE o

L T T T . T T T T . . v r r T T v T T yTE 2080 K
Mo AN I 7% W 7 1% 7N pe 4 0 39 1% 37 36 35 34 pm DI 1.00000000 sec
™o 1
CHANNEL f1
H7 SFOI  400.1324710 Miz
2 NUCI I
5 Pl 8.00 usec
i PLWI 1600000000 W

F2 - Processing parameters

SI 65536
SF 400.1299604 MHz
WDW EM

SB

3 a
LB 030 Hz
GB 0
H15 5 2 ® PC 1.00
L Qs (e i
5
o arema i JM 4@\ '& s
T T - e hES N w0
TUTTI0S 0 205 290 285 280 275 270 265 260 265 2sm ppm 23 21 20 18 18 17 16 15 14 13 12 11 10 08 08 ppm |-|3c’ 3\<2 9
6
H,0 7CH3 1C1H3

I 11T

Current Data Parameters
NAME  BMMIPro
EXPNO 1

2

Date 20211110
Time 03
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BY

v

ol

o0

= .

]
PULPROG  zgpg3
n 65536
SOLVENT D20
NS 513
DS 4
SWH 24038.461 Hz
FIDRES 0.366798 Hz
AQ 13631488 sec
RG 195.04
DW 20,800 usee
DE 6.50 usee
i3 2980 K
D1 1LO0DOOD00 sec
DIl 0.03000000 scc

1

TE23TUIREZIRAD 1820 1819 ppm 443 1442 1441 1440 1439 1438 1437 e 132.5 1220 1315 1210 1305 1200 PPW 6160 6135 6150 6145 6140 6135 6130 6125 W% TDO

144038
- (o)
121919
120,580
“61.42 9
w

NNEL f| ===
24293 Miz

Pl 10.00 usec
PLWI T2.00000000 W

NUC2
CPDPRG[2 walizlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2  18.00000000 W
PLWI2  0LIS519000 W
PLWI3 015234999 W

F2 - Proce: neters

iy
-
(9]
~

~4500 0
«
— (o]
3437 Q)
(9]
=

30948

30650
0

—12.66 (9]

—25.

L=}
0
[
a
(o]
1881
o

—8.66

0
% 4753 Q
14

b=+

7 5.5 ppm
480 475 470 465 400 455 pp 35 30 25 20 15

II(J
16
J 17

T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Anexo 22. Espectro de RMN de C{*H} e estrutura molecular de BMMI.Pro.

129



Anexos

EEEEEF NN N X G b g b bt E b =gy ] Current Data Parameters
iada it thagsddaadaadaaddtisssdsddsddadddddst it NAME 0701 s
L“\{%.\t/ hﬁ%‘-ﬁ%ﬂw W%% /%/ EXPNO _ l;mlrazepam
PROCNO 1
H7,H14 F2 - Acquisition Parameters
~a Date_ 20230702
Time 1549 h
H13 INSTRUM spect
PROBHD Z820201_0230 (
PULPROG g
H1 1D 65536
z SOLVENT CDCI3
H15 T NS 16
DS 0
SWH 5859.375 Hz
FIDRES  0.178814 Hz
r W r j r‘ AQ 5.5924053 sec
< g 3 £ 5 RG 64
et ° T - e DW 85.333 usec
8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7‘9 7‘8 7‘7 7.6 7.5 74 73 T 2 T | ppm DE 8.00 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
" . SFOl  400.1320796 MHz
H3 H3 NUCI 1H
iz 58 PI 7.99 usec
I 1 PLWI  13.39999962 W
F2 - Processing parameters
" N SI 65536
ﬁsf ﬁ f H SF_ 400.1300000 MHz
T — T T T ey WDW no
5.‘0 49 4?3 47 46 45 44 43 42 4TI -‘HJ % 9 3 B %T 3 f: % 5 ppm SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
:
4 e
=] [=11 Nast
T T [ T T 1
6 5 4 3 2 ppm
Anexo 23. Espectro de RMN de H e estrutura molecular do composto (1)
c1a s
c2 B B fx\ 701_Flunitrazepam
E ca : ce e co 2 &z £, o Pt
7 3 T T £ a roor .
R 3 ”*m
- ®
SWI
’\(r
-.4t1-42<- 1) a0 - i hs TR 1463 16D 1459 14 T3S DAM 1308 0AI0 [Hes Dhm 15298 13250 A n?ijr‘l‘, "‘Nx‘ﬂxn;:‘“
2 c8 C10,C13 c7 N e
& z g 3 C15 c3 c1 b e
2 s 2 H 3 2 = SFOT 4001316008 Mt
g £ b b 1H
PL.
124, L% & ade 4 & W W B e PC
T T T T T T
180 160 140 120 1 00 20 0

Anexo 24. Espectro de RMN de BC{*H} e estrutura molecular do composto (1).
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H1
H7,H14
H13
H8 H10 H12 " ' Current Data Parameters
H15 H3 H3 NAME  070]_Flunitrazepam
M Mo L L PPM  Exeno 200
NG
r 20
SOLVENT €DCL:
NS 2
Cl
DE .00 sce
TE 2083 K
c3 CNST2 135 6000000
Eogp D0 00w
DI 000000 sec
D4 00017214 e
1 003000000 sec
DI3 000000400 sec
DI6 000020000 sec
D2 Q0034828 soc
CDCly—! IND 000002080 sec
= 8 0 Dav 1
4001320795 Mz
i
W
= 1006228203 MHz
l 0 O NUC2 13
CPDPRGI2  gum
P3 15.00 usee
000 uses:
B0.00 usec
10519000244 W

PLW2

PLWI2 300799095 W

120 cenamnl smsgiim
000

000 %
SMSQ10,100
20,10 %

Cl5 I .
Ny —
Cll——

[t o[-
Qra—=

P (0 usec
I;_ i f Po— :“'r:.\;..r,\
Sfo1 e
c9—| H 140 pous o
A FaMODE  Echs Atiecho
Cc6— 3 T3 Protessing panmetcrs
i i
SE 00 130000 M
Vo Qi
€16 7 r160 i i
C4— e 100
c2— Fi - Proceetug parumeees
1024
MC2 echo-anti
SF 7
T T T T T T T T 180 ¥ 7
10 9 8 7 6 5 q 3 2 ppm & o

Anexo 25. Mapa de contorno *H-{**C} HSQC e estrutura molecular do composto (1).

H1
H7.H14 Current Data Parameters
NAME  0701_Flunitrazepam
EXPNO 300
PROCNO 10
H10 H13 F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230702
H8H12| | H1s Timé .
H3" H3' H;0 INSTRUM et
PROBHD Z820201_0230 (
A A | ppm PULPROG hmbcgpipndpraf
HJ'W; H13 b!gLVENT Cnel3
Ha  Hie H12 H1s 3
| I _I‘A_m_ - NS 75
C15 =i l # | s
i ™ AQ
c10.cH5 -y RG 205
“(‘ B P ap 5 = DW £5.333 usec
| ) " DE £.00 usec
i E - E 298.1 K
Cl—— b = g CNST2  145.0000000
- CNSTI3 80000000
o N 000000300 sec
. rd DI 200000000 sec
o b - D2 000344828 sec
D6 006250000 sec
c3 155 DIl 0.03000000 scc
o ' ' ‘ DI2 0.00002000 sec
o] - Di6 0.00020000 sec
ca o ¥ -y & 168 INO 0.00002080 sec
2 . TDav
T SFOI  400.1320795 MHz
NUCI 1H
CDCls T s W2 ®0 78 78 14 72 70 e Pl 8.00 usec
P2 16.00 usec
PLWI  12,08199978 W
PLWO 000003093 W
SFO2  100.6228293 MHz
NUC2 13
P3 5.00 usec
PLW2 10519000244 W
F 100 cpnamMin) sMSQL0.100
GPZI 50.00 9
GPNAM[2]  SMSQ10.100
GPZ2 30.00 %
GPNAM[3]  SM5Q10.100
(215_ﬁ v o ‘ L] GPZ3 40.10 %
- PI6. 1000.00 usee
c10.c13%7— 8§ 1200 21 1 uistion mmciers
Cll-——— o Wg 00 " ™ 256
CB“’C1 C5 . SFOI 100.6228% MHz
% 1— e [] . @ FIDRES  187.800476 Hz
SW 238.897 ppm
. L FiMODE F
Cco [ ’ 140 £~ processing parameters
] s1 102
C6— |- é 1 L) SF 400.1300000 MHz
WDW SINE
16 } 84 =160
ca—— +—§+—o
C2—— v r
WDW
T T T T T T T T T 180 s
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Anexo 26. Mapa de contorno *H-3C- HMBC do e estrutura molecular do composto (1).
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Current Data Parameters
Ha" H4' NAME
T 5 100123_Betamethasone
_H24 ‘ EXPNO 1
i i H27 PROCNO 1
o F2 - Acquisition Parameters
,‘H_zws,n | Date_ a 2023011
CHCl3 29429 Time 20.51h
s NV INSTRUM spect
PROBHD Z75812 0071
PULPROG zg
TD 32768
SOLVENT CDCI3
i S M =5 4 . i NS
= H El Ell E 5 DS 0
1 7@ 7 am na M Ta 1@ 73 we | 535 636 634 632 630 68 628 624 622 620 618 616 60 pom  AM Aa 4w 4% 4w am am 4 4k am am 43 ew wm SWH 9014423 Hz
FIDRES 0.550197 Hz
H23 AQ 1.8175317 sec
b RG 32
( DwW 55.467 usec
DE 12.00 usec
TE 2082 K
D1 2.00000000 sec
TDO 1
SFO1 600.2324008 MHz
NUCI IH
P1 6.50 usec

PLW1 8.10000038 W
2 - Processing parameters
SI 32768

SF 6002300000 MHz
WDW

RESN - E: -0

27 26 25 24 23 22 21 20 19 ppm 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 195 110 105 100 ppm

L

[

LUS

il
ol ||
T
3

N4

Anexo 27. Espectro de RMN de *H e estrutura molecular do composto (2).

C?4 Current Data Parameters
E NAME  100123_Betamethasone
c2s c3 = 29 €27 o !
. = = PROCNO 1
] g ? ‘5 F2 - Acquisition Parameters
[ = Date 20230111
Ccs [ c22 Time 85.58h
g 2 INSTRUM spect
g Z PROBHD Z75812 0071 (C
! PULPROG zgpg30
™D 32588
SOLVENT CDCI3
NS 8192
DS 0
SWH 34722223 Hr
___ FIDRES 2130982 Hz
= T AQ 0.4692672 sec
RG 203
DW 14.400 usec
C190nk 18.00 usee
TE 2082K
DI 0.10010000 sec
C1e DII 6,03000000 sec
g
[

—99.51

TDO 1
SFO1 150.9437536 MHz
NUCI 13C

PO 3.67 usec

Pl 11.00 usec

PLWI1 9500000000 W

o= SFO2  600.2324009 MHz
ONUC2 IH

CPDPRG[2 waltz16

PCPD2 70.00 usec

PLW2 810000038 W
PLWI2 0.09801000 W

Y
PLWI3  0.04929800 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 150.9279540 MHz
WDwW EM

0
24

L1 I | IHHIHI

T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Anexo 28. Espectro de RMN de *C{*H} e estrutura molecular do composto (2).
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H12
2 =222 Current Data Parameters
< fff? NAME Oxcarbazepine
: EXPNO 1
| | h H9 H10 H4 PROCNO 1
‘I“ U 1 EEEC888e ZIREFRERLER HRe2g%s F2 - Acquisition Parameters
R s Sl e e Dat 20220826
‘ | | Y S\ VASVZY 7 Time Taigh
INSTRUM spect
‘ | | PROBHD Z820201_0230 (
, I | PULPROG 7
| [\ ﬁ" ﬂ ﬂ D 63536
| K ‘ | [ |1 I | |b| P\ U'U\jl SOLVENT  CDCI3
I NS 16
_,J —— k_. _J . J I\..J U#_ l/\J v L DS 0

- — B T cantl e e SWH 8012.820 Hz
=R E ] & FIDRES 0244532 1z
T T T T T T T i e m o m am ok b m o o en AQ 40894465 sec
' ’ i . o e RG 512
DW 62.400 usec
DE 8.00 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
' SFOI1 400.1320747 MHz
H17 H1" H1 NUCI
53 13 Pl 8.34 usec

T PLW1 12.08199978 W
F2 - Processing parameters

SI 65536
SF 400.1300086 MHz
WDW no

| im” PR
daEgs N

T T T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2

Current Data Parameters
Ci4 NAME 0807 Oxmrbda.pml.
@ EXPNO
= PROCNO |
h C %6 F2 - Acquisition Parameters
= Date 20807
T Time 19.03h
INSTRUM spect
9 PROBHD 2820201 0230 (
PULPROG  zgpg30
Cgl 3 C: ™ 32768
- z SOLVENT CDCI13
T = NS 8192
DS 0
SWH 24038461 Hz
FIDRES 1.467191 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 2050
DW 20.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
1921 1920 1919 1918 1917 1916 1915 P 15595 15590 15585 15580 15575 15570 15565 15560 15555 PR 1435 1430 1425 1420 1415 1410 g DI 0.10100000 sec
DIl 0.03000000 sec
TDO 1
c9 SFOL  100.6228293 Milz
c1 NuC 13C
c10, c7 C12¢3 C6 ‘ci1 c4 C5 P 5,00 usee
E] g 45 82 = 5 2 Pl 15.00 usee
e = = & ] 5 & EY PLWI 105.19000244 W
T T 777 T 1 SFO2  400.1316005 MHz
| R [ NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 90.00 usec
PLW2 12.08199978 W
PLWI12 0.09546400 W
PLWI3 0.04801800 W
CB F2 - Processing parameters
SI 32‘758
SF 100.6127690 MHz
' : 3 3 : : ; ; : | M8 496 494 42 D0 48 86 484 B2 sB o
134 133 132 131 130 129 128 127 ppm B 5, 00 He
GB
PC 1. 40

| Lo -

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Anexo 30. *C {*H}-NMR spectrum and molecular structure of compound (3).
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F
Il
BMMLIm, CDCly - p M= N:‘O' + Produtos secundarios
ta, 1-2h
D
\
o
CH;
a) Inicio da reagdo 3 25 2 8
T NV

e

N u 4B 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 ppm| V82 31 30 28 28 27 26 25 24 23 22 21 20.-Tppm

ﬂ
0.73 —m=
0.44 —=
d

018
1.83

1.00 —
0.03 —

©
©
-~
o
o -
IS
w
N
-
o
3
3

-+ =k — (=1
b)2h 2 i
| V4 | |

5 &

B0, 489 48 47 48 45 44 43 42 41 40 33 38 ppm {32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20.7ppm
. ' : Lo

wie e

Anexo 31. Espectro de RMN de *H (400 MHz, 25 °C, CDCls) de (1) deuterado com BMMI-Im.
(@) Inicio da reacdo. (b) Apos 2 horas (Tabela 1, Entrada 1).
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BMMILIm, CDCl,

-n
-

ta, 1-2h

0
a) Inicio da reagao

+ Produtos secundarios

[ I I\h, I _JILJ’J A
s i | e -l Sl
L J L. H_ 1 n“~. IJ n] ..I . Jl,vm"\....i - . I
‘e
e el =2 Bl s st b A B B e B
|- = =] =M=l mo|el«m
T T T T T T T T T T T 1
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
b)2h
PoF Ti
|
. I
A A0 e i i
' JL l \‘A‘x JI nn ,‘: J . .A‘lju}l.uk_lld . ‘
B2 [EEY FEEREEREE
) | [<]e P e B B e P P P = P )
T T T T T T T T T T T 1
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Anexo 32. Espectro de RMN de *H (400 MHz, 25 °C, CDClIs) de (2) deuterado com BMMI-Im.

(@) Inicio da reacdo. (b) Apos 2 horas (Tabela 1, Entrada 2).
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Experimentos cinético

Anexo 33. Etapas da reacdo de deuteracdo do farmaco (1). Etapa 1: formacdo do DLI
(intermediério); Etapa 2: producéo de IFA (1) deuterado. Derivacdo matematica da equacao de

pseudo primeira ordem reversivel moodificada para estudo cinético (Equagdes A1-A9).

H c/@(\N_\—\ H c/@\"_\_\
T tw,  bw, + CDCly % T %o,  w, + CHCL ()
-1
Lo ¢
N N [o)

©)
e N

cD,

CH,
[
o

N
D

[IFA] [DLI] [DIFA] [LI]

Considerando que as duas reacdes (a) e (b) estdo em equilibrio, temos a (Equacdo Al-A2):

d[LI]

~ = ki [LI[Dsolv] + k_y [DLI][solv] + k,[DLI[IFA] — k_,[LI][DIFA] (Equacao Al)

d[ZA] = —k,[DLI][IFA] + k_,[LI][DIFA] (Equagdo A2)

Portanto sabemos que:
IFA, = [IFA] + [DIFA] e [DIFA] = IFA, — [IFA] (Equacio A3)

Assumindo que a primeira etapa é mais rapida que a segunda, pode-se admitir que (Equacao
A4-AB):

[DLI] = constant, kj = k,[DLI] (Equacédo A4)
[LI] = constant, k', = k_,[LI] (Equagéo A5)

Onde k; e k!, sdo constantes de pseudoprimeira ordem. Podemos reescrever a Equacdo
A2:

T8 = —KS[IFA] + kL, (IF Ay — [IFA]) = k_,IF A, — (kj + k_,)[IFA] (Equagdo A6)

Definindo uma varidvel auxiliar e rearranjando a equacéo, temos (Equacéo A7)

! !
_ k’_ZIFA0+k§1FA0e(k2+k-2)t
kh+k!,

[IFA]

(Equagéo A7)
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Considerando que, quando t — o: [IFA] — [IFA]eq (Equagdo A8-A9):

k!l IFAq

[IFA]eq = P (Equacéo A8)
Assim:
[IFA] = [IFA],, + ("—) IFAge~(5+K2)t  (Equacdo A9)
eq ky+k’, 0
H3"
) 4(@\N1 .
HyC” 3 2 _\g—{°
6 7CD3 %H3
e CH3+CHD T 5uf
17 N O
H3' 2
,/
- — ’ s \/\/\M*
WY , N ) ) |
‘7.?0 . ‘5.90 ) ‘ ‘2.50 ) ‘0,00 . ppm

Anexo 34. Estudo de cinética por RMN de *H (400 MHz, 25 °C, CDCls) de (1) (0,2 mol.L ™)

com 0,03 mol.L? de BMMI.Pro: primeira hora, 46 spectros e a expansdo dos sinais de

deuteracao.
[IFA] = [IFA] L T R
= Wleq * G i, ) 1o
[1
[LI] 0,20 0,25 0,30 0,35 Variaveis
2,469+ 0,038x10* 1,114+0,016x10* 1,408+0,030x10* 1,276+0,052x10* k'2 (S‘l)
0,125+0,016x10* 0,0668+0,0043x10* 0,0341+0,0088x10* 0,853+0,140x10* k'-2 (s1)
0,06
0,012 0,017 0,018 0,029 [IFA]eq
19,657 16,661 41,290 14,957 K

Anexo 35. Equacdo de ajuste cinético e constantes de taxa direta/reversa como fungdo da
concentragdo de (1) (mol.L?).
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Equacao de Arrhenius (Equacgédo A10):

i = a6l /rry (Equagdo A10)

E, 1 3
In(k) = In (4) — -% = (Equacéo All)
RT
Se tomarmos o logaritmo de ambos os lados da equacdo de Arrhenius, obtemos a
equacao para gerar um grafico linear (Equagdo A11). O gréafico de In (k3) vs 1/T (Anexo 52)

resulta em uma linha com inclinacéo de -Ea/R e uma interceptacdo no eixo y de In (A).

Para determinar o valor de AG*, a equacdo de Eyring é empregada (Equacdo A12),
utilizando o valor de k5 de 9,67x10™ a uma temperatura de 30 °C (303 K). Reorganizando a
equacdo de Eyring, obtém-se a equacdo A13, que pode ser representada graficamente como
uma linha reta. O grafico de In (k5)/T vs 1/T (Anexo 53) apresenta uma inclinacdo que

corresponde a -AH*/R.

Por fim, para calcular o valor de AS#, a equacao fundamental (Equacdo A14) é utilizada.

—-AG* 3
k= x (k_B) oo (Equacdo A12)
h
| k —AH*1 . kg N AS* (Equacdo A13)
"TTTR RTMOT TR
AG* = AH* — TAS*® (Equacdo Al4)
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-8.0 -
Equagao i y=a+b*x
? Coeficiente linear 2519632 £ 2.50106
8 5 Coeficiente angular -10.45052 = 0.76064
’ " ] R-Quadrado (COD) 0.98952
Adj. R-quadrado 0.98427
-9.0
—
o™
&
= -9.54
—
-10.0 1
-10.5
T T T T T T
3.20 3.25 3.30 3.35 3.40 3.45
1000/T.K !

Anexo 36. Grafico de Arrhenius para a formacéo de (1) deuterado com valores £, exibindo

ajuste de curva com energia de ativagdo (Ea = 20,78 kcal.mol?, log(A) = 10,94) da reacio de

troca H/D isotopica.

Equagdo y=a+hb*x
Coeficiente linear 18.48382 £ 2.50659
) I 4‘0 ] ° Coeficiente angular -10.14799 +0.76232
R-Quadrado (COD) 0.98884
o Adj. R-quadrado 0.98326
-14.5 1
= -
T 15.0
=2
=]
= 155
-16.0
= ] 6. 5 T I 1 I I
3.20 3.25 3.30 3.35 3.40 345
1000/TK!

Anexo 37. Grafico de Eyring para a formacgdo de (1) deuterado com valores ko', exibindo
resultados do ajuste de curva (AH* = 20,18 kcal.mol; AS* = -10,43 cal.mol’t.K* e AG*=23,35

kcal.mol ™).

139



Anexos

2855 TEEE  ERRANNIIRNHYNSSBIINNARRARNEEEEEE Current Data Parameters
NAME 1012 Flunitrazepam after purifi

N N TSR e e 11
PROCNO 1

H7,H14

F2 - Acquisition Parameters
Date 20221013
Time

H8 H13 INSTRUM spect

H10 H12 PROBHD _Z820201_0230 (

1D 65536
SOLVENT CDCI3
16

| Jk no v

0
SWH 6393,862 Hz
js_f g jzr j;f ]gr Wzr FIDRES _ 0195125Hz
B AR L ——. H1  AQ 51249151 sac
RG 64
85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 ppm § DW 78200 usec
| DE 8.00 usec
TE 2982 K
D1 1,00000000 sec
TDO 1
SFO1  400.1317174 MHz
NUC1 1H
P1 8.22 usec
PLW1 1208199978 W
H3" H3' .
F2 - Processin anelers
.7 o8
s H S 4001300072 MHz
! 50 4‘9 48 4'7 4'6 4'5 4‘! 4‘3 4‘2 41 IIO 39 3‘3 3‘7 3‘5 IDM\I WDW no
S8 0
LB 0Hz
GB 0
FC 1.00
HDO
38 =88 B (e
ollol Iolr~iolo o olle
T T T T T T T T T T 1
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Anexo 38. Espectro de RMN de *H (600 MHz, 25 °C, CDCls) de (1) deuterado e purificado.

H1

Current Data Parameters
NAME

nmr
| RS, 9
([ ll . e ; ppm
F2 - Acquisition Parameters
Date 20221012

Time 16.19h
INSTRUM spect
PROBHD Z820201_0230 (
— 0 ) PULPROG  cosygpal
O 4086
SOLVENT [eslok]
NS 16
{ DS 16
| F 1 SWH 6393.862 Hz
| FIDRES  3.122003 Hz
| AQ 0.3203072 sec
— ] RG 64
DwW 78,200 usec
E 2 DE 800 usec
TE 298,1 K
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
F 3 D16 0.00020000 sec
N0 0.00015640 sec
H1 b TDav 1
L H7H1a SFO1 4001317174 MHz
BN NUC1 H
s F4 m 8,00 usec
He H10 H12 P1 8.12 usec
" | s His PLW1  12.08199978W
. U oom GPNAM[1]  SMSQ10.100
GPZ1 10.00 %
s e 5 P 100000 usec
L7z F1 - Acquisition parameters
- D 256
H13 @ b f SFO1 4001317 MHz
+ B l.F 6 FIDRES  49.952045 Hz
ﬁ ' SwW 15,979 ppm
FiMODE aF
H7 Hi4 %J e
b L F2 - Processing parameters.
o e iz il i F 7 s 1024
_: W o 1 W Lis SF 400.1300072 MHz
ﬁ ] RN %W ?NE
oo Fao L8 OHz
— o b Hio 8 GB 0
— 0 0 l,. FC 1.00
F1 - Processing parameters
He sl 1024
s 9 Mc2 OF
SF_ 400.1300072 MHz
WDW SINE
e ss8 0
B6 85 B4 B3 B2 81 BO 7O 78 77 76 75 74 73 7271 70 pem LB OHz
T T T T T T T T T T 10 s 0
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Anexo 39. Mapa de contorno COSY H-'H (600 MHz, 25 °C, CDCIls) de (1) deuterado e

purificado.
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