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Xvi

RESUMO

APLICACAO DE TECNICAS AVANGCADAS DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR PARA ANALISE DE PRODUTOS FARMACEUTICOS COM FOCO EM
ANALISE DE MISTURAS. Neste trabalho, foi aplicada a técnica Designed Refocused
Excitation and optional Mixing for Targets In vivo and Mixture Elucidation (DREAMTIME)
para a analise de misturas de degradacdo complexas de compostos farmacéuticos,
focando em casos com sobreposicdo espectral e sinais de baixa intensidade em
espectros de RMN-'H. A técnica DREAMTIME melhora a especificidade molecular em
comparacao aos espectros convencionais, combinando excitacdo seletiva dupla com
formas de onda moduladas em amplitude e fase. O uso de filtros espectrais permite
cancelar componentes indesejados, isolando um ou mais compostos simultaneamente
dentro de uma mistura. O estudo teve dois objetivos principais: (1) a implementacao da
sequéncia DREAMTIME utilizando uma amostra padrao de composi¢éo e concentracao
conhecidas, e (2) a sua aplicacéo na selecdo e separacdo de produtos de degradacao
dos farmacos sofosbuvir (SOF) e fumarato de tenofovir desoproxila (TDF), sob condicdes
acidas e béasicas, sem a necessidade de separacdo fisica. Os produtos de degradacéo
foram identificados por meio de técnicas bidimensionais de RMN, como COSY, TOCSY,
HMBC e HSQC, e os sinais foram isolados seletivamente utilizando DREAMTIME. No
caso do SOF, sete produtos de degradacdo &cida e quatro produtos de degradacédo
basica foram identificados. Para o TDF, foram identificados quatro produtos na
degradacdo &cida e cinco na degradacao basica. A técnica DREAMTIME demonstrou
ser eficaz na recuperacdo dos sinais dos compostos, resolvendo a sobreposicdo
espectral entre o farmaco original e os produtos de degradacdo. A quantificacdo foi
realizada com base nos espectros de RMN-'H quantitativos, apés 48 horas de
degradacéao. A degradacdo do SOF como principio ativo foi determinada em condi¢cbes
acidas (10,10%), devido a presenca de sinais isolados. Entretanto, a auséncia de sinais
isolados em condi¢des béasicas para o SOF e em ambas as condi¢cdes para o TDF
impediu a determinacgao precisa da degradacdo desses compostos. Importante destacar
gue a otimizacdo dos parametros da técnica DREAMTIME, como o tempo de pulso, a

média da constante de acoplamento em J, e o filtro mixing time, foi fundamental para
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melhorar a seletividade e intensidade dos sinais, garantindo a obtencdo de espectros

limpos e bem-resolvidos.
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ABSTRACT

APPLICATION OF ADVANCED NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE TECHNIQUES
FOR ANALYSIS OF PHARMACEUTICAL PRODUCTS WITH A FOCUS ON MIXTURE
ANALYSIS. In this work, the Designed Refocused Excitation and optional Mixing for
Targets In vivo and Mixture Elucidation (DREAMTIME) technique was applied for the
analysis of complex degradation mixtures of pharmaceutical compounds, focusing on
cases with spectral overlapping and low intensity signals in *H-NMR spectra. The
DREAMTIME technique improves molecular specificity compared to conventional spectra
by combining double selective excitation with amplitude- and phase-modulated
waveforms. The use of spectral filters allows to cancel unwanted components, isolating
one or more compounds simultaneously within a mixture. The study had two main
objectives: (1) the implementation of the DREAMTIME sequence using a standard
sample of known composition and concentration, and (2) its application in the selection
and separation of degradation products of the drugs sofosbuvir (SOF) and tenofovir
disoproxil fumarate (TDF), under acidic and basic conditions, without the need for
physical separation. The degradation products were identified by two-dimensional NMR
techniques, such as COSY, TOCSY, HMBC and HSQC, and the signals were selectively
isolated using DREAMTIME. In the case of SOF, seven acidic degradation products and
four basic degradation products were identified. For TDF, four products were identified in
the acidic degradation and five in the basic degradation. The DREAMTIME technique
proved to be effective in recovering the signals of the compounds, resolving the spectral
overlap between the parent drug and the degradation products. Quantification was
performed based on quantitative *H-NMR spectra, after 48 hours of degradation. The
degradation of SOF as an active principle was determined under acidic conditions
(10.10%), due to the presence of isolated signals. However, the absence of isolated
signals under basic conditions for SOF and under both conditions for TDF prevented the
accurate determination of the degradation of these compounds. It is important to highlight
that the optimization of the DREAMTIME technique parameters, such as the pulse time,

the average coupling constant in J, and the mixing time filter, was essential to improve
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the selectivity and intensity of the signals, ensuring the obtaining of clean and well-

resolved spectra.
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1. INTRODUCAO

1.5Degradacéo for¢cada e estudos de estabilidade de farmacos

A estabilidade de um produto farmacéutico e/ou matéria prima de forma isolada é
definida como a capacidade que ele tem de preservar as mesmas condi¢cdes e
caracteristicas de quando foi fabricado, dentro dos limites de tempo especificados e
durante o tempo o qual o produto permanece estocado ou em uso. Esse periodo de
tempo € compreendido entre 0 momento no qual o produto esta sendo fabricado e o
periodo em que a sua poténcia € reduzida a ndo mais do que 10%, desde que o0s
produtos de degradacao estejam todos seguramente identificados, quantificados e seus
efeitos sejam previamente reconhecidos (CALDEIRA, 2014). Com o objetivo de garantir
a seguranca da populacdo usuéaria de medicamentos e farmacos, diversas agéncias
reguladoras ao redor do mundo, vem implementando regulamentos bastante rigidos.
Dentre essas agéncias reguladores, se destaca a FDA (Food and Drug Administration)
e o ICH (International Conference on Harmonisation), cujo papel € a regularizacédo e
normatizacdo dos registros de farmacos de uso humano, para proteger a populacdo de
danos causados pela presenca de impurezas nos farmacos (BLESSY et al., 2014),
(ALCANTARA et al., 2013).

As diretrizes do ICH tornam essencial organizar os estudos de degradacao
forcada (EDF) e fazem com que seja obrigatério performar estes testes para o
desenvolvimento de novos farmacos (IRAM et al., 2016). As diretrizes, além de oferecer
informacdo no suporte de deteccdo de potenciais degradantes, também facilitam o
desenvolvimento de metodologias analiticas, fornecendo condi¢des de obter uma melhor
compreensao do ingrediente farmacéutico ativo (IFA). Permitem, também, ilustrar as
rotas de degradac&o de moléculas farmaceuticamente ativas estimando e determinando
a estabilidade intrinseca dos farmacos durante a fase de desenvolvimento, além de
validar os procedimentos indicadores de estabilidade aplicados (BLESSY et al., 2014),

(IRAM et al., 2016). O propésito do estudo de estabilidade é fornecer evidéncias sobre



como a qualidade de um farmaco varia com o tempo em funcdo de uma variedade de
fatores ambientais como temperatura, umidade, pH e luz, possibilitando o
estabelecimento das condicbes de armazenamento, periodos de reteste e prazos de
validade (CALDEIRA, 2014). Porém, as diretrizes, em sua maioria, sdo bastantes gerais
em conduzir a degradacéo forcada e néo fornece detalhes sobre a abordagem para os
testes de estresse. Muitas industrias farmacéuticas desenvolveram seus proprios
procedimentos operacionais padrao e diretrizes internas para a realizacdo dos EDF,
sendo estabelecidos entao procedimentos bastantes diversificados (CALDEIRA, 2014).
No Brasil, a ANVISA é o 6rgao responsavel pelo atendimento dos requisitos de
condi¢cBes de estabilidade da industria farmacéutica do pais, que a partir da diretriz RE
n°1/2005, regulamentam a realizacdo dos testes de estabilidade de produtos
farmacéuticos com a finalidade de prever, determinar e acompanhar os prazos de
estabilidade dos pro-farmacos e/ou farmacos. A resolucédo foi aplicada para todos os
farmacos tanto na sua forma sdlida, semissélida, liquida quanto gasosa (CALDEIRA,
2014). A resolugdo RE n° 1/2005 estabelece a condugao dos testes de estabilidade
através da realizacdo de trés tipos de estudos: estudos de estabilidade acelerada,
estabilidade de longa duracéo e estabilidade de acompanhamento (CALDEIRA, 2014).
O objetivo do estudo de estabilidade acelerada em conjunto com o estudo de estabilidade
€ 0 de aumentar a velocidade de degradacdo quimica e as possiveis mudancas fisicas
de um produto farmacéutico usando condi¢cbes forcadas de armazenamento 0 que
permite avaliar o impacto a curto prazo do transporte fora das condicbes de
armazenamento ideais (SILVA 2016). Por outro lado, o estudo de estabilidade de longa
duracao verifica as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e microbiol6gicas de um
produto farmacéutico durante e (as vezes) depois do prazo de validade, com o fim de
recomendar as condi¢gdes de armazenamento do farmaco (CALDEIRA, 2014).

No caso das EDF, a ANVISA define uma série de diretrizes que englobam muito
bem os procedimentos de estabilidade e degradacéo. Por meio do Informe Técnico n°1
sao definidas as diretrizes a serem seguidas durantes o EDF de uma forma geral, sendo
publicadas posteriormente outra série de diretrizes atualizando e detalhando os

procedimentos a serem executados. Ja a identificacdo e quantificacdo dos produtos de



degradacéao séo exigidas no item 2.2.6 da RE n° 560/2002 e no 2.8 da RE n° 398/2004
— regulamentacdes especificas sobre estudos de estabilidade, vigentes a época, além
dos estudos de fotoestabilidade exigidos no item 2.6 da Resolucdo RE n°398/2004,
assim como as recomendacdes para a sua realizacdo no Anexo Il da mesma
(ALCANTARA et al., 2013), (CALDEIRA, 2014.). Mais recentemente, a ANVISA, publicou
a resolucdo RDC n°53, de abril de 2015, a qual esclarece as condi¢cOes a serem seguidas
para a realizacdo do EDF em medicamentos, além de estabelecer os parametros para
notificacdo, identificacdo e qualificacdo dos produtos de degradacdo (SILVA 2016). A
resolucdo RDC n°53 preconiza que o medicamento deve ser submetido as condi¢des de
estresse de hidrélise acida, basica, oxidacdo, aguecimento, umidade, fotdlise e ions
metélicos, sendo que a nao utilizacdo de qualquer uma dessas condicbes deve ser
justificada tecnicamente. A questao de quanto estresse é suficiente, tem gerado certas
discussfes dentre os especialistas da area. No geral, uma degradacéao do farmaco entre
2 e 30 % é considerada aceitavel (para validacdo de ensaios cromatograficos). A maior
parte da comunidade cientifica aceita que o objetivo é atingir uma degradacéo superior
a 10% e inferior a aquela que levaria a degradacdo completa da amostra, ja que poderia
comprometer o estudo (RAVISANKAR et al., 2017). O objetivo do processo de estresse
€ gerar produtos de degradacdo numa quantidade que permita desenvolver e validar
uma metodologia analitica para quantificar o farmaco e os seus produtos de degradacéo
(SILVA 20186).

1.5Conducédo de estudos de degradacdo forcada sob diferentes condi¢cdes de
estresse
1.2.1 Degradacgao Hidrolitica

As reacdes de hidrélise podem ser catalisadas por acidos ou bases que podem
ser utilizados na inducédo destas reacdes hidroliticas. Este tipo de reacéo € de grande
importancia quando a molécula a ser testada tiver grupos funcionais que possam existir
em diferentes estados de ionizacdo em meio aquoso (SILVA 2016), (Alcantara et al.,
2013), (CALDEIRA, 2014). Uma abordagem comum € expor a amostra a uma ampla
faixa de pH de 1 (HCI 0,1 mol.L ') a 14 (NaOH 0,1 mol.L!) e a escolha do pH adequado
dependera da reatividade quimica de cada molécula do farmaco avaliado. Os testes de



degradacéo hidrolitica devem compreender a exposicdo do farmaco a condicfes acidas,
neutras e basicas de preferéncia em 100% de meio aquoso, exceto quando seja
realmente necessario o uso de um solvente para melhorar a solubilidade do farmaco. O
uso de temperaturas elevadas é permitido até um limite de aproximadamente 70 °C
(RAVISANKAR et al., 2017).

1.2.2 Degradacao Oxidativa

As reacoes de oxidacdo sdo conhecidas como auto-oxida¢des sendo iniciadas via
radicalar. O processo tem como fase de iniciagcdo a formacao de radicais (passo limitante
da velocidade da reacdo), seguida por uma fase de propagacédo e, uma fase de
terminacdo. As reacdes devem ser controladas devido ao fato de que os intermediarios
da oxidacao sao, com frequéncia, termicamente instaveis e podem se decompor através
de vias alternativas em temperaturas elevadas. O aumento da temperatura pode
conduzir a mudancas nao previsiveis nas taxas de degradacédo, levando a taxas e vias
de degradacao diferentes daquelas observadas em temperaturas mais baixas. A
degradacao de um farmaco sob condi¢des oxidativas pode ser avaliada geralmente em
solucdo utilizando um radical iniciador, ou submeter o farmaco a presenca de peroxido
de hidrogénio por um tempo determinado, a temperatura ambiente e no escuro
(CALDEIRA, 2014.).

1.2.3 Degradacéao Fotolitica

Para que uma degradacao sob condi¢Bes fotoliticas ocorra, deve ser realizada na
exposicao a luz ultravioleta ou visivel na gama de cumprimento de onda compreendida
entre 300-800 nm, uma exposi¢cdo a um cumprimento de onda menor a 300 nm néo é
viavel devido a que um farmaco ndo sofre exposi¢cao neste valor durante o seu ciclo de
vida. Por ouro lado, existe a possibilidade de um determinado farmaco sofrer
fotodegradacdo ndo s6 pelo componente principal da sua formulacdo, mas também por
algum agente adicional que facilite a absorcéo de luz (CALDEIRA, 2014), (SILVA 2016).
Segundo a ICH (Q1B) a fotodegradacéo pode ser conduzida a partir de dois tipos de
estudo: estudos de degradacao forcada e testes confirmatérios. Os testes de degradacao

forcada sao realizados para avaliar a fotossensibilidade do material e assim desenvolver



metodologias analiticas e estudar e elucidar as rotas de degradacédo dos farmacos. Por
outro lado, os testes confirmatdrios sao realizados sob condi¢cbes padronizadas com o
intuito de ter as informacgdes necessarias e suficientes para a manipulacdo, embalagem
e rotulagem do farmaco (SILVA 2016).

1.2.4 Degradacao Termolitica

Devido ao fato que a temperatura representa um fator que influencia a velocidade
de reac0des, as andlises que sdo baseadas em termodegradacéo séo Uteis para avaliacao
da estabilidade térmica. Quando o farmaco € exposto a temperaturas suficientemente
elevadas podem ser induzidos processos de pirdlise (ruptura de ligacdes quimicas).
Destacando-se entre estes processos de pirdlise as reacdes de descarboxilacéo,
hidrolise e rearranjos, por exemplo. O processo de degradacdo consiste em aumentar a
temperatura, de modo que a cada aumento de 10°C aumenta-se em média de duas a
trés vezes a velocidade da reagcdo. A ANVISA sugere que o intervalo de temperatura em
gue as amostras sdo submetidas varie de 40°C a 110°C e, o periodo de exposicdo de
poucos minutos a meses (RAVISANKAR et al., 2017).

TABELA 1.1. Condi¢des usualmente aplicadas para estudos de degradacgéao forcada.

Tipo de Condicdes Condicdes de Tempo de
degradacéo experimentais armazenamento amostragem

o 0,1 mol.L"t HCI 20°C, 40°C, 60°C 1,3,5 dias

Hidrélise
0,1 mol.L* NaOH
3-5% H202 25°C, 60°C 1,3,5 dias
Oxidativa Azobisisobutironitrilo 40°C, 60°C 1,3,5 dias
(AIBN)

Luz, 1 X ICH n.a 1,3,5 dias
Fotolitica

Luz, 3 X ICH n.a 1,3,5 dias

o Condicdes de calor 60°C 1,3,5 dias
Termica

Condicdes de calor 80°C 1,3,5 dias




1.3Método de Ensaio de Indicacdo de Estabilidade (SIAM)

Os métodos de indicacdo de estabilidade incluem estudos de longo prazo (12
meses), estudos de estabilidade acelerada (6 meses) e estudos intermediarios, também
chamados de estudos de degradacéo forcada (>6 meses). Estes ultimos estudos, podem
ser realizados em condicbes que permitam gerar produtos de degradacdo em
determinadas condi¢fes durante lapsos de tempo menores quando comparados com 0s
estudos de estabilidade acelerada, pelo que a separacéo, identificagdo e quantificacédo
dos produtos de degradacéo pode levar mais tempo. Em comparacdo com estudos de
estabilidade, estudos de degradacdo forcada ajudam a gerar degradantes em um
periodo de tempo muito menor, geralmente algumas semanas. As amostras geradas a
partir da degradacgéo forcada podem ser usadas para desenvolver o método indicador de
estabilidade que pode ser aplicado posteriormente para a analise de amostras geradas
a partir de estudos de estabilidade acelerados e de longo prazo. O ensaio indicador de
estabilidade é um método empregado para a analise de amostras de estabilidade na
indastria farmacéutica. Com o desenvolvimento das diretrizes da International
Conference on Harmonisation (ICH), o requisito de estabelecimento do método de ensaio
indicador de estabilidade (SIAM) tornou-se mais claramente obrigatorio. As diretrizes
exigem explicitamente a conducdo de estudos de decomposicdo forgcada sob uma
variedade de condi¢des, como pH, luz, oxidagéo, calor seco, etc. e consequentemente a
separacao do farmaco dos seus produtos de degradacao respetivos. Espera-se que o
meétodo permita a andlise de produtos de degradacao individuais (QUADRI et al. 2014),
(SWARTZ et al., 2004).

De acordo com a diretriz da FDA (Guidance for Industry, Analytical Procedures
and Methods Validation, FDA, 2000), um Método Indicador de Estabilidade (SIAM) é
definido como um procedimento analitico validado que mede com precisdo 0s
ingredientes ativos livres de impurezas do processo, excipientes e produtos de
degradacéo, indicando que o objetivo do teste de estabilidade € fornecer evidéncias
sobre o quanto a qualidade de um API varia com o tempo sob a influéncia da variedade
de fatores ambientais, como temperatura, umidade e luz. A condicdo de degradacéo

forcada, concentragdo do agente de estresse e o0 tempo de estresse devem ser



estabelecidos de tal forma que afetem a degradacéao de preferéncia 10-20% do composto
original. O principal objetivo de um método indicador de estabilidade é monitorar os
resultados durante os estudos de estabilidade para garantir a seguranca, eficacia e
gualidade (QUADRI et al., 2014), (SEHRAWAT et al., 2010), (SNYDER et al., 1988).

Estudos de degradacdo forcada ou estresse sdo realizados para degradar
deliberadamente a amostra. Esses estudos sédo usados para avaliar a capacidade de um
método analitico de medir um ingrediente ativo e seus produtos de degradacdo, sem
interferéncia, gerando potenciais produtos de degradag¢do. Durante a validacdo do
meétodo, além do farmaco ser exposto a acido, base, calor, luz e agente oxidante para
produzir aproximadamente 2% a 30% de degradacéo do IFA, os estudos também podem
fornecer informacgdes sobre as vias de degradacgéao e produtos de degradacdo que podem
se formar durante o armazenamento. Esses estudos também podem ajudar no
desenvolvimento da formulacéo, fabricacdo e embalagem para melhorar um produto
farmacéutico (QUADRI et al., 2014)).

A finalidade da realizacdo dos estudos de degradacdo forcada se centra
principalmente nas seguintes trés bases: para o desenvolvimento e validagédo de
metodologias indicadoras de estabilidade, na determinacdo de vias de degradacédo de
farmacos e na identificacdo de produtos de degradacdo que possam surgir durante as

rotas de degradacédo ou possiveis interacdes com excipientes (QUADRI et al., 2014).

A técnica mais amplamente utilizada no desenvolvimento das metodologias SIAM
€ a HPLC, sendo a coluna de fase reversa a escolha preferida para iniciar a separacao
dos componentes da amostra a medida que a degradacdo é realizada em solucéo
aguosa e muitas das vezes o método pode ser estendido no uso da técnica de LC-MS.
Durante o desenvolvimento do método, podem existir impurezas que estejam co-eluidas
com o farmaco, nestes casos é necessario analises diretas que podem ser realizados
on-line usando deteccdo de matriz de fotodiodo (PDA). O PDA fornece informacgdes
sobre a homogeneidade do pico espectral, mas néo € aplicavel para os produtos de
degradacdo que tem o espectro UV semelhante ao farmaco. Por outro lado, o método
indireto envolve mudanca nas condicbes cromatogréaficas, como razdo de fase movel,

coluna, etc., que afetardo a separacao do pico. O espectro da condicdo cromatografica



alterada é entdo comparado com 0s espectros originais. Se os picos dos produtos de
degradacéo e a porcentagem de area do pico do farmaco permanecerem 0s mesmos,
entdo pode ser confirmado que o pico do farmaco € homogéneo (RIDDHIBEN et al.,
2011). O produto de degradacéo que coelui com o farmaco seria aceitavel se nao fosse
encontrado formado em condicbes de armazenamento aceleradas e de longo prazo
(QUADRI et al.,, 2014). O método € entdo otimizado para separar picos de eluicdo
proxima alterando a taxa de fluxo, volume de injecdo, tipo de coluna e razdo de fase

movel.

Os métodos indicadores de estabilidade podem incluir varios métodos como
eletroforese (SDS-PAGE, imunoeletroforese, Western blot, isoeletrofocalizacéo),
cromatografia de alta resolugédo (por exemplo, cromatografia de fase reversa, SEC,
filtracdo em gel, troca ibnica e cromatografia de afinidade) e mapeamento de peptideos
(QUADRI et al., 2014). O método analitico escolhido deve ser sensivel o suficiente para
detectar impurezas em niveis baixos (por exemplo, 0,05% do analito de interesse ou
menos) e as respostas de pico devem estar dentro da faixa de linearidade do detector.
O método analitico deve ser capaz de capturar todas as impurezas formadas durante um
estudo de estabilidade em ou abaixo dos limites de limiar do ICH (QUADRI et al., 2014),
(SINGH et al., 2012). A identificagcédo e caracterizacdo do produto de degradacéo devem
ser realizadas com base nos resultados formais de estabilidade de acordo com os
requisitos do ICH. Métodos convencionais (por exemplo, cromatografia em coluna) ou
técnicas acopladas (por exemplo, LC MS, LC-NMR) podem ser usados na identificacao
e caracterizacdo dos produtos de degradacdo. O uso dessas técnicas pode fornecer
melhor percepcdo da estrutura das impurezas que podem aumentar 0 espagco de
conhecimento de potenciais alertas estruturais para genotoxicidade e o controle de tais
impurezas com limites mais rigidos (QUADRI et al., 2014), (SINGH et al., 2012). Deve-
se notar que a caracterizacao estrutural dos produtos de degradacao € necessaria para
as impurezas formadas durante estudos formais de estabilidade de vida util e acima do
limite de qualificacdo (QUADRI et al., 2014)

Outras tecnologias analiticas também podem ser usadas no desenvolvimento de

um meétodo de indicagdo de estabilidade (QUADRI et al., 2014). A impureza



desconhecida, que é observada durante a andlise, desenvolvimento farmacéutico,
estudos de estresse e estudos formais de estabilidade dos farmacos, pode ser separada
e analisada usando vérias técnicas cromatograficas como Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em Fase Reversa (RP-HPLC), Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
Cromatografia Gasosa (CG), Eletroforese Capilar (EC), Cromatografia por Eletroforese
Capilar (CEC) e Cromatografia de Fluido Supercritica (CFS). Uma excelente combinacao
de técnicas cromatograficas e espectroscopicas acopladas como HPLC-DAD (Detector
ultravioleta de matriz de fotodiodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia), LC-MS
(Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas), LC-NMR (Cromatografia Liquida-
Ressonancia Magnética Nuclear) e GCMS (Cromatografia Gasosa-Espectrometria de
Massas) séo usadas quando os degradantes ndo podem ser isolados na forma pura.
HPLC-DAD e LC-MS sé&o usados para comparar o RRT (tempo de retencao relativo),
espectros UV, espectros de massa (MS/MS ou MSN) (QIU et al., 2007), (QUADRI et al.,
2014).

1.4Ressonéancia Magnética Nuclear

Amostras de origem bioldgica, ambiental, agricola e farmacéutica séao
frequentemente encontradas ou manipuladas na forma de misturas. As ciéncias
analiticas se esforcam para fornecer uma caracterizacdo de misturas que seja a mais
completa possivel. Idealmente, a identidade e a concentracao de todos os componentes

em uma mistura devem ser acessadas (DUMEZ, 2022).

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) vem sendo
considerada como uma abordagem poderosa para a analise de misturas. O experimento
de RMN mais comum, experimento de RMN-'H, tem varias caracteristicas essenciais
gue séo altamente favoraveis para analise de misturas. Este experimento € simples de
implementar, pode ser rapido e ja produz uma riqueza de informagdes estruturais, o que
€ util para identificar componentes. Também € nao invasivo e ndo destrutivo, o que
significa que a amostra pode ser recuperada apds andlise para armazenamento ou
outras analises e, também, no caso de aplicacbes de monitoramento, que 0s
experimentos podem ser repetidos varias vezes na mesma amostra em funcao do tempo.

A RMN-'H também fornece acesso direto a informacdes quantitativas sobre
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concentracfes. O poder da espectroscopia de RMN também resulta do vasto espaco de
experimentos possiveis que podem ser realizados, com um determinado instrumento e
uma determinada amostra, por meio do uso de diferentes sequéncias de pulso. Isso torna
possivel, por meio de manipulagbes controladas dos spins nucleares, acessar
informacgdes quimicas que, de outra forma, permaneceriam invisiveis ou inacessiveis.
Porém, no caso da analise de misturas, experimentos 1D classicos podem se mostrar
insuficientes por varios motivos. Um deles € a complexidade da amostra e dos dados
espectroscopicos resultantes. Os sinais sobrepostos observados nos espectros 1D
podem ser dificeis de interpretar. Como resultado, os sinais detectados nem sempre
podem ser analisados. Outra possivel razdo € a concentracdo dos componentes. Os
limites de detecc¢do para experimentos de RMN sdo muito desfavoraveis em comparagao
a outros métodos analiticos. Uma terceira limitac@o diz respeito a analise de amostras
gue mudam ao longo do tempo. Embora os experimentos 1D classicos sejam
relativamente rapidos, os métodos disponiveis para abordar a complexidade das
misturas geralmente exigem mais tempo, limitando assim o rendimento da andlise e

tornando-os incompativeis com analises em tempo real em escalas de tempo curtas.

A complexidade dos espectros de RMN para misturas tem varias origens.
Primeiro, compostos estruturalmente semelhantes tém espectros semelhantes e, como
resultado, o espectro de uma mistura pode ser complexo mesmo com um numero
moderado de compostos detectaveis. Segundo, 0 nimero de compostos pode ser muito
grande (amostras de origem bioldgico, por exemplo). Nos espectros de misturas, a
sobreposicao de sinais impede a identificacdo confidvel e a quantificacdo precisa dos
sinais. A atribuicdo de cada sinal no espectro a um composto especifico, mesmo
resolvido, também néo é trivial. Na atualidade, uma série de técnicas de correlacdo ou
disperséo estado disponiveis para abordar problemas de sobreposi¢cdo o que simplifica a
atribuicdo dos sinais nos espectros resultando em experimentos menos complexos e
com sinais cuja atribuicdo possa ser mais simples. Experimentos de RMN 2D classicos,
como COSY, TOCSY e HSQC, séo técnicas de correlacdo que ao distribuir sinais ao
longo de duas dimensdes em vez de uma, tornam possivel resolver sinais que se

sobrepdem em espectros de RMN-'H.
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Um outro ponto muito importante para considerar € a capacidade de realizar
analise de misturas por espectroscopia de RMN sem separacdo prévia dos
componentes, a qual, ndo foi totalmente explorada. Isso se deve ao paradigma de que
os espectros de RMN se tornam muito complexos para analisar quando ha muitos
compostos presentes. Varias metodologias, até o0 momento, vém sendo desenvolvidas
com o objetivo de abordar os problemas de analisar misturas em bruto sem recorrer a
sua separacdo fisica. Um exemplo deste tipo de metodologias é a abordagem
desenvolvida por Shapiro e colaboradores (SHAPIRO et al., 1997) quem desenvolveu
uma estratégia para realizar analise de misturas a partir de compostos gerados a partir
da sintese combinatoria split-mix. A sintese split and mix, por sua natureza, gera misturas
de compostos. Normalmente, esses compostos contém uma variedade de substituintes
construidos em torno de um modelo comum. O experimento TOCSY € poderoso a este
respeito, uma vez que pode identificar redes de prétons acoplados. Em combinacdo com
as correlacdes TOCSY observadas e dados obtidos a partir de experimentos de HMBC
€ possivel observar a conexao de agrupamentos moleculares separados para identificar
moléculas. O experimento HMBC é um experimento particularmente util, pois conecta
prétons a carbonos por meio de dois ou trés acoplamentos de ligacdo. Isso permite a
conexdo de carbonos protonados a centros ndo protonados, permitindo assim que 0s
sistemas de spin derivados do experimento TOCSY sejam vinculados. Sendo entéo
possivel, percorrer uma conectividade sequencial, para identificar a estrutura usando a
ligacdo a um grupo funcional comum. A estratégia para RMN usando a combinac¢éo de
HMBC com TOCSY permite a identificacdo completa de uma mistura complexa sem

recorrer a separacao fisica dos componentes (SHAPIRO et al., 1997).

Uma outra técnica, a RMN ordenada por difusdo, ou DOSY, visa separar 0s espectros
dos componentes em uma mistura, sem separacao fisica dos proprios componentes. Em
experimentos DOSY, a separacdo é feita de acordo com os coeficientes de difusédo
translacional das moléculas, onde moléculas maiores vao difundir mais lentamente que

as moléculas menores (QUADRI et al., 2014).

Por outro lado, a espectroscopia de correlacdo total estatistica (STOCSY), foi

desenvolvida pelo grupo de Nicholson para identificar potenciais biomarcadores e as
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moléculas envolvidas na mesma via (QUADRI et al., 2014). A STOCSY ¢ baseada no
principio de que em um conjunto de espectros de RMN, as intensidades dos picos de
uma molécula ou das moléculas que estdo envolvidas em uma mesma via séo
linearmente correlacionadas. A covariacao pode ser medida estatisticamente e € usada
para gerar um gréafico 2D de STOCSY. Além disso, a mobilidade eletrbnica também foi
utilizada em RMN (espectroscopia de mobilidade, MOSY) para separar as moléculas
carregadas em solucéo. No entanto, devido as faixas dindmicas limitadas, as moléculas
com constantes de coeficiente de autodifusdo semelhantes, mobilidade eletronica ou
mudancas de concentracdo nao puderam ser totalmente resolvidas por DOSY, MOSY e
STOCSY, respectivamente (QUADRI et al., 2014).

Com o objetivo de separar e quantificar simultaneamente os componentes em uma
mistura surge a RMN ordenada por concentracdo (CORDY) a qual fornece uma nova
maneira de quantificacdo simultdnea dos componentes e separacdo de seus picos de
RMN em uma mistura, resultando em alta faixa dindmica de mais de uma ou duas ordens
de magnitude na dimensdo de concentracdo e alta resolucdo na dimensédo de
deslocamento quimico. Além disso, CORDY pode ser combinado com DOSY para
resolver ainda mais 0os componentes com concentracdo semelhante ou coeficiente de
autodifusdo. Deve-se notar que com a ajuda da deconvolucédo, sé é possivel resolver os

picos parcialmente sobrepostos.
1.5A RMN na industria farmacéutica

Na indastria quimica, a RMN é frequentemente utilizada como uma ferramenta no
controle de qualidade de produtos ou intermediarios de sintese. Este € particularmente
0 caso na industria farmacéutica, onde o controle de qualidade desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento de medicamentos. A RMN quantitativa € usada para
uma ampla variedade de propositos: Determinacdo da pureza de um ingrediente
farmacéutico ativo (ou determinagéo de niveis de impurezas), quantificacdo de niveis
residuais de solventes, determinagéo do conteudo de excipientes etc. (GIRAUDEAU et
al., 2023).
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A industria farmacéutica é provavelmente um dos campos onde 0s requisitos
analiticos sdo mais bem controlados, devido a fortes regulamentacfes que impulsionam
os diferentes estagios do desenvolvimento de produtos farmacéuticos. Por exemplo, a
Farmacopeia dos Estados Unidos (USP, de United States Pharmacopeia) decidiu
recentemente revisar seus capitulos de RMN para incluir recomendacdes fortes e
detalhadas sobre RMN quantitativa (QUADRI et al., 2014). No entanto, quantificar
amostras por RMN com alta precisdo é desafiador, uma vez que elas frequentemente
formam misturas complexas. Embora o nimero de compostos possa ser limitado, a
sobreposicao espectral pode ser muito dificil de abordar, pois 0s componentes da mistura
geralmente tém estruturas e assinaturas espectrais muito semelhantes (GIRAUDEAU et
al., 2023).

Apesar da complexidade da amostra, a grande maioria das aplicacées de controle
de qualidade na industria depende da RMN-'H quantitativa 1D, provavelmente porque o
método de quantificacdo tem que atender os requisitos de validacao tradicionais que as
industrias regulamentadas impdem aos métodos de cromatografia liquida. As limitaces
associadas a complexidade da amostra sdo geralmente abordadas pela adaptacdo das
condi¢cBes de preparacao da amostra. De fato, os sinais podem ser deslocados ajustando
0 pH, a concentracdo e a temperatura da amostra, usando um solvente diferente (ou
mistura de solventes) ou adicionando reagentes de deslocamento (no caso da
guantificacdo de enantidmeros). Espectros de RMN de outros nucleos também é, as
vezes, uma opcao para resolver o problema de sobreposicdo espectral associado a
RMN-'H. A RMN quantitativa de °F ganhou popularidade na descoberta de
medicamentos e aplicacdes biolégicas, devido a sua alta sensibilidade e abundancia
100% natural. Exemplos recentes incluem a caracterizacdo de um conjunto
conformacional do receptor de adenosina A2A humano, ou a quantificacdo de
regioisbmeros de anfetamina com RMN quantitativa de bancada de °F. A RMN
guantitativa de *3C também é uma opcéo, embora sua baixa sensibilidade limite seu uso

a amostras altamente concentradas (GIRAUDEAU et al., 2023).

Em geral, a técnica de RMN proporciona um foco imparcial e quase universal para

a analise de misturas complexas e na quantificacdo simultdnea dos seus componentes
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com a minima preparacao de amostras e sem a necessidade de uma separacao previa,
uma vez que, atualmente, a sensibilidade e precisdo dos seus resultados quantitativos
sdo adequados no controle de impurezas presentes em baixo nivel e as medi¢des de
gNMR sao consideradas tao confiaveis e precisas quanto as obtidas por meio de técnicas
cromatograficas. Partindo disto, e de acordo com a diretriz ICH Q2A, onde, uma
“potencial impureza é uma impureza que teoricamente pode surgir durante a fabricacéo
ou estocagem” respalda o fato de que nos ultimos anos vem sendo apontado que a RMN
pode identificar impurezas desconhecidas nas preparacdes farmacéuticas e assim ser
aplicada na identificacdo das impurezas durante o processo de sintese dos IFAs,
produtos de degradacao, isolamento de fontes naturais, identificacdo de isémeros, |,
impurezas toxicas e mutagénicas entre outras (MAGGIO et al., 2014), (HATZAKIS 2019).

O farmaco antiepilético carisbamato passa por um processo significante de
degradacao quando é submetido a condi¢des de estresse. Cada produto de degradacao
foi isolado e caraterizado a partir de MS/MS e RMN 2D (COSY e HSQC), onde também
foi determinado que um dos produtos de degradacao resultou da isomerizagéo posicional
do fragmento de carbamato do IFA (RAO et al., 2013).

ataque lateral ' Identificado

do IFA F\o ' por RMN j\
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ESQUEMA 1.1. Sintese do carisbamato e a origem da impureza isomérica

No caso do farmaco ezetimibe, a estrutura quimica do seu produto de degradacéo
maioritario foi proposta a partir de estudos de RMN-1H,13C, °F, COSY, HSQC, HMBC e
NOESY assim como estudos de MS (SHAH et al., 2011).
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ESQUEMA 1.2. Produto de degradacéo alcalino proposto pelos autores Shah e Golla do

farmaco ezetimibe.

Duas diacereinas isoméricas monoacetiladas (impureza 1 e 2) foram
caracterizadas usando RMN-'H, 3C, DEPT 135 e NOESY, confirmando as suas

estruturas e revelando a posicao exata do grupo acetil em cada caso (LI et al., 2010).

E Identificadas por RMN :
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ESQUEMA 1.3. Estrutura quimica do farmaco diacerina e suas impurezas (impureza 1

e 2), ambas identificas por RMN.

O produto de degradacdo fotolitica do telmisartan foram detectados e
caracterizados usando LC-MS/TOF, LC-MS, LC-NMR e estudos de troca H/D on-line
(SHAH et al., 2010).
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ESQUEMA 1.4. Produto de degradacao identificado por RMN do farmaco telmisartan

Estes sdo alguns exemplos onde a RMN foi aplicada na identificacéo e separacao
dos produtos de degradacdo das suas misturas de degradacéo correspondentes. A maior
parte das técnicas utilizadas séo as técnicas de correlacdo homonuclear e heteronuclear
assim como as técnicas de difusdo como DOSY. Porém, nos ultimos anos tem sido
desenvolvida uma serie de técnicas que permitem superar algumas das limitacées que
estas técnicas convencionais apresentam. Uma destas limitacbes € a dificuldade de
analisar ou identificar um determinado composto quando existe sobreposicéo em certas
regides do espectro de RMN-H, dificultando o assinalamento correto dos sinais, assim
como também a necessidade de realizar algum tipo de tratamento fisico na amostra com
0 objetivo de melhorar ou eliminar de certo modo a sobreposi¢céo. A partir disto, surge
uma nova técnica, desenvolvida por Jenne e colaboradores em 2022, chamada
DREAMTIME, cujo objetivo resulta em detectar unicamente o que o usuario deseja
(JENNE et al., 2022).

1.6 DREAMTIME: Designed Refocused Excitation And Optional Mixing for Targets
In Vivo and Mixture Elucidation

A técnica DREAMTIME é uma técnica recentemente desenvolvida por Jenne e
colaboradores, que a descrevem como uma nova abordagem que combina diversos
filtros espectrais com o objetivo de isolar de forma “virtual”, unicamente os compostos
desejados de misturas e inclusive de organismos vivos. A técnica permite selecionar um

unico composto ou varios ao mesmo tempo, enquanto os filtros cancelam os
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componentes nao desejados. A DREAMTIME produz o que pode ser denominado como
magnetizacdo “em fase”, ou seja, a saida da DREAMTIME é paralela a RMN
convencional, portanto, pode ser combinada com qualquer experimento de RMN ja
existente, inclusive RMN bidimensional. Combinando a excitagdo dupla seletiva com
multiplas formas de onda moduladas em amplitude e fase é possivel a co-selecao de
varias moléculas ao mesmo tempo. Ao passar a magnetizacdo através de um filtro
quantico duplo com ciclo de fase, a magnetizacdo unicamente acoplada em J é
refocalizada, enquanto o restante dos sinais ndo desejados é cancelado, produzindo um
sinal em fase. Como resultado, a selecdo de varios compostos ao mesmo tempo é
possivel, inclusive com sinais totalmente sobrepostos ao de outros compostos em uma
mistura e, portanto, ndo sendo observados em um espectro de RMN-'H convencional
(JENNE et al., 2022).

Na técnica de DREAMTIME, a evolucao dos operadores de spin resultou em um
aspecto critico e fundamental os quais permitiram o direcionamento seletivo de
compostos especificos. Como mostrado na figura 1, a técnica de DREAMTIME consta
de quatro blocos principais: excitagcao refocada formatada (1); zero quantum spoil (2);
mixing time (TOCSY) (3) e supressao de agua (4), sendo os ultimos 3 blocos, opcionais
(Figura 1).

O elemento mais importante é a excitacao refocada formatada. O bloco possui um
Unico eco, os pulsos de 90° atuam como filtros quanticos duplos, selecionando
unicamente a magnetizacdo que surge dos pares de spin acoplados em J. A forma de
onda modulada em fase pode ser utilizada para excitar qualquer nimero de spins
emparelhados (maximo 32 spins) ao mesmo tempo, usando uma Unica forma de onda.
A evolucdo dos operadores de spin da DREAMTIME envolve a passagem da
magnetizacao por um filtro quantico duplo com ciclo de fase. Etapa que foi projetada com
0 objetivo de reorientar apenas a magnetizagao acoplada em J e, ao mesmo tempo,
cancelar todos os outros sinais indesejados. Essa evolugéo seletiva acaba sendo crucial
para o isolamento dos sinais desejados quando se trata de misturas complexas (JENNE
et al., 2022).
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Por outro lado, os spins séo selecionados em pares acoplados em J, de modo que
o filtro quantico duplo seleciona 0 componente antifase enquanto rejeita o resto das
magnetizacdes. Nessa condi¢cdo, uma molécula passard por um dos filtros se tiver dois
spins acoplados em J e os deslocamentos quimicos de ambos os prétons ressoem
dentro do tempo de pulso da excitacdo dual. Neste sentido, podemos discutir sobre o
impacto do acoplamento J na andlise de compostos de interesse:

Isolamento dos sinais: o acoplamento em J, na DREAMTIME, resultou essencial
para isolar sinais de interesse nos experimentos de RMN. Utilizando o acoplamento em
J na selecdo dos spins especificos das moléculas, permite entdo a analise focada dos
compostos desejados e, a0 mesmo tempo, minimizando a interferéncia de outros. Essa
abordagem direcionada aumenta a clareza dos espectros resultantes.

Requisito para rodadas acopladas: a técnica da DREAMTIME requer também
especificamente rotacfes acopladas em J para uma selecéo seletiva. I1sso significa que
compostos com apenas picos singletos, que nao exibem acoplamentos J, ndo podem ser
analisados de forma eficaz usando a técnica. Exemplo, moléculas pequenas como
metanol ou acetona que contém um Unico pico no seu espectro de RMN, ndo séo
adequadas para aplicacdes na DREAMTIME (Jenne et al., 2022).

Complexidade em sistemas acoplados: em sistemas fortemente acoplados, a
presenca de acoplamentos J pode chegar a complicar a analise. No entanto, for
demonstrado que a DREAMTIME funciona de uma forma eficiente nos mencionados
sistemas, desde que haja resolucéo suficiente do sinal, o que va permitir a selecdo de
compostos especificos, mesmo em misturas complexas como sangue ou urina.

Impacto na sensibilidade: a capacidade de selecionar spins especificos por meio
do acoplamento J pode levar a uma maior sensibilidade na deteccédo de moléculas de
interesse. Ao focar nos sinais relevantes e reduzir a sobreposicdo espectral, a
DREAMTIME pode atingir aumentos de sensibilidade de 7 a 12 vezes em relagédo a RMN-
'H convencional.

Versatilidade na selecao: o acoplamento J permite a selecédo de moléculas inteiras
ou sistemas especificos de subspin dentro de uma mesma molécula. Essa versatilidade

€ benéfica para analisar compostos complexos, como a tirosina, onde diferentes
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componentes podem ser direcionados com base nas necessidades do usuario da

técnica.
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FIGURA 1.1. Sequéncia de pulso RMN DREAMTIME. 1) Bloco de Excitagdo Refocada
(DRE), A1= 1/4J onde J é a constante de acoplamento H-'H relativa ao composto de
interesse, para a selecdo de varios compostos pode ser calculada a média; 2) Zero
Quantum Spoil (opcional), 3) DIPSI spinlock (opcional); 4) W5 WATERGATE que junto
com o bloco de pré-saturacdo (PR), (ambos opcionais) permite a supressdo de agua
guando necessario. (Autorizacdo de uso de figura solicitada ao autor. License number:

5980171445068).

Quando o objetivo € a selecao de multiplas moléculas, cada molécula evolui por
separados como diferentes pares acoplados em J, o que permite selecionar varias
moléculas ao mesmo tempo. Uma vez que séo selecionados dois spins dentro de uma
molécula alvo, € possivel uma maior manipulacdo dos spins a través dos blocos
opcionais. O primeiro bloco opcional, zero quantum spoil (ZQS), ajuda a melhorar as
propriedades de fase do espectro final. O seguinte, TOCSY spinlock, transfere a
magnetizagao ao redor de todo o sistema de spin, produzindo um resultado semelhante
a um espectro de RMN-'H convencional do composto Unico onde se observa todos os
spins acoplados aos pares de prétons selecionados (semelhante a um TOCSY 1D
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convencional). E finalmente, o Ultimo bloco de presaturacdo, incorpora tanto a
presaturacdo de agua quanto do solvente. Portanto, os filtros mencionados, que sao
altamente discriminantes, vao permitir selecionar a molécula nos seguintes casos:
i.  Um sistema de spin onde ambos o0s sinais ressoem na frequéncia selecionada
pela forma de onda modulada em amplitude e fase;
ii.  Os spins sao vizinhos nas moléculas (J acoplados);
iii. A constante de acoplamento selecionada coincide com a molécula.

Dando como resultado, um espectro de RMN-'H selecionando as moléculas de
interesse, tanto de forma individual quanto simultanea, apesar da sobreposicdo no
espectro de RMN-'H convencional. Os autores destacam, que podem ser selecionados
spins tanto do sistema total de spins da molécula quanto spins de subsistemas da
molécula, neste caso a versatilidade da DREAMTIME é o suficientemente alta para
selecionar a molécula de interesse, mesmo sendo irradiado um Gnico subsistema da sua
estrutura.

Com o objetivo de demonstrar como funciona a DREAMTIME, os autores
aplicaram a técnica em diferentes tipos de amostras, sendo uma delas uma amostra in
vivo de Daphnia magna (sem pré-tratamento fisico da amostra), na qual foram
selecionados oito compostos de concentracéo conhecida: colina, glicerol, alanina, valina,
uracila, treonina, tirosina e lisina. Durante o experimento, foi realizado, em um primeiro
momento, um espectro de RMN-H convencional onde foi observada uma importante
sobreposicao. A partir deste resultado, a DREAMTIME foi aplicada, selecionando os oito
compostos ao mesmo tempo, usando uma forma de onda modulada em amplitude e fase
com o fim de selecionar 16 diferentes frequéncias (ou deslocamentos quimicos), onde
cada par de frequéncia selecionava um dos oito compostos de forma simultanea (Topo
da Figura 2B), e onde foi calculada a média da constante de acoplamento, criando uma
lista com estes valores, dando como resultado um espectro com cada molécula de
interesse selecionada. Na sequéncia foram selecionados de forma individual cada um
dos oito compostos (Figura 2B), irradiando as frequéncias correspondentes a cada um

dos subsistemas das moléculas de interesse.
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FIGURA 1.2. Espectro de A) RMN-'H convencional da mistura complexa de Daphnia
magna; B) RMN-DREAMTIME selecionando os oito aminoacidos de forma simultanea e
individualmente; C) RMN-H referéncia do banco de dados da Bruker (Imagem alterada

e adaptada de JENNE et al., 2022 para o0 uso neste trabalho).

Jenne e colaboradores aplicaram DREAMTIME de outras formas que serao
discutidas brevemente (JENNE et al., 2022). Uma das aplicacdes resultou em
monitoramento de processos como o0 seguimento do fluxo molecular ao longo do tempo
em uma amostra de urina humana, onde foram selecionados dois compostos, 2-

furoilglicina e acido hipuarico. A 2-furoilglicina é um indicador do metabolismo do café
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enquanto o acido hipuarico é um metabdlito correlacionado a ingestdo de frutos e
verduras. Determinando que a 2-furoilglicina aumenta rapidamente depois do consumo
do café e o acido hipuarico diminui com o tempo em concordancia com a falta de insumos
dietéticos. Por outro lado, foi estudado o estresse andxico dentro de uma amostra viva
de Daphnia magna. Como a analise foi realizada em organismos vivos, as caracteristicas
fisicas da amostra provocaram distorcdes da susceptibilidade magnética e uma largura
de linha maior. A técnica de DREAMTIME entdo reduz a superposi¢cdo dos sinais no
espectro, permitindo que os sinais da amostra in vivo pudessem ser utilizados para

assinalar e rastrear as variacdes metabolicas in vivo.

Como o resultado da DREAMTIME € a magnetizagdo em fase, essencialmente
qgualquer outro experimento de RMN pode concatenar-se de forma simples. Para
demonstrar isto, os autores utilizaram uma amostra contendo os oito aminoacidos e
coletaram espectros 2D, 'H-'H TOCSY e !H-13C HSQC. Neste caso, a DREAMTIME
permitiu simplificar os dados 2D no assinalamento dos metabdlitos na mistura inicial.
Mostrando que a DREAMTIME, futuramente, podera ser combinada com outras técnicas
de RMN, com o objetivo de estudar a interacdo molecular, como a espectroscopia

ordenada por difusdo DOSY, e 0 monitoramento da cinética de ligacao e troca (STD) etc.

Neste contexto, a DREAMTIME se torna uma técnica atrativa na andlise de
misturas, provenientes de processos de degradacdo forcada de farmacos, brindando
uma separacao espectral seletiva e isolamento dos compostos de uma amostra
determinada. Por tanto, a ideia principal serd a aplicacdo de técnicas convencionais de
RMN 1D (*H, *3C) e 2D (COSY, TOCSY, HSQC, HMBC e DOSY), assim como também
a DREAMTIME com foco na identificacdo dos componentes individuais das misturas
acidas e béasicas dos produtos farmacéuticos sofosbuvir e fumarato de tenofovir
desoproxila e dos seus produtos de degradacao respectivos, sem que se faca necessaria

a separacao fisica de seus componentes para a identificacdo se suas estruturas.

Sofosbuvir € um analogo de nucleotideo usado no tratamento do virus de
hepatites C (HCV) (SWAIN et al. 2015). Quimicamente, & um pro-farmaco de nucleotideo
de pirimidina monofosforilado e devido a analogia da sua estrutura, o SOF inibe a enzima

de RNA polimerase que o virus utiliza na replicacdo do seu RNA (SWAIN et al. 2015),
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(AGARWAL et al. 2022). Como o SOF € um pro-farmaco, € metabolizado no figado para
formar um analogo de nucleotideo farmacologicamente ativo. O SOF foi aprovado pela
U.S Food and Drug Administration (FDA) em 2013 para 0 uso em pacientes com o virus
HCV, de forma isolada ou em combinacdo com ribavirina ou ledipasvir. O SOF é
desenvolvido pela Gilead Farmacéutica e € comercializado como Sovaldi. Na literatura
nao existe um método de ensaio na analise do processo de degradacdo do SOF nem
dos seus produtos de degradacédo, aplicando técnicas como UPLC ou RMN. Embora
existam poucos métodos utilizando técnicas como UPLC-ESI MS/MS, 0s mesmos sao
desenvolvidos utilizando varios padrfes internos e procedimentos que sao destrutivos e
demorados (POTTABATHINI et al. 2016).

O fumarato de tenofovir desoproxila € um farmaco de classe Ill do Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (BCS). Pertence ao grupo de inibidores seletivos de
nucleotidos da transcriptase inversa (NRTI) o que o torna em um supressor da replicacao
viral ao inibir a transcriptase inversa do HBV. Em conjunto com a emtricitabina é utilizado
no coquetel anti-HIV ou também conhecido como profilaxia pré-exposicao para o HIV
(PreP), sendo aprovado pela FDA, nos Estados Unidos, em 26 de outubro de 2001
(GOLLA et al., 2016). Da mesma forma que no sofosbuvir, na literatura, sédo encontrados
poucos trabalhos onde seja descrito o processo de degradacao do farmaco assim como
0 estudo dos seus produtos de degradacdo por RMN (TALLURI et al. 2014) (KURMI et
al., 2014). A maioria dos trabalhos encontrados envolvem estudos de espectrometria de
massas isolada ou hifenada com cromatografia como LC-HRMS assim como também
estudos aplicando espectrometria de massas multi-etapa (MS") (TALLURI et al. 2014)
(KURMI et al., 2014).
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(TDF)
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FIGURA 1.3. Estrutura quimica do sofosbuvir e fumarato de tenofovir desoproxila
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Explorar o uso de técnicas avancadas de Ressonancia Magnética Nuclear com
foco na identificacdo dos componentes individuais em uma mistura de produtos
farmacéuticos e seus produtos de degradacéo, sem que se fagca necessaria a separacéo

fisica de seus componentes para identificacdo de suas estruturas.
Para isso foram cumpridos os seguintes objetivos especificos

2.2  Objetivos Especificos

e Implementar a técnica de DREAMTIME utilizando uma amostra contendo
substancias conhecidas;

e Realizar as reacdes de degradacéo dos farmacos no proprio tubo de RMN;

e Analisar e identificar os produtos de degradac&o das misturas correspondentes
aos farmacos sofosbuvir e fumarato de tenofovir desoproxila utilizando técnicas
de RMN 2D;

e Separar os produtos de degradacdo das misturas tanto acida quanto basica
aplicando a técnica DREAMTIME sem realizar nenhum pré-tratamento fisico na
amostra inicial;

e Quantificar por meio RMN-'H os produtos de degradacéo formados assim como

os ingredientes farmacéuticos ativos.
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3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

2.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. L-alanina comercializada
por Sigma-Aldrich (= 99,0 %, HPLC), fenilalanina comercializada por Sigma-Aldrich (=
99,0 %, HPLC), nicotinamida comercializada por Fluka analytical (= 99,0 %, HPLC), acido
aspartico comercializada por Sigma Aldrich (= 99,0 %, TLC), acido maleico
comercializada por Sigma Aldrich (= 99,0 %, HPCL), acido maldénico comercializada por
Sigma Aldrich (99,0 %, TLC).

O Sofosbuvir (SOF), como principio ativo, foi gentilmente cedido pelo Prof. Renato
Lajarim Carneiro (DQ-UFSCar) e o fumarato de tenofovir desoproxila (TDF), também
como principio ativo, foi gentiimente cedido pela empresa Cristalia Produtos
Farmacéuticos Ltda. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, &cido
cloridrico (HCI, 37,7%) comercializado por Qhemis e hidréxido de sodio (NaOH, 98%)

comercializado por Neon.

2.2 Preparo de amostras

2.2.1 Solventes deuterados

e Oxido de deutério (D20): comercializado pela Cambridge Isotope Laboratories,
Inc. (CIL) com pureza de 99,9 %.

e Dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-d6): comercializado pela Sigma Aldrich

com pureza de 99,9 %.

3.2.2 Implementagcdo do experimento DREAMTIME: Amostra de

composicao conhecida

Oito substancias foram dissolvidas em 400 uL de D20 99% como solvente
deuterado. As quantidades de compostos utilizadas foram as seguintes: fenilalanina
(2,89 mg); L-alanina (3,10 mg); acido aspartico (2,94 mg); acido malbnico (3,09 mg);

acido maleico (3,16 mg); nicotinamida (3,02 mg). O volume total de solvente (400 uL) foi
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transferido para um tubo de RMN de 5 mm e os experimentos foram conduzidos a

temperatura ambiente 298 K.

3.2.3 Estudos de degradacgéo forcada

a. Amostra da mistura de degradacédo do sofosbuvir (SOF):

Todos os estudos de degradacéao forgcada foram realizados em concentracdes que
permitissem analisar cada mistura de degradacao (acida e basica) dentro de faixa de 10-
20% de degradacao, conforme estabelecido nas diretrizes da Anvisa (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria). Sob condi¢cbes acidas; 41,47 uL de HCI (37,7%, 12 mol.L?)
foram adicionados a uma solucdo de SOF 0,1 mol.L* (30 mg de SOF em 400 uL de
DMSO-d6), resultando em uma propor¢do final de 1:10 ( 0,1 mol.L*%:: 1 mol.L1) de
SOF:HCI. A reacdo de degradacao foi realizada a temperatura ambiente (298 K) e em
um tempo de reacdo de 24-48 horas. Em condicfes basicas; 40,0 uL de uma solugao de
NaOH 1 mol.L* foram adicionados a uma solucdo de SOF 0,1 mol.L* (30 mg de SOF
em 400 yL de DMSO-d6), resultando em uma proporcéo final de 1:1. (0,1 mol.L%: 0,1
mol.L't, NaOH:SOF). A reacdo de degradacdo basica também foi realizada a
temperatura ambiente (298 K) e com tempo de reacdo de 24-48 horas. Cada mistura de
degradacao resultante foi transferida diretamente para o tubo de RMN de 5 mm e

posteriormente analisada.

b. Amostra da mistura de degradacdo do fumarato de tenofovir desoproxila
(TDF):

Todos os estudos de degradacgéo foram realizados em concentracdes especificas
gue permitissem analisar cada mistura de degradacao (acida e bésica) na faixa entre 10-
20% de degradacao, conforme estabelecido nas diretrizes da Anvisa (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria). Sob condi¢cbes acidas; 44,30 uL de DCI (37,7%, 12 mol.L?)
foram adicionados a uma solucéo de TDF 0,1 mol.L* (15,90 mg de TDF em 500 pL de
DMSO0-d6), resultando em uma proporcéo final de 1:2 (0,1 mol.L': 0,2 mol.L!) de
TDF:DCI. A reacéo de degradacéo foi realizada a temperatura ambiente (298 K) e entre
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24-48 horas de tempo de reacdo. Em condicbes basicas; 0,66 L de uma solugao de
NaOD 0,1 mol.L*? foram adicionados a uma solugdo de TDF 0,01 mol.L* (3,18 mg de
TDF em 500 yL de DMSO-d6), resultando na proporcéo final de 1:1 (0,01 mol.L: 0,01
mol.L"1, NaOD:TDF). A reacéo de degradacéo basica também foi realizada a temperatura
ambiente (298 K) e em um tempo de reacdo de 24-48 horas. Cada mistura de
degradacao resultante foi transferida diretamente para o tubo de RMN de 5 mm e

posteriormente analisada.

3.3 Equipamentos e aquisicdo de espectros

3.3.1 Espectrometros de RMN

Os estudos, tanto de implementacdo, quanto de analise dos farmacos
(degradacdes e analise por HRMAS) foram realizados utilizando os equipamentos
instalados no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de
Quimica da UFSCar. Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente
298 K:

e Equipamento Bruker RMN-600 MHz, operando num campo magnético de 14,1
Tesla (600 MHz para frequéncia do hidrogénio), modelo AVANCE IllI, equipado
com uma sonda criogénica TCI (*H/*3C/**N) de 5 mm.

e Equipamento Bruker RMN 400 MHz, modelo AVANCE lll, operando num campo
magnético de 9,4 Tesla (400,15 MHz para frequéncia do *H e 100,62 MHz para o
13C), equipado com uma sonda multinuclear de deteccéo inversa (BBI- Broadband
Inverse) para tubos com diametro de 5 mm, munida de uma bobina de gradiente
de campo no eixo z (50 G/cm) e uma unidade de ajuste automatico da sintonia —
ATMA (Automatic Tuning and MAtching).

e Equipamento Bruker RMN 400 MHz, modelo AVANCE III, operando hum campo
magnético de 9,4 Tesla (400 MHz para frequéncia do hidrogénio), equipado com

uma sonda BBOF para tubos de 5 mm.
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3.3.2 Aquisicédo dos espectros 1D e 2D de cada amostra analisada

3.3.2.1 Amostra padréo de composic¢ao conhecida

a. Aquisicdo dos espectros 1D de hidrogénio da amostra estandar de

composicao conhecida:

Os espectros de RMN-'H foram realizados no espectrdmetro Bruker modelo
Avance Ill 400,15 MHz para 'H equipado com uma sonda multinuclear de deteccéo
inversa (BBI- Broadband Inverse), adquiridos utilizando-se uma sequéncia de pulsos com
um Unico pulso para 'H (zg) numa temperatura de 25°C. Sendo os parametros de
aquisicao os seguintes:

TABELA 3.1. Parametros de aquisicao utilizados nos experimentos 1D de RMN-1H:

Parametro* 1H

Numero de pontos de dominio de tempo (TD) 65.536

Janela espectral (SW) 17,0 ppm
Tempo de aquisicéo (AQ) 4,81s
Numero de scans (NS) 8
Duracéo do pulso de 90° (p1) 11 s
Frequéncia central do pulso (O1P) 4,7 ppm
Tempo de relaxacéo (d1) 10s

*Nomenclatura Bruker

Depois da aquisicao de cada espectro, estes foram processados aplicando uma
transformada de Fourier de 65.536 pontos (Sl), ajustando-se a fase (apk) e a linha base

(absn) de forma automatica.
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3.3.2.2 Amostra do sofosbuvir puro sem sofrer reacdo de degradacéo

a. Experimentos 1D de hidrogénio e carbono do sofosbuvir puro sem sofrer
reacdo de degradagdo nenhuma

Os espectros de RMN-'H foram realizados no espectrometro Bruker modelo
Avance 1l 400,15 MHz para 'H equipado com uma sonda multinuclear de deteccédo
inversa (BBI- Broadband Inverse), adquiridos utilizando-se uma sequéncia de pulsos com
um Unico pulso para *H (zg), numa temperatura de 25°C. Os espectros de C{*H} foram
realizados no mesmo espectrémetro (100 MHz para 13C) e mesma sonda, utilizando uma
sequéncia de pulso hard para '3C com largura de pulso de 30° e desacoplamentos de *H
considerando o efeito NOE durante o tempo de relaxacao (zgpg30), sem girar a amostra

e numa temperatura de 25°C. Os parametros de aquisicdo estao descritos na tabela 3:

TABELA 3.2. Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos 1D de RMN-'H e
RMN-12C do sofosbuvir puro sem sofrer reacdo de degradacdo nenhuma:

Parametros* H 13C

Sequéncia de pulso Zg zgpg30
Numero de pontos de dominio de tempo (TD) 65.536 32.768

Janela espectral (SW) (ppm) 20,02 238,89

Tempo de aquisicéo (AQ) (s) 4,09 0,68

Numero de scans (NS) 32 8192

Duracéo do pulso de 90° (p1) (us) 8,24 8,24
Duracéo do pulso de 30° (*3C) (us) - 15 us
Frequéncia central do pulso (O1P) (ppm) 6,24 99,98

Tempo de relaxacéo (d1, s) 2 0,1
Duracgao do pulso de 90° para desacoplamento (us) - 90 us

*Nomenclatura Bruker



31

Depois da aquisi¢cdo de cada espectro, os mesmos foram processados aplicando
uma transformada de Fourier de 65.536 pontos (SI) no caso do *H e 32.768 para o 1°C,
tanto no espectro de 'H quanto no espectro de *3C ajustando-se a fase (apk) e a linha

base (absn) de forma automatica em ambos os espectros.

3.3.2.3 Amostra do sofosbuvir sob condi¢fes de hidrélise acida

a. Aquisicao dos espectros 1D de hidrogénio e carbono do sofosbuvir sob

condicdes de hidrdlise acida:

Os espectros de RMN-'H foram coletados no espectrémetro Bruker modelo
Avance Ill 400,15 MHz para 'H equipado com uma sonda multinuclear de deteccéo
inversa (BBI- Broadband Inverse), adquiridos utilizando-se uma sequéncia de pulsos com
um Unico pulso para *H com supressao do sinal da agua (zgpr) numa temperatura de
25°C. Os espectros de 3C{*H} foram coletados no mesmo espectrémetro (100 MHz para
13C) e mesma sonda, utilizando uma sequéncia de pulso hard para 3C com largura de
pulso de 30° e desacoplamentos de 'H considerando o efeito NOE durante o tempo de
relaxacao (zgpg30), sem girar a amostra e numa temperatura de 25°C. Os parametros

de aquisicao estao descritos na tabela 4:

TABELA 3.3. Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos 1D de RMN-'H da

mistura de degradacédo acida do sofosbuvir:

Parametros* H 13C
Sequéncia de pulso zg zgpg30
Numero de pontos de dominio de tempo (TD) 65.536 32.768
Janela espectral (SW) (ppm) 14,46 238,89
Tempo de aquisicéo (AQ) (s) 5,66 0,68
Numero de scans (NS) 8 16.384
Duracéo do pulso de 90° (p1) (us) 8,14 15,00

Duracéo do pulso de 30° (*3C) (us) - 0,1
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Frequéncia central do pulso (O1P) (ppm) 6,33 ppm 99,99
Tempo de relaxagéo (d1, s) 1ls 0.1
Duracéo do pulso de 90° para desacoplamento (us) - 90

*Nomenclatura Bruker

Depois da aquisi¢cao de cada espectro, os mesmos foram processados aplicando
uma transformada de Fourier de 65.536 pontos (SI) para o 'H e 32.768 para o 13C, tanto
no espectro de *H quanto no espectro de 3C ajustando-se a fase (apk) e a linha base

(absn) de forma automatica em ambos 0s espectros.

b. Aquisicéo e processamento dos experimentos 2D (COSY, HSQC e HMBC) do

sofosbuvir sob hidrdlise acida

Os experimentos foram realizados no espectrémetro Bruker Avance Ill 400,15
MHz para H equipado com uma sonda BBI de 5 mm, sem girar a amostra e numa
temperatura de 25°C. Os parametros de aquisicdo que foram utilizados no experimento

estao descritos na tabela 5:

TABELA 3.4. Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos 2D (COSY, HSQC
e HMBC) da mistura de degradacéo acida do sofosbuvir:

Parametros* gCoSsy gHSQC gHMBC
Sequéncia de pulso cosygpprgf hsqcedetgp hmbcgplpndgf
NuUumero de pontos de dominio de tempo
direto (TDF2) 4.096 4.096 2048
Numero de pontos de dominio de tempo
indireto (TDF1) 256 256 256
Janela espectral do dominio direto (SW2) 12.53 12,53 1446
(ppm)
Janela espectral do dominio indireto
12,53 230,00 238,89
(SW1) (ppm)
Tempo de aquisicdo no dominio direto 0.41 0.41 0,18

(AQ-F2) (us)
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Tempo de aquisicdo no dominio indireto

0,025 0,0055 0,0053
(AQ-F1) (s)

Numero de scans (NS) 40 80 120
Duracéo do pulso de 90° (*H) (us) 8,00 8,14 8,00
Duracéo do pulso de 90° (*3C) (us) - 15,00 15,00

Frequéncia central do pulso no canal de
Frequéncia central do pulso no canal de
13C (O2P) (ppm) 99,98 99,98
Tempo de relaxacéo (d1 (s) 1 1 1

*Nomenclatura Bruker

Depois de adquirir o espectro, os dados foram processados aplicando-se uma
transformada de Fourier com 4096 pontos em F2 (SIF2) e F1 (SIF1l) para os
experimentos de COSY e HSQC e 2048 pontos para os experimentos de HMBC,
utilizando uma funcéao de apodizacéo seno quadrado (QSINE) e o fator SSB igual a 0 em

ambos eixos. A fase foi ajustada de forma manual.

3.3.2.4 Amostra do sofosbuvir sob condi¢cdes de hidrolise basica

a. Aquisicao e processamento dos espectros 1D de hidrogénio e carbono do

sofosbuvir sob condi¢fes de hidrélise béasica.

Os espectros de RMN-'H foram coletados no espectrometro Bruker modelo
Avance Ill 400,15 MHz para 'H equipado com uma sonda multinuclear de deteccéo
inversa (BBI- Broadband Inverse), adquiridos utilizando-se uma sequéncia de pulsos com
um Unico pulso para *H com supressdo do sinal da agua (zgpr) numa temperatura de
25°C. Os espectros de 13C{*H} foram coletados no mesmo espectrémetro (100 MHz para
13C) e mesma sonda, utilizando uma sequéncia de pulso hard para **C com largura de
pulso de 30° e desacoplamentos de H considerando o efeito NOE durante o tempo de
relaxacéo (zgpg30), sem girar a amostra e numa temperatura de 25°C. Os parametros

de aquisicdo estao descritos na tabela 6:
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TABELA 3.5. Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos 1D de RMN-'H da

mistura de degradacéo basica do sofosbuvir:

Parametros* H 13C

Sequéncia de pulso zgpr  zgpg30
Numero de pontos de dominio de tempo (TD) 65.536 32.768

Janela espectral (SW) (ppm) 12,49 238,89

Tempo de aquisicéo (AQ) (s) 6,55 0,68
Numero de scans (NS) 8 16.384

Duracéo do pulso de 90° (p1) (us) 9.750

Duracéo do pulso de 30° (*3C) (us) - 4,95
Frequéncia central do pulso (O1P) (ppm) 3,76 99,99

Tempo de relaxacéo (d1) (s) 1 0,1

Duracao do pulso de 90° para desacoplamento (us) - 90

*Nomenclatura Bruker

Depois da aquisi¢cao de cada espectro, os mesmos foram processados aplicando
uma transformada de Fourier de 65.536 pontos (Sl) para H e 32.768 pontos (Sl) para o
13C, tanto no espectro de 'H quanto no espectro de 13C ajustando-se a fase (apk) e a

linha base (absn) de forma automatica em ambos 0s espectros.

b. Aquisicéo e processamento dos experimentos 2D (COSY, HSQC e HMBC) do

sofosbuvir sob condi¢fes de hidrélise basica

Os experimentos foram realizados no espectrometro Bruker Avance Ill 400,15
MHz para 'H equipado com uma sonda BBl de 5 mm, sem girar a amostra e numa
temperatura de 25°C. Os parametros de aquisicdo que foram utilizados no experimento

estao descritos na tabela 7:
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TABELA 3.6. Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos 2D (COSY, HSQC

e HMBC) da mistura de degradacéo basica do sofosbuvir:

Parametros*

gCOSY  gHSQC gHMBC

Sequéncia de pulso

Numero de pontos de dominio de tempo
direto (TDF2)

Numero de pontos de dominio de tempo
indireto (TDF1)

Janela espectral do dominio direto (SW2)
(ppm)

Janela espectral do dominio indireto
(SW1) (ppm)

Tempo de aquisicdo no dominio direto

(AQ-F2) (s)

Tempo de aquisicdo no dominio indireto
(AQ-F1) (s)

Numero de scans (NS)
Duracéo do pulso de 90° (*H) (us)
Duracéo do pulso de 90° (*3C) (us)

Frequéncia central do pulso no canal de
'H (O1P) (ppm)

Frequéncia central do pulso no canal de
13C (02P) (ppm)

Tempo de relaxagéo (d1, s)

cosygpprqgf hsqcedetgp hmbcgplpndgf

4.096 4.096 4.096
256 256 256
15,02 15,02 15,02
15,02 230,00 230,00
0,34 0,34 0,34
0,021 0,0055 0,0055
32 64 76
8,12 8,12 8,12
- 15,00 15,00

3,53 3,53 3,53
- 75.00 75.00
1 1 1

*Nomenclatura Bruker

Depois de adquirir o espectro, os dados foram processados aplicando-se uma

transformada de Fourier com 4096 pontos em F2 (SIF2) e F1 (SIF1l) para os

experimentos de COSY e HSQC e 2048 pontos para os experimentos de HMBC,

utilizando uma funcéo de apodizacéo seno quadrado (QSINE) e o fator SSB igual a 0 em

ambos eixos. A fase foi ajustada de forma manual.
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c. Aquisicdo de RMN de RMN-'H para estudo de quantificacdo absoluta do

sofosbuvir em meio acido e basico:

Um espectrometro de RMN Bruker de 600 MHz equipado com uma sonda Bruker
BBO de 600 MHz de 5 mm foi utilizado neste estudo de quantificagdo. DMSO-d6 e acido
maleico foram utilizados como solvente e padréo interno, respectivamente. Em
condicdes acidas o tempo de aquisi¢do foi ajustado para 3,64 s e a janela do espectro
foi ajustada para 15 ppm. O Ti1 foi determinado (T1 denota tempo de relaxacao
longitudinal) resultando em 1,5 s, garantia de 7xT1, mesmo para hidrogéniohidrogénios
de relaxamento relativamente lento. Foi utilizado um pulso de 90° e o intervalo de tempo
entre cada aquisicdo (d1) foi definido para 17 s. O numero de varreduras foi definido
como 128 e o tempo total de execucgéo do instrumento foi de 44 minutos. Em condi¢cbes
basicas o tempo de aquisicao foi ajustado para 3,64 se a janela do espectro foi ajustada
para 15 ppm. Nessas condi¢cbes, o Ti foi determinado resultando em 3 s, garantindo 7
x Ti1, mesmo para hidrogéniohidrogénios de relaxamento relativamente lento. Foi
utilizado um pulso de 90° e intervalo de tempo entre as aquisi¢coes (d1) foi definido para
27 s. O numero de varreduras foi definido como 128 e o tempo total de execucédo do

instrumento foi de 63 minutos.

3.3.2.5 Amostra do fumarato de tenofovir desoproxila (TDF) sem sofrer

degradacéo.

a. Experimentos 1D de hidrogénio e carbono do TDF puro sem sofrer reagdo de

degradacédo nenhuma

Os espectros de RMN-'H foram coletados no espectrometro Bruker modelo
Avance Ill 400,15 MHz para 'H equipado com uma sonda multinuclear de deteccéo
inversa (BBI- Broadband Inverse), adquiridos utilizando-se uma sequéncia de pulsos com
um Unico pulso para H (zg), numa temperatura de 25°C. Os espectros de *C{*H} foram
coletados no mesmo espectrémetro (100 MHz para 13C) e mesma sonda, utilizando uma

sequéncia de pulso hard para *3C com largura de pulso de 30° e desacoplamentos de 'H
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considerando o efeito NOE durante o tempo de relaxacao (zgpg30), sem girar a amostra

e numa temperatura de 25°C. Os parametros de aquisicdo estao descritos na tabela 8:

TABELA 3.7. Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos 1D de RMN-H e

RMN-13C do TDF puro sem sofrer reagdo de degradagdo nenhuma:

Parametros* 1H 13C

Sequéncia de pulso Zg zgpg30
Numero de pontos de dominio de tempo (TD) 32.768 32.768

Janela espectral (SW) (ppm) 20,02 238,89
Tempo de aquisicéo (AQ) (s) 2.04 0,68
Numero de scans (NS) 16 8192
Duracéo do pulso de 90° (p1) (us) 8,25 -
Duracéo do pulso de 30° (*3C) (us) - 4,95
Frequéncia central do pulso (O1P) (ppm) 6,00 99,98
Tempo de relaxacédo (d1, s) 2 0,1
Duracgao do pulso de 90° para desacoplamento (us) - 90

*Nomenclatura Bruker

Depois da aquisi¢cao de cada espectro, os mesmos foram processados aplicando
uma transformada de Fourier de 32.768 pontos (SI), tanto no espectro de *H quanto no
espectro de 3C ajustando-se a fase (apk) e a linha base (absn) de forma automatica em

ambos espectros.

3.3.2.6  Amostra do TDF sob condi¢cdes de hidrdlise acida

a. Experimentos 1D de hidrogénio e carbono do TDF sob condi¢cBes de
hidrolise acida
Os espectros de RMN-'H foram coletados no espectrometro Bruker modelo

avance Il 400,15 MHz para 'H equipado com uma sonda multinuclear de deteccéo

inversa (BBI- Broadband Inverse), adquiridos utilizando-se uma sequéncia de pulsos com
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um Unico pulso para *H (zg), numa temperatura de 25°C. Os espectros de C{'H} foram
coletados no mesmo espectrémetro (100 MHz para 13C) e mesma sonda, utilizando uma
sequéncia de pulso hard para 13C com largura de pulso de 30° e desacoplamentos de *H
considerando o efeito NOE durante o tempo de relaxagdo (zgpg30), sem girar a amostra

e numa temperatura de 25°C. Os parametros de aquisicdo estao descritos na tabela 9:

Tabela 3.8. Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos 1D de RMN-H e RMN-

13C do TDF sob condicdes de hidrélise acida:

Parametros* H 13C

Sequéncia de pulso Z9 zgpg30
Numero de pontos de dominio de tempo (TD) 32.768 32.768

Janela espectral (SW) (ppm) 20,02 238,89

Tempo de aquisicéo (AQ) (s) 2.04 0,68
Numero de scans (NS) 32 16384

Duracéo do pulso de 90° (p1) (us) 8,00 -

Duracéo do pulso de 30° (*3C) (us) - 4,95
Frequéncia central do pulso (O1P) (ppm) 6,00 99,98

Tempo de relaxacéo (d1, s) 2 0,1

Duracéo do pulso de 90° para desacoplamento (us) - 90

*Nomenclatura Bruker

Depois da aquisi¢cdo de cada espectro, os mesmos foram processados aplicando
uma transformada de Fourier de 32.768 pontos (SI), tanto no espectro de *H quanto no
espectro de 3C ajustando-se a fase (apk) e a linha base (absn) de forma automatica em

ambos espectros.

b. Aquisicao e processamento dos experimentos 2D (COSY, HSQC e HMBC) do
TDF sob condi¢cdes de hidrodlise acida

Os experimentos foram realizados no espectrémetro Bruker Avance Ill 400,15

MHz para H equipado com uma sonda BBI de 5 mm, sem girar a amostra e numa
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temperatura de 25°C. Os parametros de aquisicdo que foram utilizados no experimento

estao descritos na tabela 10:

TABELA 3.9. Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos 2D (COSY, HSQC

e HMBC) da mistura de degradacéo acida do TDF:

Parametros*

gCOSY

gHSQC

gHMBC

Sequéncia de pulso

Numero de pontos de dominio de
tempo direto (TDF2)

NUmero de pontos de dominio de
tempo indireto (TDF1)

Janela espectral do dominio direto
(SW2) (ppm)

Janela espectral do dominio indireto
(SW1) (ppm)

Tempo de aquisicdo no dominio
direto (AQ-F2) (s)

Tempo de aquisicdo no dominio
indireto (AQ-F1) (s)

Numero de scans (NS)
Duracéo do pulso de 90° (*H) (us)
Duracéo do pulso de 90° (*3C) (us)

Frequéncia central do pulso no
canal de *H (O1P) (ppm)

Frequéncia central do pulso no
canal de 13C (O2P) (ppm)

Tempo de relaxacéo (d1, s)

4.096

256

20,02

20,02

0,26

0,016

32
8,00

6,00

4,63

4.096

256

20,02

230,00

0,26

0,0055

64
8,00
15,00

6,00

99,98

cosygpprgf hsqcetgpprsisp2.2 hmbcgplpndgf

2048

256

20,02

238,89

0,26

0,0055

76
8,00
15,00

6,00

99,98

2

*Nomenclatura Bruker

Depois de adquirir o espectro, os dados foram processados aplicando-se uma

transformada de Fourier com 4096 pontos em F2 (SIF2) e F1 (SIF1l) para os
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experimentos de COSY e HSQC e 2048 pontos para os experimentos de HMBC,
utilizando uma funcéo de apodizacéo seno quadrado (QSINE) e o fator SSB igual a 0 em

ambos eixos. A fase foi ajustada de forma manual.

3.3.2.7 Amostra do TDF sob condi¢cfes de hidrolise basica

a. Aquisicao dos espectros 1D de hidrogénio do TDF sob condi¢cbes de
hidrélise basica:

Os espectros de RMN-'H foram coletados no espectrometro Bruker modelo
avance Il 400,15 MHz para 'H equipado com uma sonda multinuclear de deteccéo
inversa (BBI- Broadband Inverse), adquiridos utilizando-se uma sequéncia de pulsos com
um Unico pulso para *H (zg), numa temperatura de 25°C. Os espectros de *C{*H} foram
realizados no mesmo espectrometro (100 MHz para 13C) e mesma sonda, utilizando uma
sequéncia de pulso hard para '3C com largura de pulso de 30° e desacoplamentos de *H
considerando o efeito NOE durante o tempo de relaxacéo (zgpg30), sem girar a amostra

e numa temperatura de 25°C. Os parametros de aquisi¢cao estéo descritos na tabela 11:

Tabela 3.10. Parametros de aquisi¢do utilizados nos experimentos 1D de RMN-'H e
RMN-13C da mistura de degradacéo basica do TDF:

Parametros* H 13C

Sequéncia de pulso Zg zgpg30
Numero de pontos de dominio de tempo (TD) 32.768 32.768

Janela espectral (SW) (ppm) 15,01 230,03
Tempo de aquisicéo (AQ) (s) 1,82 0,47
Numero de scans (NS) 32 32768
Duracéo do pulso de 90° (p1) (us) 8,50 -
Duracéo do pulso de 30° (*3C) (us) - 4,95
Frequéncia central do pulso (O1P) (ppm) 3,56 99,98

Tempo de relaxacéo (d1, s) 4 0,1
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Duracéo do pulso de 90° para desacoplamento (us) - 90

*Nomenclatura Bruker

Depois da aquisi¢cao de cada espectro, os mesmos foram processados aplicando
uma transformada de Fourier de 32.768 pontos (Sl), tanto no espectro de *H quanto no
espectro de 3C ajustando-se a fase (apk) e a linha base (absn) de forma automatica em

ambos espectros.

b. Aquisicao e processamento dos experimentos 2D (COSY, HSQC e HMBC) do

TDF sob condic¢@es de hidrélise béasica

Os experimentos foram realizados no espectrémetro Bruker Avance Ill 400,15
MHz para H equipado com uma sonda BBI de 5 mm, sem girar a amostra e numa
temperatura de 25°C. Os parametros de aquisicdo que foram utilizados no experimento

estao descritos na tabela 12:

TABELA 3.11. Parametros de aquisicao utilizados nos experimentos 2D (COSY, HSQC
e HMBC) da mistura de degradacéo acida do TDF:

Parametros* gCoOSsY gHSQC gHMBC
Sequéncia de pulso cosygpprgf hsqcedetgp hmbcgplpndg
NUmero de pontos de dominio de tempo
direto (TDF2) 4.096 4.096 4.096
Numero de pontos de dominio de tempo
indireto (TDF1) 256 256 256
Janela espectral do dominio direto (SW2) 15,02 15,02 15,02
(ppm)
Janela espectral do dominio indireto (SW1) 15.02 230,00 230,00
(ppm)
Tempo de aquisicdo no dominio direto
0,34 0,34 0,34
(AQ-F2) (s)
Tempo de aquisicdo no dominio indireto 0,021 0,0055 0,0055

(AQ-F1) (s)
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Numero de scans (NS) 32 64 76
Duracéo do pulso de 90° (*H) (us) 8,12 8,12 8,12
Duracéo do pulso de 90° (*3C) (us) - 15,00 15,00

Frequéncia central do pulso no canal de 'H
3,93 3,53 3,53
(O1P) (ppm)
Frequéncia central do pulso no canal de

13C (O2P) (ppm) 75.00 75.00

Tempo de relaxacéo (d1, s) 1 1 1

*Nomenclatura Bruker

Depois de adquirir o espectro, os dados foram processados aplicando-se uma
transformada de Fourier com 4096 pontos em F2 (SIF2) e F1 (SIF1l) para os
experimentos de COSY e HSQC e 2048 pontos para os experimentos de HMBC,
utilizando uma funcéo de apodizacéo seno quadrado (QSINE) e o fator SSB igual a 0 em

ambos eixos. A fase foi ajustada de forma manual.

c. Aquisicao de RMN de 1H para estudo de quantificacdo absoluta do TDF em

meio acido e basico:

Um espectrémetro de RMN Bruker de 600 MHz equipado com uma sonda Bruker
BBO de 600 MHz de 5 mm foi utilizado neste estudo de quantificagdo. DMSO-d6 e acido
maleico foram utilizados como solvente e padrdo interno, respectivamente. Em
condicdes acidas o tempo de aquisi¢ao foi ajustado para 3,64 s e a janela do espectro
foi ajustada para 15 ppm. O T foi determinado resultando em 1,5 (garantindo 7xT1,
mesmo para hidrogenios com relaxamento lento). Foi utilizado um pulso de 90° e o
intervalo de tempo entre as aquisi¢cdes (d1) foi definido para 17 s. O nimero de scans foi
definido como 128 e o tempo total de execucéo do instrumento foi de 44 minutos. Em
condicdes basicas o tempo de aquisicéo foi ajustado para 3,64 s e a janela do espectro
foi ajustada para 15 ppm. O Ti foi determinado resultando em 3 s, garantindo 7xTa,
mesmo para hidrogénios de relaxamento relativamente lento. Foi utilizado um pulso de

90° e o intervalo de tempo entre as aquisi¢cdes (d1) foi definido para 27 s. O niumero de
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scans foi definido como 128 e o tempo total de execucdo do instrumento foi de 63

minutos.

3.3.3 Aquisicdo e processamento de experimentos utilizando a
sequéncia de pulso DREAMTIME

DREAMTIME foi usado como sequéncia de pulso para adquirir os espectros de
'H (com supresséo de dgua quando necessario) de cada molécula desejada tanto da
amostra padrdo de aminoacidos quanto dos produtos de degradacdo presentes nas
misturas de degradacao acida e basica dos farmacos: sofosbuvir e fumarato de tenofovir
desoproxila. As frequéncias, acoplamentos em J e largura de pulso utilizados na
aquisicdo de cada espectro de cada molécula selecionada serdo detalhados
posteriormente. Em todos os casos, as formas de onda de 180° utilizadas para a selecao
dos compostos a serem analisados foram moduladas em multiplas fases, utilizando uma
Gaussiana de 1000 pontos truncados a 1%, e calculadas utilizando a ferramenta de

formas da Bruker, conforme descreve Jenne e colaboradores (Jenne et al., 2022).

Os dados espectrais foram coletados usando 65.536 pontos no dominio do tempo,
32 scans e os seguintes filtros opcionais (flags) foram ativados: zero quantum spoil
(ZQR), pré-saturacdo (PR), mixing time (TOCSY) e a média da constante de
acoplamento em J (AV). O filtro da média da constante de acoplamento em J é usado
para calcular a média da resposta em mudltiplos alvos e, em alguns casos, melhorar a
supresséo de fundo para selecdo de uma Unica molécula. Se mais de uma constante de
acoplamento estiver listada, isso indica que foi calculada a média das constantes de
acoplamento. Em todos os casos, foram utilizados pulsos com formas de onda
moduladas em amplitude e fase com duragcdes na faixa de 10-40 ms e as
frequéncias/acoplamentos em J utilizados para selecdo foram individualmente
estabelecidos para cada molécula. Os espectros de 'H utilizando a sequéncia de pulso
DREAMTIME foram realizados no espectrometro Bruker modelo AVANCE 111 400 MHz
para 'H equipado com uma sonda BBI de 5 mm, numa temperatura de 25°C (298 K). Os

parametros de aquisicdo s&o 0s seguintes:
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3.3.3.1 Aquisicdo dos experimentos de H-DREAMTIME utilizando

DREAMTIME na mistura de composi¢ao conhecida.

TABELA 3.12. Parametros de aquisi¢ao utilizados nos experimentos de DREAMTIME

na mistura de composicao conhecida.

Parametro 1H

Sequéncia de pulso DREAMTIME

Numero de pontos de dominio de tempo (TD) 65.536

Janela espectral (SW, ppm) 15,0
Tempo de aquisicéo (AQ, s) 3,63
Numero de varreduras (NS) 32
Tempo de relaxacéo (d1, s) 15
Numero de scans dummy (DS) 8
Gradientes
Gpz0 11%
Gpzl 17%
Gpz2 11%
Gpz3 31%
Gpz5 1-7%
Gpz7 43%
Gpz11 34%
Gpzl12 22%

Tanto na sele¢do individual de cada aminoacido quanto na selecdo multipla de
forma simultanea dos aminoacidos foram ativados diferentes filtros (flags). As mdltiplas
formas de onda moduladas em amplitude e fase foram estabelecidas na faixa de 10-40
ms e as frequéncias especificas de cada aminoacido e suas constantes de acoplamento

em J serdo descritos a continuagao:
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Fenilalanina: Frequéncias (ppm/Hz) 3,01; 3,07; 3,19; 3,24, 3,89; 3,93; 7,25; 7,33 e 7,36
ppm/ 1205,9; 1228,1; 1278,7; 1295,9; 1560,3; 1572,5; 2899,8; 2933,6 e 2947,4 Hz.
Largura de pulso: 30 ms. Flags: ZQS, PR, TOCSY. Constante de acoplamento (cnstl11):
8 Hz. Mixing time: 150 ms.

L-Alanina: Frequéncias (ppm/Hz) 1,38; 1,40; 1,50; 3,66; 3,68; 3,70 e 3,72 ppm/ 554.3;
561,6; 1467,8; 1475,4; 1482,4 e 1489,9 Hz. Largura de pulso: 30 ms. Flags: ZQS, PR,
AV e TOCSY. Media de constante de acoplamento (VDlist): 7-8 Hz. Mixing time: 20 ms.

Acido aspartico: Frequéncias (ppm/Hz) 2,86; 2,92; 2,96; 3,97; 3,98; 4,00 ppm/ 1145,7;
1167,2; 1187,7; 1589,4; 1595,4 e 1601,1 Hz. Largura de pulso: 30 ms. Flags: ZQS, PR,
TOCSY, AV. Media de constante de acoplamento (VDIist): 7-9 Hz. Mixing time: 20 ms.

Nicotinamida: Frequéncias (ppm/Hz) 7,96; 7,97; 8,69; 8,72; 8,81; 9,07 ppm/ 4775,8;
4789,1;5221,5;5229,2; 5288,1; 5293,6; 5443,3 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Flags: ZQS,
PR, TOCSY, AV. Media de constante de acoplamento (VDIlist): 7-9 Hz. Mixing time: 20

ms.

Alanina, nicotinamida e acido aspartico: Frequéncias (ppm/Hz) 1,40; 2,86; 2,95; 3,05;
3,76; 3,95; 3,99 ppm/ 841,9; 1718,1; 1772,9; 1833,6; 2262,16; 2374,9; 2398,9 Hz.
Largura de pulso: 20 ms. Modulos opcionais “flags”™: ZQS, PR, AV. Media de constante
de acoplamento (VD list): 7-9 Hz. Mixing time: 0 ms.

Depois da aquisicdo de cada espectro de 'H (DREAMTIME), estes foram
processados aplicando uma transformada de Fourier de 65.536 pontos (SI), ajustando-

se a fase (apk) e a linha base (absn) de forma automética.

3.3.3.2 Aquisicdo dos experimentos de !H-DREAMTIME utilizando a
sequéncia de pulso DREAMTIME da amostra de sofosbuvir sob

condi¢Oes de hidrélise acida

A aquisicdo dos espectros de H (DREAMTIME) dos produtos de degradacgéo da
mistura acida e basica tanto do sofosbuvir quanto do fumarato de tenofovir desoproxila

foram realizados no espectrometro Bruker modelo AVANCE Il 400 MHz para H
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equipado com uma sonda BBI de 5 mm, adquiridos utilizando-se a sequéncia de pulso

DREAMTIME numa temperatura de 25°C. Os parametros de aquisicdo séo os seguintes:

TABELA 3.13. Parametros de aquisigao utilizados nos experimentos de *H-DREAMTIME

na mistura de degradacéo acida do Sofosbuvir.

Parametro Valor

Numero de pontos de dominio de tempo (TD)  65.536

Janela espectral (SW) 15,02 ppm
Tempo de aquisicédo (AQ) 4,45 s
Numero de scans (NS) 32
Tempo de relaxacgéo (d1) 15s

Numero de scans dummy (DS) 8
Gradientes
Gpz0 11%
Gpz1l 17%
Gpz2 11%
Gpz3 31%
Gpz5 1%
Gpz7 43%
Gpzll 34%
Gpz12 22%

Depois da aquisicdo de cada espectro de 'H-DREAMTIME, estes foram
processados aplicando uma transformada de Fourier de 65.536 pontos (Sl), ajustando-
se a fase (apk) e a linha base (absn) de forma automatica. Na selecao individual de cada
produto de degradacao foram ativados diferentes modulos opcionais (flags). As multiplas
formas de onda moduladas em amplitude e fase foram estabelecidas no rango de 10-40

ms. No caso da selecdo simultdnea de multiplos produtos de degradacao foram ativados
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0s quatro modulos opcionais (flags) ao mesmo tempo: ZQS, PR, AV e TOCSY e as
multiplas formas de onda moduladas em amplitude e fase foram estabelecidas em 40
ms. Em ambos casos as frequéncias especificas na sele¢cdo de cada produto de
degradacgéo tanto de forma individual quanto simultanea e seus acoplamentos em J

serdo descritos a continuacao:

ADP1: Frequéncias (ppm/Hz) 1,16; 1,21; 3,69; 3,75; 3,94; 4,18; 4,22; 4,30; 4,34; 5,59;
5,61;7;07;7,17;7,27;7,33; 7,91 e 7,93 ppm/ 460,40; 483,84; 1475,22; 1500,33; 1577,08;
1670,70; 1688,38; 1720,20; 1737,39; 2237,44; 2245,08; 2826,41; 2864,74; 2909,65;
2931,13; 3165,32 e 3173,22 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY, AV.
Media de constante de acoplamento (VDlist): 7-9 Hz. Mixing time: 100 ms.

ADP2: Frequéncias (ppm/Hz) 1,16; 1,21; 3,69; 3,75; 3,94; 4,18; 4,22; 4,30; 4,34; 5,59;
5,61; 7,91 e 7,93 ppm/ 460,40; 483,84; 1475,22; 1500,33; 1577,08; 1670,70; 1688,38;
1720,20; 1737,39; 2237,44; 2245,08; 3165,32 e 3173,22 Hz. Largura de pulso: 40 ms.
Filtros: ZQS, PR, AV e TOCSY. Media de constante de acoplamento: 7-8 Hz. Mixing time:
90 ms.

ADP3: Frequéncias (ppm/Hz) 5,64; 5,66 7,68 e 7,71 ppm/ 2258,88; 2267,11; 3076,54 e
3084,60 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR e AV. Media de constante de
acoplamento (VDlist): 7-8 Hz.

ADP4: Frequéncias (ppm/Hz) 1,06; 1,08; 1,36; 3,69; 3,77; 3,93; 4,72; 4,77; 4,81 e 8,42
ppm/ 426,59; 432,80; 542,62; 1477,22; 1509,11 1573,64; 1888,61; 1907,22; 1926,04 e
3371,12 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY, AV. Media de constante
de acoplamento (VDlist): 7-9 Hz. Mixing time: 40 ms.

ADP5: Frequéncias (ppm/Hz) 1,36; 3,69; 3,77; 3,93 e 8,54 ppm/ 542,62; 1477,22;
1509,11 1573,64 e 3420,07 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY, AV.
Media de constante de acoplamento (VDlist): 7-8 Hz. Mixing time: 90 ms.

ADPG6: Frequéncias (ppm/Hz) 6,67; 6,73; 7,10 e 7,16ppm/ 2669,23; 2692,57; 2841,96 e
2866,71 Hz. Largura de pulso: 30 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY. Constante de
acoplamento J (cnst11): 8 Hz. Mixing time: 40 ms.
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ADP7: Frequéncias (ppm/Hz) 0,96; 0,98; 3,69; 3,77 e 3,93 ppm/ 385,92; 391,98;
1477,22; 1509,11 e 1573,64 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY.

Constante de acoplamento J (cnstll): 7 Hz. Mixing time: 90 ms.

ADP6 e ADP7: Frequéncias (ppm/Hz) 0,96; 0,98; 3,69; 3,77; 3,93; 6,67, 6,73; 7,10 e 7,16
ppm/ 385,92; 391,98; 1477,22; 1509,11; 1573,64; 2669,23; 2692,57; 2841,96 e 2866,71
Hz. Largura de pulso: 30 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY e AV. Media de constante de
acoplamento J (VDlist): 7-8 Hz. Mixing time: 20 ms.

ADP5, ADP6 e ADP7: Frequéncias (ppm/Hz) 0,96; 0,98; 1,36; 3,69; 3,93; 6,67; 6,73;
7,10; 7,16 e 8,54 ppm/ 385,92; 391,98; 542,62; 2669,23; 2692,57; 2841,96; 2866,71 e
3420,07 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY e AV. Media de constante
de acoplamento J (VD list): 7-8 Hz. Mixing time: 90 ms.

ADP3, ADP4, ADP5 e ADP7: Frequéncias (ppm/Hz) 0,96; 0,98; 1,36; 3,69; 3,93; 4,72;
4,77; 4,81; 8,42 e 8,54 ppm/ 385,92; 391,98; 1477,22; 1509,11; 1573,64; 1888,61;
1907,22; 1926,04; 3370,80 e 3419,74 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR,
TOCSY. Media de constante de acoplamento J (VD list): 7-8 Hz. Mixing time: 20 ms.

3.3.3.3 Aquisicdo dos experimentos de !H-DREAMTIME utilizando a
sequéncia de pulso DREAMTIME da amostra de sofosbuvir sob

condicdes de hidrdlise basica

TABELA 3.14. Parametros de aquisigao utilizados nos experimentos de *H-DREAMTIME

na mistura de degradacédo béasica do sofosbuvir.

Parametro Valor

NUmero de pontos de dominio de tempo (TD) 65.536

Janela espectral (SW, ppm) 15,02
Tempo de aquisicdo (AQ, S) 4,45
Numero de scans (NS) 32

Tempo de relaxagéo (d1, s) 15
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Numero de scans dummy (DS) 8
Gradientes
Gpz0 11%
Gpzl 17%
Gpz2 11%
Gpz3 31%
Gpz5 1%
Gpz7 43%
Gpzll 34%
Gpzl2 22%

Depois da aquisicdo de cada espectro de 'H-DREAMTIME, estes foram
processados aplicando uma transformada de Fourier de 65.536 pontos (SlI), ajustando-
se a fase (apk) e a linha base (absn) de forma automatica. Na selecao individual de cada
produto de degradacéao foram ativados diferentes médulos opcionais (flags). As multiplas
formas de onda moduladas em amplitude e fase foram estabelecidas no rango de 10-40
ms. No caso da selecao simultdnea de multiplos produtos de degradacédo foram ativados
0s quatro médulos opcionais (flags) ao mesmo tempo: ZQS, PR, AV e TOCSY e as
multiplas formas de onda moduladas em amplitude e fase foram estabelecidas em 40
ms. Em ambos casos as frequéncias especificas na sele¢cdo de cada produto de
degradacao tanto de forma individual quanto simultanea e seus acoplamentos em J

serdo descritos a continuagao:

BDP1: Frequéncias (ppm/Hz) 1,03; 3,69; 3,77 e 3,93 ppm/ 385,92; 391,98; 1477,22,
1509,11 e 1573,64 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY e AV.
Constante de acoplamento J (VDlist): 6-8 Hz. Mixing time: 20 ms.

BDP2: Frequéncias (ppm/Hz) 6,67; 6,73; 7,10 e 7,16ppm/ 2669,23; 2692,57; 2841,96 e
2866,71 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY. Constante de

acoplamento J (cnstll): 8 Hz. Mixing time: 20 ms.
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BDP3: Frequéncias (ppm/Hz) 1,19; 1,20; 3,85; 4,01; 4,87, 4,94, 5,64, 5,66; 7,68 ¢ 7,71
ppm/ 477,4; 483,2; 1544,9; 1606,9; 1949,9; 1976,0; 2258,88; 2267,11; 3076,54 e 3084,60
Hz. Largura de pulso: 30 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY, AV. Media de constante de
acoplamento (VDlist): 8-9 Hz. Mixing time: 20 ms.

BDP4: Frequéncias (ppm/Hz) 1,19; 1,20; 3,69; 3,77; 3,93; 4,72; 4,77; 4,81 5,64; 5,66;
7,16; 7,20; 7,34; 7,38; 7,68 e 7,71 ppm/ 477,4; 483,2; 1477,22; 1509,11 1573,64;
1888,61; 1917,22; 1926,04, 2258,88; 2267,11; 2865,1; 2879,9, 2937,1; 2953,0; 3093.7 e
3099,9 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY, AV. Media de constante
de acoplamento (VDlist): 7-9 Hz. Mixing time: 40 ms.

BDP1 e BDP2: Frequéncias (ppm/Hz) 0,96; 0,98; 3,69; 3,77; 3,93; 4,72; 4,77, 4,81; 6,67,
6,73; 7,10 e 7,16 ppm/ 385,92; 391,98; 1477,22; 1509,11; 1573,64; 1888,61; 1917,22;
1926,04; 2669,23; 2692,57; 2841,96 e 2866,71 Hz. Largura de pulso: 30 ms. Filtros:
ZQS, PR, TOCSY. Media de constante de acoplamento J (VD list): 7-8 Hz. Mixing time:
20 ms.

3.3.3.4 Aquisicdo dos experimentos de !H-DREAMTIME utilizando a
sequéncia de pulso DREAMTIME da amostra de TDF sob condi¢cbes

de hidrélise acida

A aquisicdo dos espectros de *H-DREAMTIME dos produtos de degradagéo das
misturas do TDF analisadas, foram realizados no espectrometro Bruker modelo AVANCE
I1l 400 MHz para 'H equipado com uma sonda BBI de 5 mm, adquiridos utilizando-se a
sequéncia de pulso DREAMTIME numa temperatura de 25°C. Os parametros de

aquisicao sao os seguintes:

TABELA 3.15. Parametros de aquisicao utilizados nos experimentos de *H-DREAMTIME

na mistura de degradacédo acida do TDF.

Parametro Valor

Numero de pontos de dominio de tempo (TD) 65.536
Janela espectral (SW, ppm) 15,02
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Tempo de aquisicédo (AQ) 5,45s
Numero de scans (NS) 32
Tempo de relaxacéo (d1) 10s

Numero de scans dummy (DS) 8
Gradientes
Gpz0 11%
Gpz1 17%
Gpz2 11%
Gpz3 31%
Gpz5 1%
Gpz7 43%
Gpzll 34%
Gpz12 22%

Depois da aquisicdo de cada espectro de 'H-DREAMTIME, estes foram
processados aplicando uma transformada de Fourier de 65.536 pontos (SI), ajustando-
se a fase (apk) e a linha base (absn) de forma automatica. Na selecao individual de cada
produto de degradacao foram ativados diferentes médulos opcionais (flags). As multiplas
formas de onda moduladas em amplitude e fase foram estabelecidas no rango de 10-40
ms. No caso da selecdo simultdnea de multiplos produtos de degradacao foram ativados
0s quatro modulos opcionais (flags) ao mesmo tempo: ZQS, PR, AV e TOCSY e as
multiplas formas de onda moduladas em amplitude e fase foram estabelecidas em 40
ms. Em ambos casos as frequéncias especificas na selecdo de cada produto de
degradacdo tanto de forma individual quanto simultdnea e seus acoplamentos em J

serdo descritos a continuagao:

ATDP1: Frequéncias (ppm/Hz) 1,01; 1,16; 1,17; 3,88; 3,91; 4,18; 4,33; 4,71; 4.73; 5,53;
5,41;5,47; 8,38 € 8.42 ppm/ 407,8; 465,1; 469,3; 1554,5; 1568,0; 1673,1; 1735,5; 1885,4;
1892,6; 2131,9; 2165,3; 2186,9; 3357,9 e 3373,2Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros:
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ZQS, PR, TOCSY e AV. Média da constante de acoplamento J (VDlist): 7-8 Hz. Mixing

time: 90 ms.

ATDP2: Frequéncias (ppm/Hz) 1,16; 1,17; 4,70; 4,74; 4,77; 5,37; 5,42; 5,46 ppm/ 464,9;
469,8; 1881,9; 1895,4; 1909,8; 2150,9; 2169,2 e 2185,2 Hz. Largura de pulso: 40 ms.
Filtros: ZQS, PR, TOCSY e AV. Média de acoplamento J (VDlIist): 6-8 Hz. Mixing time:
90 ms.

ATDP3: Frequéncias (ppm/Hz) 0,96; 0,98; 3,60; 3,66; 3,73 ppm/ 386,3; 393,9; 1441,8;
1463,7 e 1491,4 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR e TOCSY. Constante de
acoplamento (cnst11): 8 Hz. Mixing time: 90 ms.

ATDP2 e ATDP3: Frequéncias (ppm/Hz) 0,96; 0,98; 1,16; 1,17; 3,66; 3,73; 4,70; 4,74,
4,77;5,37; 5,42; 5,46 ppm/ 386,3; 393,9; 464,9; 469,8; 1463,7 e 1491,4 1881,9; 1895,4;
1909,8; 2150,9; 2169,2 e 2185,2 Hz. Largura de pulso: 30 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY
e AV. Media de constante de acoplamento J (VD list): 6-8 Hz. Mixing time: 90 ms.

3.3.3.5 Aquisicdo dos experimentos de !H-DREAMTIME utilizando a
sequéncia de pulso DREAMTIME da amostra de TDF sob condi¢cbes
de hidrolise basica

TABELA 3.16. Parametros de aquisicao utilizados nos experimentos de *H-DREAMTIME
na mistura de degradacéo basica do TDF.

Parametro Valor

Numero de pontos de dominio de tempo (TD) 65.536

Janela espectral (SW, ppm) 15,02
Tempo de aquisicédo (AQ) 545s
Numero de scans (NS) 32

Tempo de relaxacgéo (d1, s) 1,0

Numero de scans dummy (DS) 8
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Gradientes
Gpz0 11%
Gpz1 17%
Gpz2 11%
Gpz3 31%
Gpz5 1%
Gpz7 43%
Gpzll 34%
Gpz12 22%

Depois da aquisicdo de cada espectro de 'H-DREAMTIME, estes foram
processados aplicando uma transformada de Fourier de 65.536 pontos (SI), ajustando-
se a fase (apk) e a linha base (absn) de forma automatica. Na selecao individual de cada
produto de degradacao foram ativados diferentes médulos opcionais (flags). As multiplas
formas de onda moduladas em amplitude e fase foram estabelecidas no rango de 10-40
ms. No caso da selecao simultanea de multiplos produtos de degradacédo foram ativados
0s quatro modulos opcionais (flags) ao mesmo tempo: ZQS, PR, AV e TOCSY e as
multiplas formas de onda moduladas em amplitude e fase foram estabelecidas em 40
ms. Em ambos casos as frequéncias especificas na selecdo de cada produto de
degradacao tanto de forma individual quanto simultanea e seus acoplamentos em J

serdo descritos a continuacao:

BTDP1: Frequéncias (ppm/Hz) 1,06; 1,23; 3,98; 4,02; 4,17; 4,26; 4,81; 5,50; 5,56; 8,15
e 8,26 ppm/ 438,3; 477,1; 480,8; 1575,6; 1594,2; 1609,7; 1668,7; 1702,7; 1924,2; 1938,2;
2200,0; 2223,2; 3262,4 e 3303,3 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY

e AV. Média da constante de acoplamento J (VDlist): 7-8 Hz. Mixing time: 90 ms.

BTDP2: Frequéncias (ppm/Hz) 1,34; 4,78; 4,81; 4,83; 5,45; 5,49 e 5,52 ppm/ 556,0;
1912,2; 1924,5; 1931,7; 2179,3; 2197,9 e 2209,8 Hz. Largura de pulso: 30 ms. Filtros:
ZQS, PR, AV. Média da constante de acoplamento J (VDlist): 7-8 Hz. Mixing time: 0 ms.
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BTDP3: Frequéncias (ppm/Hz) 0,94, 0,95; 3,94; 3,98; 4,02; 4,16; 4,25; 8,15 e 8,25 ppm/
375,4; 380,7; 1579,3; 1592,7; 1607,4; 1666,4; 1699,8; 3303,0 e 3216,5 Hz. Largura de
pulso: 30 ms. Filtros: ZQS, PR e AV. Media de constante de acoplamento (VDlist): 6-8
Hz. Mixing time: 90 ms.

BTDP4: Frequéncias (ppm/Hz) 1,19; 1,20; 4,79; 4,82 e 4,84 ppm/ 714,5; 721,7; 2880,3;
2896,2 e 2905,2 Hz. Largura de pulso: 20 ms. Mddulos opcionais “flags™ ZQS, PR,
TOCSY e AV. Media de constante de acoplamento (VDlist): 7-8 Hz. Mixing time: 90 ms.

BTDP5: Frequéncias (ppm/Hz) 1,03; 1,04; 3,69; 3,77; 3,93 ppm/ 414,7; 418,6; 1570,8;
1584,1 e 1598,3 Hz. Largura de pulso: 40 ms. Filtros: ZQS, PR, TOCSY e AV. Media de

constante de acoplamento (VDlist): 7-8 Hz. Mixing time: 90 ms.

BTDP2 e BTDP4: Frequéncias (ppm/Hz) 1,03; 1,04; 1,19; 1,20; 3,69; 3,77; 3,93; 4,78;
4,81; 4,83 ppm/ 414,7; 418,6; 556,0; 1570,8; 1584,1; 1598,3 Hz. Largura de pulso: 30
ms. Modulos opcionais “flags”: ZQS, PR, TOCSY e AV. Media de constante de

acoplamento J (vdlist): 7-8 Hz. Mixing time: 90 ms.
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3. DISCUSSAO E RESULTADOS
4.1 Capitulo |

4.1.1 Implementagcdo da sequéncia de pulso DREAMTIME utilizando uma
amostra constituida de uma mistura conhecida para a aquisicédo dos
espectros de 'H-DREAMTIME das moléculas de interesse

A amostra estabelecida como mistura padrdo na implementacdo da sequéncia
DREAMTIME € uma mistura de composi¢ao e concentragdo conhecida, constituida pelas
seguintes substancias: L-fenilalanina, L-alanina, nicotinamida, acido maleico e acido
aspartico (Figura 4.1). A mistura apresenta sobreposi¢ao de sinais em algumas regides
do espectro de 'H, especificamente na regido entre 2,70-4,10 ppm (Figura 4.2). Um dos
principais objetivos da técnica DREAMTIME é que, mesmo existindo uma notavel
sobreposicao espectral dos sinais e independente da natureza da amostra, seja possivel
separar 0s sinais por meio da técnica espectral em si e ndo por técnicas de separacao
fisica da amostra inicial como cromatografia ou precipitacdo, por exemplo. Isto, permite
gue seja superada a limitacdo de algumas outras técnicas de RMN convencionais, onde
o assinalamento dos sinais de moléculas alvo se torna dificil devido a uma alta

complexidade da mistura o que leva a que exista sobreposi¢do dos seus sinais.
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FIGURA 4.1. Estrutura quimicas dos compostos utilizados na mistura de composicéo e
concentracao conhecida para a implementacao da técnica DREAMTIME.
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FIGURA 4.2. A) Espectro de *H (zgcppr) com supressédo de agua da mistura padrdo de
composicdo conhecida; B) Ampliacdo do espectro de 'H da L-alanina; C) Ampliagéo do
espectro de 'H da L-fenilalanina; D) Ampliacéo do espectro de *H do &cido aspartico; E)
Ampliacdo do espectro de *H da nicotinamida. Todos os espectros foram realizados em
D20 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.

Como ja foi descrito anteriormente, a técnica de DREAMTIME possui quatro
blocos principais: (1) excitacdo refocada projetada (DRE), (2) zero quantum spoil, (3)
mixing time e (4) supressdo de agua, sendo os ultimos 3 filtros considerados como
opcionais. O elemento mais importante é a excitacéo refocada projetada (bloco 1). O
bloco 1 possui um unico eco o qual permite trabalhar com uma forma de onda modulada
em amplitude e fase, excitando qualquer numero de spins acoplados de forma
simultdnea usando uma unica forma de onda. A evolugdo dos operadores de spin na
DREAMTIME envolve a passagem da magnetizacdo por um filtro quantico duplo com

ciclo de fase (pulsos de 90°). Esse processo é projetado com o fim de reorientar apenas
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a magnetizacdo acoplada em J e, ao mesmo tempo, cancelar todos os outros sinais
indesejados. Essa evolucao seletiva € crucial para isolar os sinais desejados de misturas
complexas. Quando a sele¢do é estendida a multiplas moléculas, cada uma delas evolui
de forma individual como diferentes pares de spin acoplados em J o que faz possivel a
selecéo de varias moléculas simultaneamente num mesmo espectro. A forma de onda &
modulada a partir dos deslocamentos quimicos dos spins acoplados em J e da selecéo
da largura do pulso. Uma vez que s&o conhecidas as frequéncias de excitagcao
(deslocamentos quimicos), € necessario configurar a forma do pulso determinando o
tempo de pulso, que pode variar de 10 até 40 ms e o seu valor dependera da molécula
a ser analisada. De forma geral 40 ms € um tempo de pulso seguro, eficiente e seletivo,
porém para moléculas simples ou Unicas pode ser utilizada um tempo de pulso de 10 ou
20 ms. Na selecdo de multiplas moléculas € recomendado usar 40 ms para aumentar a
seletividade (Figura 4.3). De forma geral, foi observado que para tempos de pulso de 10
ms a seletividade era baixa e a relacéo sinal/ruido é consideravelmente alta o que ficava
evidente no espectro final (Figura 4.3), em alguns casos foram observados outros sinais
gue nédo correspondiam a molécula que estava sendo analisada ou ndo eram observados
todos os sinais da molécula de interesse, porém ndo pode ser considerado como uma
regra absoluta devido a que em alguns casos o tempo de pulso de 10 ms resultou seletiva

e permitiu, junto com o uso dos outros filtros, adquirir espectros altamente seletivos.
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FIGURA 4.3. Ampliacdo do espectro de 'H-DREAMTIME com tempo de pulso ajustado
em A) 10 ms; B) 20 ms; C) 30 ms e D) 40 ms. Todos os espectros foram realizados em
D20 a 400 MHz (para o ntcleo de 'H) e a 298 K. A esquerda é apresentado o diagrama

obtido a partir da formatacéo do pulso.

Durante a aquisicdo dos espectros de *H-DREAMTIME devem ser ativados 0s
filtros opcionais, chamados também de flags, com o objetivo de aumentar a seletividade
da técnica logrando uma maior manipulacdo dos spins da amostra a ser analisada. A
meédia da constante de acoplamento J é aplicada para obter a média da resposta sobre
multiplas moléculas e melhorar a supressao de fundo na selecdo de compostos Unicos.
No caso de aplicar a média da constante de acoplamento J, o total de scans vai resultar
no numero de valores de constantes de acoplamento vezes o niumero de scans pelo
valor de J. O filtro correspondente ao mixing time (TOCSY) tem como objetivo transferir
a magnetizagdo ao longo de todo o sistema de spin e, como resultado, & obtido um

espectro de *H de um composto Unico onde sédo observados todos os spins acoplados
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aos pares de hidrogénios selecionados e em conjunto com o filtro ZQS (zero quantum
spoil) podem ser melhoradas as propriedades de fase no espectro final. Por ultimo o filtro
PR (presaturation) e o W5 (watergate) permitem pressaturar o sinal da agua ou o sinal
do solvente. Os filtros, mesmo sendo considerados opcionais, sao parametros de
aquisicao que permitem alcancar uma alta seletividade e, de fato, manipular os pares de
spins o suficiente para adquirir espectros com alta resolucéo, alta intensidade dos sinais
e resolver problemas de fase que sdo comuns nos espectros onde nédo sao aplicados

esses filtros.

Quando utilizado o modulo mixing time é possivel manipular tanto a intensidade
guanto a resolucdo dos sinais observados no espectro de *H. Um outro fator que pode
ser melhorado no espectro final aplicando o TOCSY séao as propriedades de fase, como
€ observado na Figura 4.4. Nesse caso foi selecionada a nicotinamida da mistura de
composicdo conhecida que, ap6s ajustar e otimizar o tempo de pulso em 40 ms, foi
variado o valor de mixing time de 0 até 240 ms. A medida que este valor aumenta pode
ser observado o aumento da intensidade dos sinais, porém num determinado valor
comeca a se observar tanto defasagem dos sinais quanto diminuicao da intensidade dos
sinais. No caso do mixing time de 0 ms o sinal correspondente ao H4 em 9,06 ppm mostra
uma intensidade muito baixa, quase imperceptivel no espectro final. Quando ajustado o
mixing time em 150 ms as intensidades dos sinais se igualam no espectro de 'H
convencional da mistura. Porém, quando o valor sobrepassa os 150 ms a intensidade do
sinal em 8,86 ppm comeca a diminuir (Figura 4.4). O melhor espectro obtido para
nicotinamida em relagéo a intensidade e propriedade de fase foi ajustando o mixing time
em 150 ms (espectro F, Figura 4.4). Nos espectros de 'H adquiridos utilizando a
DREAMTIME o sinal correspondente ao NHz, singleto em 7,80 ppm, nédo é observado,
possivelmente ao uso do modulo de PR o qual pode suprimir esse sinal assim como

suprime o sinal do HDO.
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FIGURA 4.4. Variacdo do modulo TOCSY na sequéncia DREAMTIME para a selecao da
nicotinamida na mistura de composicdo conhecida. Ampliagdo do espectro de H
aplicando um valor de mixing time (em ms) de: A) 0; B) 40s; C) 60; D) 80; E) 100; F) 150;
G) 200 e H) 240. Todos os espectros foram realizados em D20 a 400 MHz (para o nucleo
de 'H) e a 298 K.

A média da constante de acoplamento J é um filtro que permite aumentar a
seletividade durante o melhoramento da supressao de fundo na selecédo de objetivos
Unicos, e assim que exista uma maior especificidade, e também permite aumentar a
intensidade dos sinais, estabelecendo diferentes faixas de constantes de acoplamentos
e obter, assim, espectros com intensidades mais elevadas. Na figura 4.5 pode ser
observada a influéncia do estabelecimento de diferentes médias de constante de
acoplamento, J, e como a selecdo de um valor da média pode resultar no aumento das
intensidades dos sinais no espectro final. Um aspecto importante destes filtros é a

capacidade de ter como resultado espectros com problemas de intensidade ou



61

propriedades de fase por exemplo, mas quando aplicados em conjunto, esses modulos
dao como resultados espectros de melhor qualidade, onde esses problemas podem ser
facilmente resolvidos. Na figura 4.5 pode ser observado o caso da alanina, no espectro
A, a média de constante de acoplamento foi estabelecida para 6,5 Hz e, no espectro B,
foi adquirido o espectro sem ativar os filtros de AV e sim os filtros de ZQS e PR (Figura
4.5).

H6
- Alanina . 1 J\k
N .3 ~
NHS -5 %0 pom
{7 2 OH
4
NH,

3.80 3.75 ppm

B) J/\/L
JL T
g m e e 1.41 ppm
3.84 3.80 3.76 ppm

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

FIGURA 4.5. Ampliacdo do espectro de 'H-DREAMTIME da alanina estabelecendo uma
média de constante de acoplamento de 6,5 Hz (A) e sem a média da constante de
acoplamento (B). Todos os espectros foram realizados em D20 a 400 MHz (para o nucleo
de 'H) e a 298 K.

Quando aplicado simultaneamente, os filtros de mixing time e a média da
constante de acoplamento J € possivel resolver problemas de fase dos sinais.
Estabelecendo o melhor valor de constante de acoplamento em J e o valor de mixing

time que faga com que todos 0s sinais estejam na mesma fase depois da aquisi¢ao do
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espectro, sem ter que fazer uso de ferramentas de processamento espectral, € possivel
obter entdo um espectro tanto com a intensidade dos sinais quanto com a fase dos
mesmos, otimizadas. Isto pode ser observado no caso da alanina, quando aplicado
unicamente a média da constante de acoplamento em J. Assim, o sinal do CH
correspondente ao H5 em 3,76 ppm resulta com problemas de fase, como observado
nos espectros B e D da figura 4.6. Nesses casos foi variado o valor da constante de
acoplamento de 6,5 e 7,5 Hz respectivamente. Porém, quando aplicado nos mesmos
experimentos um valor de mixing time de 20 ms este problema de fase € claramente
resolvido, obtendo-se espectros otimizados com todos seus sinais em fase e intensidade

considerada boa (espectros A e C) (Figura 4.6).
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FIGURA 4.6. Ampliacdo do espectro de 'H-DREAMTIME da alanina estabelecendo a
meédia de constante acoplamento (AV): A) AV de 7,5 Hz sem ativar o modulo de mixing

time; B) AV de 7,5 Hz e mixing time de 20 ms; C) AV de 6,5 Hz sem ativar o modulo de
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mixing time; D) AV de 6,5 Hz e mixing time de 20 ms. Todos os espectros foram

realizados em D20 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.

Como mencionado anteriormente, os spins selecionados - deslocamentos
guimicos dos hidrogénios - devem acoplar entre si para adquirir um espectro com 0s
sinais correspondentes a todos os hidrogénios dos subsistemas da molécula analisada.
A forma de onda deve ser desenhada com a maior quantidade de frequéncias
(deslocamentos quimicos) de cada subsistema da molécula selecionada para assim
obter um espectro de H seletivo para essa molécula. Quando a sele¢do inclui spins que
nao estdo acoplados entre si, a magnetizacdo nao evolui de forma homogénea ao longo
da molécula e, como consequéncia, o espectro de H obtido ndo possui todos os sinais
correspondentes a molécula analisada, e sim os sinais s6 do subsistema da molécula
utilizado na formatacao do pulso, de forma similar a um TOCSY 1D. Na figura 4.7 pode
ser analisado o caso do aminoacido fenilalanina. No espectro A é observado o espectro
correspondente a um experimento com um pulso desenhado incluindo todos os pares de
spins da molécula e como resultado é obtido um espectro com todos os sinais da
fenilalanina, tanto os hidrogénios H4-H6 quanto os hidrogénios H7 e H8. No caso dos
espectros B até o espectro E, todos foram adquiridos desenhando um pulso, com o0s
pares de spins do subsistema fenilico do aminoacido sem incluir o resto da cadeia ligada
ao anel benzénico. Os espectros obtidos resultaram unicamente no aparecimento dos
sinais do subsistema fenilico, mesmo variando em cada um deles os diferentes
parametros de aquisicdo com o objetivo de manipular o sistema de spins o suficiente
para “forcar” que o resto dos sinais aparecessem no espectro, porém o resultado foram
espectros com 0s sinais correspondentes aos hidrogénios em 7,25 ppm do sistema
fenilico da fenilalanina (Unicos deslocamentos quimicos utilizados no desenho do pulso)
(Figura 4.7).
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FIGURA 4.7. Selecdo de um par de spins que ndo acoplam entre si da molécula de
fenilalanina na mistura de composicao conhecida variando os médulos de aquisicéo.
Espectro de 'H-DREAMTIME da fenilalanina selecionando todos seus pares de spins
aplicando os médulos: A) ZQS, PR, TOCSY e AV e selecionando pares que nao acoplam
entre si: B) ZQS, PR e TOCSY; C) ZQS e PR; D) ZQS, PR, TOCSY e AV; E) ZQS, PR e
AV. Todos os espectros foram realizados em D20 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a
298 K.

Um exemplo interessante de analisar € o caso do acido maleico,
estruturalmente uma molécula que possui pares de spins acoplados entre si, porém que
ndo é observada no espectro de H-DREAMTIME. Dentro da mistura de composicdo
conhecida utilizada para implementacdo da sequéncia foi adicionada uma quantidade
desse acido. No caso do acido maleico existem um par de spins acoplados entre si,
porém sao hidrogénios equivalentes e trata-se de uma molécula simétrica o que leva a

gue o par de spins possua o mesmo deslocamento quimico (6= 6,62 ppm) e cujo sinal
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seja um unico singleto e o fendmeno observado seja 0 mesmo que no caso do ndo existir
acoplamento entre o par de spins da molécula alvo. Na tentativa de adquirir 0s espectros
respectivos desse aminoacido, aplicando todos os mdédulos opcionais, no espectro final
ndo eram observados os sinais correspondentes a esse 4cido o que pode ser explicado
a necessidade de ter acoplamentos nos spins vizinhos e assim também desenhar o pulso

ajustando a sua poténcia respectiva (Figura 4.8).
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FIGURA 4.8. A) Espectro de 'H convencional da mistura de composi¢édo conhecida; B)
Espectro 'H-DREAMTIME do &cido maleico Espectro foi realizado em D20 a 400 MHz

(para o nlicleo de 'H) e a 298 K.

Uma vez ajustados todos os parametros de aquisicao: largura de pulso,
meédia da constante de acoplamento em J e o valor de mixing time para cada uma das
moléculas, e desenhando os pulsos incluindo os spins acoplados entre si de cada

subsistemas das moléculas alvos, foi possivel adquirir os seus espectros de H
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individuais utilizando a sequéncia de pulso DREAMTIME como € observado na figura
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FIGURA 4.9. A) Espectro 'H convencional da mistura de composi¢cdo conhecida.
Espectro de *H-DREAMTIME da(o): B) fenilalanina; C) alanina; D) nicotinamida; E) acido
aspartico. Todos os espectros foram realizados em D20 a 400 MHz (para o nucleo de
'H) e a 298 K.

A sequéncia DREAMTIME permite realizar a selecdo de moléculas alvo ndo
somente de forma individual, mas também de forma simultdnea. Para demonstrar isto,
foram selecionados da mistura os composicédo conhecida: fenilalanina, alanina e acido
aspartico. Como foi observado nos experimentos anteriores, se for necessaria uma
seletividade maior entédo a largura de pulso deve ser ajustada em 40 ms. Essa largura
vai permitir além de ser mais seletiva, melhorar a relacéo sinal/ruido e suprimir mais
eficientemente o sinal da agua. O pulso deve ser desenhado incluindo o maior nimero

de pares de spins correspondentes a cada molécula e realizar uma média da constante
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de acoplamento que abarque as constantes de acoplamento dos spins das moléculas
alvo. O valor de mixing time (TOCSY) ird depender de cada molécula que sera analisada;
portanto, devem ser realizados varios espectros variando os valores de mixing time até
ajusta-o e obter o melhor espectro, com todos os sinais em fase (Figura 4.10).
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FIGURA 4.10. A) Espectro *H convencional da mistura de composi¢do conhecida; B)
Espectro de 'H-DREAMTIME na seleg¢do simultanea dos compostos: fenilalanina,
alanina e A&cido aspartico; C) Ampliacdo do espectro B de 'H-DREAMTIME da
fenilalanina; D) Ampliacdo do espectro B de 'H-DREAMTIME do &cido aspartico; E)
Ampliacdo do espectro B de H-DREAMTIME alanina. Todos os espectros foram

realizados em D20 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.

Quando comparados os espectros obtidos com os filtros ativados e sem ativagao

dos filtros é observada uma diferenca notavel sobretudo nas propriedades de fase. Sem
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o uso dos modulos, nitidos problemas de antifase dos sinais sdo observados assim como
baixa intensidade dos mesmos (espectro A, figura 4.11). Quando aplicados todos os
filtros incluindo a média da constante de acoplamento em J e o mixing time os problemas
de antifase desaparecem (espectro B, figura 4.11). Porém, os sinais correspondentes ao
H7 da fenilalanina tém suas intensidades consideravelmente reduzidas. Quando, além
dos filtros de pressaturacdo e zero quantum spoil, € aplicado o filtro da constante de
acoplamento (espectro C) ou o modulo mixing time (espectro D) séo obtidos os melhores
espectros, com intensidade e todos os seus sinais em fase (Figura 4.11).
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FIGURA 4.11. A) Ampliacdo do espectro de H-DREAMTIME da fenilalanina, alanina e
acido aspartico sem ativar os filtros opcionais. Ativando os médulos: A) ZQS, PR, AV e
TOCSY; C) ZQS, PR e AV; D) ZQS, PR e TOCSY. Todos os espectros foram realizados
em D20 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.
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Na aquisicdo dos espectros de 'H por DREAMTIME é necessario, para cada
componente da mistura, ajustar-se os parametros e filtros opcionais. Para cada caso os
parametros devem ser otimizados realizando um screening de experimentos variando
tanto constantes de acoplamentos quanto valores de mixing time até conseguir os
parametros ideais que proporcionem 0s melhores espectros correspondentes aos
componentes das misturas analisadas. Considerando que a aplicacdo dos filtros
permitirA aumentar a seletividade da técnica, resultando em espectros de 'H
semelhantes a espectros adquiridos por técnicas convencionais, porém sem a
necessidade de separar os componentes da mistura a partir de técnicas fisicas de

separacao.
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42 CAPITULOII

4.2.1 DREAMTIME RMN aplicado a identificacdo dos produtos da
degradacéo &cida e basica do sofosbuvir e tenofovir desoproxila em uma
mistura.

Como mencionado, um dos objetivos deste trabalho foi o de identificar, por
técnicas avancadas de RMN, os produtos de degradacdo em meio acido e basico, tanto
do sofosbuvir (SOF) quanto do fumarato de desoproxil tenofovir (TDF). Foram utilizadas
as técnicas de RMN (COSY, TOCSY, HSQC e HMBC) sem realizar nenhum tipo de pré-
tratamento fisico na mistura de degradacdo. Uma vez identificados os produtos de
degradacédo de ambas as misturas, foi utilizada a técnica DREAMTIME para realizar a
separacao espectral de cada um dos produtos de degradacéo de forma individual e
simultanea. Também foi realizado um estudo de quantificacao dos IFA’s e dos produtos

de degradacéo de cada um dos farmacos em ambas as condicfes (acida e basica).
4.2.2.1 Estudo da degradacédo acida e basica do sofosbuvir (SOF).

O sofosbuvir foi submetido a condi¢cdes de degradacéo acida e basica. Em ambas
as condi¢cBes foram gerados diferentes produtos de degradacdo. No caso da degradacao
acida, foram identificados sete produtos (Esquema 4.1) e no caso da degradacao basica
foram identificados quatro produtos de degradacdo (Esquema 4.3). ApGs a analise das
misturas respectivas, a partir da técnica de DREAMTIME, cada um desses produtos foi
separado de forma espectral da sua mistura e foram adquiridos 0s seus espectros de

RMN-H respectivos.

O SOF, na sua estrutura quimica, possui centros reativos que dependendo das
condi¢Bes de reacéo, seja acida ou basica pode apresentar uma maior sensibilidade para
degradar-se em outras moléculas (Figura 4.12). Sob condi¢Ges acidas, o SOF possui,

estruturalmente, centros mais reativos e susceptiveis a sofrer protonagéo (Figura 4.12).



71

____________________________________________________________

Degradacgéo acida

@ T
H
Q/N\KLO
O//P\O
(0]

E E E | :
: L 07 ;
f Tl ig o
: N ¥ N Mo
1 O: 1 O :
I HO )‘NH o NH :
| F "0 L HO F O)‘ !
| SOF . SOF |
l 1

_____________________________________________________________

FIGURA 4.12. Centros reativos da molécula do SOF em meio acido e meio basico.

Em termos da degradacdo em meio &cido os grupos: fosfato, o alaninato e os
grupos carboxilicos, representam os centros mais suscetiveis a sofrerem protonacao, se
tornando em grupos eletrofilicos, que podem sofrer hidrélise na presenca de um meio
acido aquoso. Ja no caso da degradacédo sob condi¢des basicas o grupo fosfato e a
carboxila podem sofrer ataque nucleofilico por parte da base (OH) e consequentemente
sofrer degradacéo, levando a formacao de outros produtos no meio reacional (Esquema
4.1) (SWAIN et al., 2015).
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O mecanismo da reacdo de degradacdo em meio acido e basico encontra-se
descrito na literatura, um destes trabalhos corresponde a uma pesquisa realizada pelos
pesquisadores Swain e colaboradores (SWAIN et al.,, 2015), que descrevem este
mecanismo iniciando em uma hidrélise &cida do grupo fenil fosforamidato,
transformando-o em fenil monohidrogenofosfato (i). Uma vez hidrolisado, este grupo fenil
monohidrogenofosfato pode sofrer um ataque nucleofilico por parte de uma molécula de
agua (ii) gerando o intermediario 1. Este intermediario 1 ap0s sofrer uma reagédo de
prototropismo ou transferéncia de hidrogénio (intermediario 2) promove a liberagédo do
grupo alaninato isopropilico ou ADP4 (iii), etapa que permite a formacéo do produto de
degradacdo ADP1. Na etapa 2, o ADP4 liberado, que continua em meio acido, sofre
hidrélise e um ataque nucleofilico por parte de uma molécula de 4gua (iv). Neste ponto,
ocorre novamente uma reacao de prototropismo (intermediario 3) permitindo a liberacao
do grupo isopropilico ADP7 e formacéo do produto de degradacdo ADP5. Na etapa 3, 0
grupo fenil fosforamidato do ADP1, apds hidrolise acida sofre ataque nucleofilico por
parte de uma molécula de agua (v) o que leva a uma transferéncia de prétons
intramolecular (intermediarios 4) liberando uma molécula de fenol (ADP6) e gerando
ADP2 como produto de degradacdo (Esquema 4.2) (SWAIN et al., 2015).
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Etapa 1: Degradagao do SOF nos produtos ADP4 e ADP1
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Etapa 2: Degradagcao do ADP4 nos produtos ADP7 e ADP5
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Etapa 3: Degradagado do ADP1 nos produtos ADP6 e ADP2
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ESQUEMA 4.2. Proposta da rota de degradacéao do sofosbuvir sob condi¢des acidas.

A degradacéo sob condi¢des basicas, foi utilizado o NaOH como base, gerando
guatro produtos de degradacéao (BDP1, BDP2, BDP3 e BDP4), que forma identificados
por técnicas de RMN 1D e 2D (Esquema 4.3).
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ESQUEMA 4.3. Produtos de degradacédo do sofosbuvir sob condi¢des acidas.

Em médio basico o grupo carboxila do éster experimenta hidrélise basica,
promovendo assim um ataque nucleofilico por parte da base (i), causando a ruptura da
ligagdo do éster e formando desta forma o ion carboxilato (intermediario 1) onde é
liberada uma molécula de isopropanol como produto de degradacédo BDP1 e formado o
produto BDP4. Nesta reacédo o "OH atua como nucledfilo atacando o carbono do grupo
carboxila do éster. Na etapa 2, o grupo fosforamidato em médio basico aquoso sofre
hidrélise basica, o grupo -OH atua como nucledfilo, atacando o grupo fosfato
promovendo a quebra das ligacbes P=0 (intermediario 2) e desta forma promove a
liberacdo de uma molécula de fenol como produto de degradacdo BDP2, gerando
finalmente o BDP3 (Esquema 4.4) (SWAIN et al., 2015).
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Etapa 1: Degradagdo do SOF nos produtos BDP1 e BDP4
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Sofosbuvir (i) Intermediario 1

Etapa 2: Degradagao do BDP4 nos produtos BDP2 e BDP3
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ESQUEMA 4.4. Proposta da rota de degradacéo do sofosbuvir sob condi¢des basicas

4.2.1.2 Identificacdo dos produtos de degradacdo a partir das técnicas de
2D RMN

Como discutido anteriormente, sob condi¢bes &cidas, foram identificados sete

produtos de degradacédo (ADP1-ADP7) (Esquema 4.1). Sob condi¢gbes basicas, o SOF
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resultou em quatro produtos de degradacéao (BDP1-BDP4) (Esquema 4.3). Cada produto
de degradacdo sob condicdes acidas e basicas foi identificado através da analise de
experimentos de RMN 1D (espectro de RMN-'H convencional) e 2D (gTOCSY, gCOSY,
gHSQC e gHMBC). Os experimentos gCOSY, gTOCSY, gHMBC e gHSQC permitiram a
identificacdo dos produtos ADP3-ADP7 e BDP1-BDP2. Apesar da sobreposicao
observada em regides entre 3,57 e 4,34 ppm, esses mesmos experimentos permitiram
identificar produtos com estrutura mais complexa como ADP1, ADP2 e BDP4 e BDP3.
Todos os produtos de degradacdo acidos e basicos (ADP1-ADP7, BDP1-BDP4)
identificados neste trabalho estdo de acordo com os resultados relatados na literatura
(SWAIN et al., 2015).

A partir do mapa de contorno gHMBC e gHSQC foi possivel identificar e atribuir os
produtos ADP1, ADP2 e ADP3. No mapa de contorno gHMBC (Figura 4.13), observamos
a correlacdo do dupleto em &u 7,92 ppm (J= 8,21 Hz), com seus carbonos vizinhos C22
(®c 150,8 ppm), C26 (dc 140,4 ppm), C25 (dc 163,2 ppm) e C16 (dc 88,9 ppm). Nesta
regido é possivel observar a presenca de mais de uma espécie com carbonos que
possuem ambientes quimicos semelhantes correspondentes aos dois produtos ADP1 e
ADP2. Por outro lado, o dupleto em &1 7,62 ppm (J= 8,21 Hz) apresentou correlagcdo com
seus carbonos vizinhos C22, C26 e C25 sem apresentar correlagdo com C14, atribuindo
assim este sinal ao composto de degradacdo ADP3 e o dupleto em &+ 7,92 ppm aos
compostos ADP1 e ADP2. No caso do produto de degradacdo ADP3, a partir do mapa
de contorno do gTOCSY assim como do gCOSY foram estabelecidas as correlacdes
entre os hidrogénios H25 e H26 (Figura 4 e 5, Anexos). Por outro lado, o mapa de
contorno do gHMBC permitiu estabelecer que o dupleto em dn 7,62 ppm (J= 8,21 Hz)
corresponde ao hidrogénio H26. Sendo observado também que o dupleto em &4 7,62
ppm mostra correlacdo com os carbonos em dc 102,7 ppm (C26), dc 150,7 ppm (C22) e
Oc 163,4 ppm (C25) menos com o carbono C16 em &c 88,4 ppm (Figura 4.13).
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FIGURA 4.13. Expansao do mapa de contorno do gHMBC com énfase nos sinais
correspondentes aos hidrogénios H26 dos produtos de degradacdo ADP1, ADP2 e ADP3
da mistura acida do SOF. Espectro realizado em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de
'H) e a 298 K.

Os compostos de degradagcdo ADP4 e ADP5 foram identificados a partir dos sinais
correspondentes ao carbono C30. No mapa de contorno gHMBC, no ADP4, o sinal H34
mostra correlagdo com o grupo carbonila C30 a &¢c 169,0 ppm, que por sua vez mostra
correlagdo com H29 e os grupos metil H32, H35 e H36 (Figura 4.24). No caso do ADP5,
o sinal H29 apresenta correlagcédo apenas com o grupo metila a 1,35 ppm correspondente
a H32 e a respectiva carbonila a &c 171,9 ppm. A partir do mapa de contorno do gCOSY
e do gTOCSY foi estabelecida a correlacéo entre o hidrogénio H29 com o grupo metila
H32 em ambos os produtos ADP4 (H29 em &1 3,89 ppm e H32 em &1 1,34 ppm) e ADP5
(H29 em 6+ 3,84 e H32 &1 1,36 ppm) (Figura 6, Anexos).
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No caso do composto ADP6, a partir do seu mapa de contorno do gCOSY e
gTOCSY, os sinais correspondentes aos hidrogénios das posi¢des orto (H3, H5) e para
(H1) permitiram sua identificacéo e sinalizacdo em o1 6,69 e 6,71 ppm respectivamente.
O sinal de 6+ 7,07 ppm corresponde entdo aos hidrogénios das posi¢coes meta (H2, H6).
O mapa de contorno do gHMBC permitiu assinalar os deslocamentos quimicos
correspondentes aos hidrogénios do ADP6 (Figura 4.14) mesmo existindo sobreposicéo
dos sinais do SOF, ADP1 e ADP2.
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FIGURA 4.14. Expansdo do mapa de contorno do gHMBC com énfase nos sinais
correspondentes ao produto de degradacdo ADP6 da mistura acida do SOF. Espectro
realizado em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.

O produto de degradagcédo ADP7 foi identificado a partir dos estudos de COSY,
gTOCSY e gHSQC. A partir do mapa de contorno do gCOSY e gTOCSY foi estabelecida
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a correlacéo entre os grupos metilas H35 e H36 com o hidrogénio H34 correspondente
ao grupo CH do isopropanol (Figura 7 e 8, Anexos). O mapa de contorno do gHSQC
permitiu assinalar o C34 em dc 63,1 ppm e 0s carbonos correspondentes aos grupos

metilas em &c 25,5 ppm (Figura 9, Anexos).

No caso dos produtos de degradacdo basica BDP1 e BDP2, os mapas de
contorno do gCOSY respetivos (Figura 4.15 e 4.16) permitiram estabelecer as
correlagdes correspondentes a cada um dos deslocamentos quimicos destes produtos.
No caso do BDP1 foi estabelecida a correlagao entre o hidrogénio H35, H36 em &+ 1,03
ppm com H34 em &1 3,69 ppm (Figura 4.15). Por outro lado, no BDP2 foi estabelecida a
correlacdo entre os hidrogénios H3, H5 (orto), H1 (para) com H2 e H6 (meta) (Figura
4.16). Os mapas de contorno tanto do gHMBC quanto do gHSQC permitiram estabelecer
as correlagbes dos sinais de hidrogénio com seus respetivos carbonos ndo s6 dos
produtos de degradacdo BDP1 e BDP2 mas também dos produtos de degradacdo BDP3
e BDP4 (Figura 16 e 17, Anexos)
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FIGURA 4.15. Expansdo do mapa de contorno do gCOSY com énfase nos sinais
correspondentes ao produto de degradacdo BDP1 da mistura basica do SOF. Espectro
realizado em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.



82

H2, H6 H1, H3,
H5

M ppm

6.4

-6.6

,‘)\‘
H1, H3, 3
H5 = . 6.8
0 7.0
H2, HB
et . 7.2
BDP2 .
6
1 s 7.4
7
4
""" ’ -7.6
7.8
T T T T T T T T T

75 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 ppm

FIGURA 4.16. Expansdo do mapa de contorno do gCOSY com énfase nos sinais
correspondentes ao produto de degradacdo BDP2 da mistura basica do SOF. Espectro
realizado em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.

A partir de resultados observados na literatura (VILELA 2024) de experimentos de
difusédo (DOSY) do nucleo de fosforo, foi confirmada a formacéo e presenca dos produtos
de degradacao isopropanol e fenol na mistura acida e basica do sofosbuvir assim como
também a formacédo do fenol como produto de degradacédo gerado de forma livre na
mistura acida e basica do TDF. Produtos que foram entdo observados nas misturas de
degradacéo analisadas no presente trabalho, corroborando a sua presenca a partir da
sua identificacdo a través dos experimentos 1D e 2D de RMN. Identificacdo que foi

comparada com os resultados reportadas por VILELA 2024.



83

4.2.1.3 DREAMTIME: Selecédo de cada um dos produtos de degradacéo acida

e basica do sofosbuvir

Uma vez identificados os produtos de degradacdo das misturas de degradacdo a
partir experimentos de RMN 2D foi aplicada a técnica de DREAMTIME na separacao
espectral destes produtos sob condicbes tanto acida quanto basica do farmaco
sofosbuvir. A Figura 4.17 mostra o espectro de RMN-'H convencional do sofosbuvir
(Espectro C, Figura 4.17) sem degradar vs os espectros da mistura acida (Espectro A,

Figura 4.17) e basica (Espectro B, Figura 4.17) do farmaco.
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FIGURA 4.17. Espectros de RMN-'H (400 MHz), em DMSO-d6 e 298K, obtidos para a

mistura de degradacgéo acida (A), basica (B) e sofosbuvir sem degradar (C). Todos os
espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Cada produto de degradacédo acida e basica foi individualmente selecionado e
identificado dentro das suas misturas de degradacdo aplicando a técnica de
DREAMTIME. A maior parte dos sinais dos produtos de degradagédo encontra-se
sobrepostos com o0s sinais do sofosbuvir sem degradar, porém, aplicando a
DREAMTIME foi possivel recuperar/ separar seletivamente cada produto da sua mistura

de reacdo sem a necessidade de realizar algum tipo de separacéo fisica.

Para a aquisicdo dos espectros seletivos, os parametros de tempo de pulso (10-
40 ms) e os filtros opcionais (zero quantum spoil, pressaturacédo, média da constante de
acoplamento J, mixing time) foram ajustados. Observou-se que uma largura de pulso de
40 ms e uma meédia da constante de acoplamento de 7 Hz forneceram os melhores

resultados em termos de seletividade e intensidade dos sinais.

O ajuste dos parametros de aquisi¢ao se inicia com a selecdo de um tempo de
pulso. Este tempo de pulso seletivo foi estabelecido da mesma forma que na amostra de
composicdo conhecida resultando na faixa entre 10-40 ms. No caso da mistura de
degradacdo do sofosbuvir, tanto acida quanto basica, a maior parte dos produtos de
degradacédo foram ajustados no tempo de pulso de 40 ms. Mesmo nas moléculas
menores foi necessario o uso de 40 ms de largura de pulso, devido, provavelmente, a

complexidade da amostra e o0 meio reacional de cada uma (Figura 4.18).
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FIGURA 4.18. Espectros de 'H-DREAMTIME dos produtos de degradacdo ADP3 e ADP7
variando os tempos de pulso. A e E) Tempo de pulso: 10 ms; B e F) Tempo de pulso: 20
ms; C e G) Tempo de pulso: 30 ms; D e H) Tempo de pulso: 40 ms. Todos os espectros
foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.

Consequentemente, uma vez ajustados os tempos de pulso de uma forma
seletiva, a separacdo espectral seletiva de cada produto de degradacdo por
DREAMTIME é alcancado pela aplicacéo dos filtros opcionais discutidos anteriormente;
0S quais permitem selecionar um par de spin acoplado em J da molécula de interesse,
permitindo a deteccéo do sistema de spin completo. Certos pontos importantes devem
ser levados em consideragdo ao selecionar as moléculas desejadas, tais como seu
sistema de spin acoplado em J, onde ambos seus sinais ressonam nas frequéncias
selecionadas pela forma de onda modulada em amplitude e fase, os spins devem ter
acoplamento entre si, e a constante de acoplamento selecionada deve corresponder

aproximadamente a da molécula de interesse. Para aumentar a seletividade na selecao
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dos produtos de degradacao, é necessario selecionar multiplos subsistemas dentro de
uma mesma molécula, selecionando assim o0 maior numero de frequéncias
correspondentes a cada regido da molécula, o que permite a criacdo de formas de onda
moduladas em fase que incluem cada um desses subsistemas. Quando sao
selecionadas frequéncias que correspondem a subsistemas isolados que ndo possuem
hidrogénios acoplados, a molécula em si ndo € recuperada e apenas o subsistema da

molécula que corresponde aos deslocamentos quimicos aplicados € observado

conforme mostrado na Figura 4.19.

'ADP4 H35, H36
A) 9 o ){ H“ m
H2N \Z%}O\O 36-‘:: T T T 1 H32
32 45 40  ppm
P
\ A N
4.0 3.8 ppm 14 12 1.0 ppm
Y W y N
C) M\

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

FIGURA 4.19. Ampliacdo do espectro de *H-DREAMTIME do produto de degradacéo
ADP4: A) Selecionando os spins acoplados entre si de todos os subsistemas da
molécula. B) Incluindo unicamente o subsistema dos nucleos H29 e H32. C)
Selecionando spin que ndo acoplam entre si. Todos os espectros foram realizados em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.
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A falta de acoplamento entre os spins se reflete no espectro final das moléculas
de interesse, observando-se a falta dos sinais dos spins em estudo. Como exemplo, 0s
produtos de degradacdo ADP1 e ADP2 onde o sinal correspondente ao hidrogénio H16,
ndo é observado em nenhum dos seus espectros *H-DREAMTIME, o que se justifica
pelo fato da falta de acoplamento entre H16 com nenhum hidrogénio, portanto, a
molécula ndo possui um par de spin que passe através dos filtros quanticos e que se

observe no espectro final (Figura 4.20).
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FIGURA 4.20. Espectro de *H-DREAMTIME dos produtos de degradacédo ADP1 e ADP2
do SOF com auséncia do sinal correspondente ao H14. Todos 0s espectros foram
realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.

Uma vez que sao selecionados todos o0s spins acoplados entre si, passam a ser
ajustados tanto as propriedades de fase quanto a intensidade dos sinais. Estas
propriedades podem ser manipuladas e ajustadas aplicando os filtros mixing time e a

média da constante de acoplamento em J. Ambos os filtros, quando aplicados
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simultaneamente ou de forma individual, levam a aquisi¢cdo de espectros limpos com alta
resolucdo e seletividade. Os valores de mixing time devem ser ajustados para cada
molécula, assim como a média da constante de acoplamento, a qual deve incluir os
valores de constantes de acoplamento dos spins de cada subsistema selecionado da
molécula de interesse (Figura 4.21). Aplicar a média da constante de acoplamento
melhora o cancelamento de fundo quando o objetivo é selecionar uma Unica molécula, e

a sensibilidade da técnica.
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FIGURA 4.21. Média das constantes de acoplamento dos spins correspondentes a cada

subsistema dos produtos de degradacdo ADP4 e BDP3.

Por tanto, ajustando cada um desses filtros, mixing time e a média da constante
de acoplamento em J, incluindo também os filtros de pressaturacéo do sinal da H20 e o
zero quantum spoil, é possivel adquirir espectros altamente seletivos, inclusive com
multiplicidades semelhantes ao espectro de RMN-'H convencional. Quando é necessaria
a extracdo maxima de sinais de uma molécula e, ao mesmo tempo, existem problemas
das propriedades de fase, deve ser aplicado o filtro de zero quantum spoil em conjunto
com o filtro do mixing time, o qual, ao transferir a magnetizagdo ao redor de todo o
sistema de spins da molécula de interesse, € obtido como resultado um espectro de
RMN-'H convencional (semelhante ao espectro gTOCSY convencional) da molécula
individual, em que € observado todos os spins acoplados aos pares de hidrogénio

selecionados (Figura 4.22).
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FIGURA 4.22. Ampliacdo do espectro de 'H-DREAMTIME do produto de degradacéo
BDP2 aplicando os modulos: A): ZQS, PR, TOCSY e AV; B) ZQS, PR e AV; C) ZQS e
PR. Todos os espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de
H) e a 298 K.

A aquisicdo dos espectros de *H-DREAMTIME na selecédo de multiplos produtos
de degradacéo de forma simultanea foi realizada a partir da aplicacdo dos filtros: zero
guantum spoil, presaturacdo, mixing time e a média da constante de acoplamento.
Aplicando todos os filtros mencionados ao mesmo tempo foram obtidos espectros
altamente seletivos e com alta resolucéo. Na figura 4.23 pode-se analisar o caso dos
produtos BDP1 e BDP2 que quando adquirido o espectro sem o filtro do mixing time o
sinal correspondente aos hidrogénios H2 e H6 apresentam problemas de fase no
espectro final. Apds aplicar todos os filtros incluindo mixing time, é obtido um espectro

com alta resolucéo e seletivo, com todos os sinais em fase (Figura 4.23).
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FIGURA 4.23. Espectro de *H-DREAMTIME dos produtos de degradacédo BDP1 e BDP2
adquiridos simultaneamente aplicando todos os médulos: A) ZQS, PR, TOCSY e AV, B)
ZQS, PR e AV. C) Espectro de RMN-!H (zg) da mistura basica do sofosbuvir. Todos os

espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.

A concentracdo de amostra é um fator importante para ter em consideracdo
guando a DREAMTIME for aplicada. Quando as moléculas de interesse se encontram
presentes numa concentracdo relativamente baixa (<1lmg em 400uL solvente), a
DREAMTIME demonstrou ter uma baixa sensibilidade e seletividade. Como é
demonstrado no caso dos produtos de degradacdo ADP4 e ADP5, ambos possuem um
grupo NH2 nas suas estruturas, porém a partir do mapa de contorno do HMBC foi
demonstrado que ambos diferem nos seus deslocamentos quimicos, sendo de o 8,43
ppm (ADP5) e &1 8,54 ppm (ADP4), Figura 4.24.
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FIGURA 4.24. Expansdo do mapa de contorno do gHMBC com os deslocamentos
quimicos dos produtos de degradacdo ADP4 e ADP5 assinalados. O espectro foi
realizado em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.

O sinal do NH2 do ADP5 é observado com maior intensidade no espectro de H
em relacdo ao sinal do mesmo grupo do ADP4, o que é coerente com o observado ao
longo das 48 horas de degradacdo, em que o ADP4 degrada no ADP5 para gerar
isopropanol como ADP7, e ap0s 48 horas de degradacao o isopropanol é produzido em
maior quantidade, se comparado com o restante dos produtos de degradacao
observados. Na aquisicdo dos espectros de 'H-DREAMTIME, a forma de onda foi
desenhada para cada produto de degradacdo assinalando com énfase os
deslocamentos correspondentes aos picos do NH2z de cada produto de degradacéo.
Porém, nos espectros adquiridos tanto para o ADP4 gquanto para o ADP5 o Unico sinal
observado nos espectros finais de cada produto foi em &+ 8,43 ppm. O sinal em dx 8,43

ppm, como foi mencionado, resultou ser o mais intenso em relagao ao sinal em o1 8,54
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ppm, além de apresentar sinais muito préximos entre si, o0 que quer dizer que a
concentracdo do ADP4 € menor em relacdo ao ADP5 e a DREAMTIME nédo consegue

ser o suficientemente seletivo e sensivel para irradiar o sinal menos intenso (Figura 4.25).

ADP5
A) 3,84 ppm H32
(0]
gdspm * o \29 He H29
HzN\(g.\ OH
32
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B) 389 ppm 35“*91}"'“ H35, H36
w18
HZN\Z%}O 36 H32
* ., | H34  H29
|
C) ADP5
L
1 1
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M |
' 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.25. Espectro de 'H-DREAMTIME do produto de degradacdo A) ADP5 e B)
ADP4. C) Espectro de H (zgcppr) do sofosbuvir sob condicdes acidas. Os espectros
foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.

4.2.1.4 Quantificagcéo do sofosbuvir e seus produtos de degradacao a partir
de RMN-!H quantitativa.

No presente estudo foi escolhido o experimento de RMN-'H convencional sob
condi¢cbes quantitativas com o objetivo de determinar a concentracdo do farmaco
sofosbuvir, nas suas misturas de degradacéo &cida e basica, assim como a dos produtos

de degradacéo gerados em cada uma delas. Assim, seria possivel demonstrar como a
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RMN também pode resolver problemas no balanco de massa, uma vez que os produtos
séo identificados. O balanco de massa é um dos problemas recorrentes na industria
farmacéutica. O espectro de RMN-H sob condicdes quantitativas da mistura acida e
basica do SOF mostrou os picos correspondentes tanto do SOF quanto dos seus
produtos de degradacéo. A integracdo desses picos permitiu calcular a concentracao do
farmaco na amostra e os seus produtos de degradacao. Foi utilizado como padrdo o
acido maleico, em que seu Unico sinal que € independente da concentracdo do farmaco,
serviu como referéncia interna para corrigir as variagdes nas condigdes experimentais e
garantir uma quantificacdo precisa. O sinal do acido maleico néo interfere na analise
guantitativa, devido a que se trata de um sinal isolado que possui deslocamento quimico
numa regido do espectro (dn 6,31 ppm) onde ndo existem sinais correspondentes aos
farmacos nem aos produtos de degradacdo. Os produtos de degradacdo ADP1, ADP2,
BDP3 e BDP4 ndo foram quantificados devido a sobreposicdo dos seus sinais nos
espectros de RMN-'H. Porém no caso da degradacédo acida, os produtos ADP3, ADP4,
ADP5, ADP6 e ADP7 foram quantificados a partir do padrdo interno ja mencionado
(Figura 4.26).
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FIGURA 4.26. Espectro de RMN-'H (zg) da mistura de degradacéo acida do SOF sob
condi¢Bes quantitativas utilizando como padrédo primério acido maleico para quantificar
0 SOF e os produtos de degradacdo ADP3, ADP4, ADP5 e ADP7. O espectro foi
realizado em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.

Aplicando a equacéao 2 foi possivel realizar o balanco de massa relacionando a
area dos picos selecionados do analito (farmaco e produto de degradac&o) com o padrao
interno utilizado diretamente para calcular a quantidade do analito presente na mistura

analisada, equacéo 2:

a 1 ; C -
Equagao 2 Canatito = Npadrao ( anahm) . ( padrao)

Ipadréo Nanalito

I= Intensidade do sinal; N= NGmero de ntcleos; C= Concentracéo (mol.L-%)
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No caso da degradacéao acida, a quantificacdo do SOF como ingrediente ativo, foi
realizada a partir da integracéo da area do dupleto correspondente aos hidrogénios H35
e H36 dos grupos metilas com deslocamento quimico em &x 1,06 ppm. A concentracéo
inicial do SOF (IFA) na mistura de degradacéo éacida foi determinada em 0,1376 mol.L!
(29,14 mg) com 0 horas de reacdo de degradacdo. Apds 48 horas de reacdo, a
concentracdo calculada foi de 0,1254 mol.L! (26,56 mg) com uma margem de erro do
1,10%. Isto indicou que o SOF foi degradado em um 10,10 % apds um tempo de
degradacéo de 48 horas (Figura 4.27).

Acido
maleico

.r

T T r T T T T T
6.24 6.23 6.22 ppm 13 1.2 1.1 1.0 0.9 ppm

1

FIGURA 4.27. Ampliacdo do espectro de 'H (zg) da mistura de degradacéo acida do SOF
sob condi¢cdes quantitativas utilizando como estandar interno o acido maleico na
guantificacdo do SOF. Os espectros foram realizados em triplicata, DMSO-d6 a 400 MHz

(para o nlcleo de 'H) e a 298 K.
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Da mesma forma, selecionando um sinal especifico e isolado de cada um dos
produtos de degradacéo, as concentracdes de cada produto de degradacédo acida foram
calculadas, sendo para: ADP3 0,0037 mol.L*'; ADP4 0,013 mol.L"t; ADP5 0,0061 mol.L
1 e ADP7 0,010 mol.L?, todos sendo calculados apés 48 horas de reacéo de degradacéo
acida (Tabela 4.1). Todos os calculos de massa foram realizados em triplicata para cada
produto de degradacdo. A soma das massas dos quatro produtos de degradacao
quantificados €, portanto, de 1,346 mg. Considerando a massa do SOF com 0 horas de
degradacdao (29,48 mg) e a massa ap0s 48 horas de degradacgédo (26,56 mg) € observada
uma perda de massa onde a somatéria das massas dos produtos de degradacao
analisados (1,346 mg) ndo corresponde a perda total calculada (2,58 mg) e que pode ser
relacionado ao fato de que outros produtos de degradacéo (ADP1, ADP2 e ADP6) nao
puderam ser quantificados pela auséncia de sinais isolados que pudessem ser

consideradas de referéncia no espectro de 'H respectivo.

TABELA 4.1. Quantificacdo acida do SOF e os produtos de degradacao ADP3, ADP4,
ADPS5 e ADPY.

Tempo de reagéo: 48 h
SOF ou ADP | 8'H (ppm) N° H % Erro _
Concentracdo (mol.Lt) | Massa (mg)
SOF 1,07 H35, H36 0,07 0,1254 26,56
ADP3 7,62 H26 0,66 0,003715 0,167
ADP4 8,53 H9 1,10 0,00619 0,221
ADP5 8,43 H9 1,34 0,01342 0,704
ADP7 0,96 H35, H36 0,13 0,0104 0,251

No caso da degradacdo basica, foram quantificados tanto o SOF, como ingrediente
ativo, quanto os produtos de degradacdo BDP1 e BDP2, a partir dos seus sinais isolados
(Tabela 4.2). A partir da integragao da area do dupleto em du 1,13 ppm, foi determinado
gue o SOF inicialmente encontrava-se em uma concentracdo de 0,1279 mol.L! o que
corresponde a 27,09 mg de farmaco, e apos 48 horas de reagdo o SOF degradou em

1,17%, o que pode ser traduzido em uma massa resultante de 26,77 mg de SOF, ap0s
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esse tempo reacional (48 h). Portanto, a perda de massa foi de 0,32 mg. Por outro lado,
foi realizada apenas a determinacdo das massas dos produtos de degradacdo BDP1 e
BDP2, devido ao fato de que s@o os uUnicos dois produtos dentro da mistura de
degradacéo que possuem sinais isolados no espectro de *H convencional.

No caso do BDP1, a partir do dupleto em du 0,97 ppm, foi realizado o balango de
massas, sendo determinada a quantidade em massa (mg) degradada apds 48 horas de
reacdo, determinando-se uma concentracdo de 0,0026 mol.L* o que equivale a 0,060
mg de produto de degradacdo BDP1. Por outro lado, para o produto de degradacédo
BDP2 foi determinada a concentracdo do produto degradado formado, sendo de 0,0049
mol.L-t apés o mesmo tempo reacional, 48 horas, que em massa equivale a 0,18 mg de
produto de degradacdo formado. A somatéria das massas dos dois produtos
guantificados €, portanto, de 0,24 mg. Considerando a perda de massa do material de
partida (0,32 mg), nota-se uma diferenca de 0,07 mg, que pode ser relacionada nao
puderam ser quantificados pela auséncia de sinais isolados que pudessem ser
consideradas de referéncia no espectro de RMN-H respectivo (Figura 4.28, Tabela 4.2).
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FIGURA 4.28. Ampliacédo do espectro de RMN-H (zg) da mistura de degradacéo basica
do SOF sob condi¢des quantitativas utilizando como estandar interno o acido maleico na
guantificacdo do SOF, BDP1 e BDP2. Os espectros foram realizados em triplicata, em
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DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.
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TABELA 4.2. Quantificacdo basica do SOF e os produtos de degradacdo BDP1 e BDP2.

Tempo de reagéo: 48 h

SOF ou &'H %
N° H Massa
BDP (ppm) Erro  Concentragdo (mol.L )
(mg)
SOF 1,13 H35,H36 0,46 0,1264 26,77
BDP1 1,02 H35,H36 2,01 0,00494 0,186
H1, H3,
BDP2 6,75 2,06 0,00265 0,067
H5
4.2.15 Estudo da degradacdo acida e basica do fumarato de tenofovir

desoproxila (TDF)

Da mesma forma que no caso do sofosbuvir, a degradacdo do fumarato de

tenofovir desoproxila (TDF) foi conduzida sob condicbes acidas e bésicas, sendo

gerados, no caso da degradacéo &cida, quatro produtos de degradacao: ATDP1, ATDP2,

ATDP3 e ATDP4 (Esquema 4.5) e sob condi¢des de estresse basico, cinco produtos de
degradacéo: BTDP1, BTDP2, BTDP3, BTDP4 e BTDP5 (Esquema 4.6).

Hidrélise
acida

ESQUEMA 4.5. Produtos de degradacéao do TDF sob condicfes de estresse acido.
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ESQUEMA 4.6. Produtos de degradacdo do TDF sob condi¢des de estresse béasico.

Os produtos de degradacéo sob condi¢cdes acidas e basicas identificados nesse
trabalho coincidem com os reportados na literatura por Anandgaonkar e colaboradores
(ANANDGAONKAR et al., 2015). Os intermediarios descritos nos mecanismos das
reacdes de degradacdo tanto acida quanto basica, nesse trabalho, foram propostos
baseados nos resultados reportados na literatura (KURMI et al., 2015),
(ANANDGAONKAR et al., 2015). A estrutura quimica do TDF possui um anico centro
reativo (grupo fosfato) tanto em condi¢des basicas quanto sob condi¢des acidas. O grupo
fosfato reage rapidamente em ambas as condigdes promovendo a quebra das ligacdes
P-0O, liberando os fragmentos de éster (ATDP2 e BTDP2), formando os produtos ATDP1
e BTDP1 e consequentemente o fragmento éster dos produtos ATDP1 e BTDP1 liberam
isopropanol gerando os produtos de degradacdo ATDP4 e BTDP4 e assim formar os
produtos ATDP3 e BTDP3.

No caso da degradacdo &cida, durante a primeira etapa o grupo fosfato é
protonado em meio acido (DCI) e consequentemente é promovido um ataque nucleofilico
da agua gerando o intermediario 1. Apds o processo de migracdo de um hidrogénio
dentro da mesma molécula (nesse caso, a trés ligacdes) (intermediario 2) é liberado o
produto de degradacdo ATDP2 e formado o produto de degradacdo ATDP1. Uma vez
liberado o produto de degradacdo ATDP2, o mesmo pode sofrer, da mesma forma, um
ataque nucleofilico da agua apoés ser protonado (intermediario 3 e 4). Nesta segunda
etapa de reacéo é liberado o isopropanol como produto de degradacdo ATDP3 e formado
0 produto ATDP4 (Esquema 4.7).
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Etapa 1: Degradagao do TDF nos produtos ATDP1 e ATDP2
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Etapa 2: Degradagao doATDP2 no ATDP3 e ATDP4
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ESQUEMA 4.7. Proposta da rota de degradacédo do TDF sob condicdes acidas.

No caso da degradacdo béasica, ocorrem uma série de reacbes que sdo
catalisadas no meio reacional levando a formacdo dos produtos de degradacao
descritos, baseados na literatura (ANANDGAONKAR et al., 2015).Na primeira etapa a
base (NaOD) em meio aquoso gera um atague nucleofilico no dtomo de fosforo do grupo
fosfato e consequentemente forma o produto de degradacédo BTDP1 liberando o produto
de degradacédo BTDP2. Por outro lado, a partir do produto de degradacédo BTDP1 (Etapa

2), é formado o produto de degradacdo BTDP4 por meio de um ataque nucleofilico por
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parte da base, mas dessa vez no grupo carbonila do fragmento isopropil. Apos esse
ataque é liberada uma molécula de formaldeido e gerado o produto de degradacédo
hidrogenocarbonato de isopropila, BTDP4. Uma vez formado o produto BTDP4, em meio
basico aquoso ainda pode ser promovida a liberacdo de uma molécula de CO2 formando

assim o isopropanol como produto de degradacdo BTDP5 (Esquema 4.8).
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Etapa 1: Degradag¢ao do TDF nos produtos BTDP1 e BTDP2
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Etapa 2: Degradagédo do BTDP1 no BTDP3, BTDP4 e BTDP5 com liberagao
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ESQUEMA 4.8. Proposta da rota de degradagé&o do TDF sob condi¢des basicas.
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4.2.1.6 Identificacdo dos produtos de degradacdo do fumarato de tenofovir

desoproxila a partir das técnicas de 2D RMN

Sob condi¢cdes de degradacdo acida foram identificados quatro produtos de
degradacéao, os quais foram identificados e os seus sinais assinalados a partir dos seus
espectros de RMN 2D (gCOSY, gHSQC e gHMBC) respectivos. Os sinais
correspondentes ao produto de degradacdo ATDP1 formado como consequéncia da
liberag&o do produto ATDP2 encontram-se em sobreposi¢éo com os sinais do TDF como
IFA. Os sinais correspondentes aos grupos metilas H13 em o1 1,04 ppm e H26, H27 em
on 1,16 ppm séo observados sobrepostos parcialmente com os sinais correspondentes
aos mesmos grupos do TDF sendo dupletos de menor intensidade quando comparados
com os dupletos do TDF. A partir do mapa de contorno gCOSY (Figura 4.29) é observada
a correlagao existente entre os hidrogénios H13 (dn 1,04 ppm) e H12 (&1 3,98 ppm) assim
como a correlagao existente entre H26 e H27 com H25 (dupleto em &1 4,82 ppm).
Informacao que foi confirmada a partir do mapa de contorno gHMBC onde é observada
a correlagdo do H25 com C22 (&c 153,0 ppm) e H12 com C13 (&c 17,1 ppm) e C11 em
Oc 48,1 ppm (Figura 4.30). O sinal correspondente ao hidrogénio H20 um multipleto em
on 5,54 ppm, apresenta sobreposi¢cdo com o sinal do TDF, porém a partir do mapa de
contorno gCOSY (Figura 4.29) pode ser observada a presenca de mais de um nucleo
nessa regido que no mapa de contorno de gHMBC (Figura 4.30) mostra a correlacao
com C22 em &¢c 153,0 ppm. O singleto com deslocamento em &1 8,42 ppm, devido a sua
intensidade quando comparada com a intensidade dos sinais do TDF € atribuido ao
produto de degradacdo ATDP1. No mapa de contorno gHMBC (Figura 4.30), o singleto
com deslocamento quimico em &+ 8,42 ppm mostra correlacéo a longa distancia com C2
(6c 150,2 ppm) e C6 (dc 156,4 ppm) e ndo mostra correlacéo a longa distancia com C11
(6c 48,9 ppm) o que poderia indicar que o singleto em &+ 8,42 ppm corresponde ao H4.
Por outro lado, o sinal do H8 ndo pode ser atribuido devido a sobreposicdo existente

nessa regiao (Figura 4.30).
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FIGURA 4.29. Expansdao do mapa de contorno do gCOSY com os deslocamentos
guimicos do produto de degradacdo ATDP1 assinalados. O espectro foi realizado em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.
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FIGURA 4.30. Expansdo do mapa de contorno do gHMBC com os deslocamentos
guimicos do produto de degradacdo ATDP1 assinalados. O espectro foi realizado em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.

Na figura 4.31 pode ser observado, a partir da ampliagdo do mapa de contorno
gHMBC, a presenca de mais de uma espécie no deslocamento quimico (espectro
vermelho) correspondente ao H4 e pode se observar também uma maior intensidade
desse singleto em &1 8,48 ppm quando comparado com o singleto H8 em &u 8,40 ppm
(na figura 4.31, do lado direito, representa 0 mesmo mapa de contorno gHMBC com o
menor zoom possivel, isto com o intuito de observar a aparicdo do segundo sinal com
deslocamento quimico semelhante). Isto pode indicar que o singleto atribuido ao produto
de degradagdo ATDP1 corresponde também ao sinal do mesmo hidrogénio do TDF
como IFA em dn 8,40 ppm, encontrando-se ambos em sobreposi¢cdo. Sendo entéo o
singleto em &1 8,40 ppm ao hidrogénio H8 do produto de degradacdo ATDP1 e o sinal

em On 8,38 ppm ao TDF como IFA. Os deslocamentos quimicos dos carbonos do produto
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de degradacdo ATDP1 foram assinalados a partir tanto do mapa de contorno gHMBC

guanto do mapa de contorno gHSQC (Figura 4.31 e 4.32).
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FIGURA 4.31. Expansdo do mapa de contorno do gHMBC com énfase nos singletes
correspondentes aos hidrogénios H4 e H8 do produto de degradacédo ATDP1. O espectro
foi realizado em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.
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FIGURA 4.32. Expansdo do mapa de contorno do gHSQC com os deslocamentos
guimicos do produto de degradacdo ATDP1 assinalados. O espectro foi realizado em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.

No caso do produto de degradagédo ATDP2, o dupleto dos grupos metilas H26 e
H27 em &n 1,19 ppm mostrou, no mapa de contorno gCOSY (Figura 21, Anexos), uma
correlacdo com o multipleto correspondente ao H25 em &x 4,73 ppm que, por sua vez,
no mapa de contorno gHMBC, mostra correlagdo com o carbono C25 em &c 76,4 ppm.
O mapa de contorno gHMBC mostrou a correlagdao entre o multipleto em H20 com os

carbonos em &c 84,6 ppm e C22 em &c 153,4 ppm (Figura 4.33).
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FIGURA 4.33. Expansdo do mapa de contorno do gHMBC com os deslocamentos
qguimicos do produto de degradacdo ATDP2 assinalados. O espectro foi realizado em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.

A partir do mapa de contorno gCOSY (Figura 4.34) foram atribuidos os sinais do
ATDP3 correspondentes aos hidrogénios H26 e H27 dupleto em &1 0,97 ppm com
constante de acoplamento J= 6,09 Hz, que mostraram correlagédo com o hidrogénio H25
em on1 3,69 ppm e ao mesmo tempo no mapa de contorno gHMBC foi observada a
correlagao entre 3,69 ppm com C26, C27 em 6c 25,4 ppm (Figura 22, Anexos). A
presenca de isopropanol como produto de degradagéo ATDP3 foi confirmado analisando
a mistura acida por meio do experimento de DOSY de hidrogénio onde foi identificado a
partir da diferenca dos coeficientes de difusdo do ATDP3 e o resto dos produtos

presentes na mistura acida (Figura 4.35).
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FIGURA 4.34. Expansdao do mapa de contorno do gCOSY com os deslocamentos
guimicos do produto de degradacdo ATDP3 assinalados. O espectro foi realizado em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.
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FIGURA 4.35. Experimento de difusdo DOSY. O espectro foi realizado em DMSO-d6 a
400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.

No caso do ATDP4, o singleto aparece em &1 5,79 ppm no mapa de contorno
gCOSY (Figura 4.36) e que, no mapa de contorno gHMBC (Figura 4.37), 0 mesmo sinal

mostrou a correlagédo com C20 em dc 73,2 ppm e com C22 em d¢c 152,8 ppm.
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FIGURA 4.36. Expansdo do mapa de contorno do gCOSY com os deslocamentos
qguimicos do produto de degradacdo ATDP4 assinalados. O espectro foi realizado em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.
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FIGURA 4.37. Expansdo do mapa de contorno do gHSQC com os deslocamentos
guimicos do produto de degradacdo ATDP4 assinalados. O espectro foi realizado em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.

Sob condi¢cdes de degradacdo basica foram identificados cinco produtos de
degradacdo, e os seus sinais foram atribuidos a partir dos seus respectivos experimentos
de RMN 2D (gCOSY, gHSQC e gHMBC). O produto de degradacdo BTDP1 mostrou
sobreposicao dos seus sinais em relacdo aos sinais do TDF (IFA), porém dentre 0s sinais
isolados encontram-se os sinais do fragmento isopropil. A partir do mapa de contorno
gCOSY (Figura 4.38) foi observada a correlagéo entre os hidrogénios H26, H27 um duplo
dupleto em &1 1,19 ppm (J= 6,27 Hz) e H25, multipleto em du 4,73 ppm e a partir do
mapa de contorno gHMBC foi observada a correlagao do H26, H27 com C25 em &¢c 73,3
ppm (Figura 28, Anexos). O resto dos sinais apresentaram sobreposi¢do com 0s sinais
do TDF.
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FIGURA 4.38. Expansdao do mapa de contorno do gCOSY com os deslocamentos
qguimicos do produto de degradacdo BTDP1 assinalados. O espectro foi realizado em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.

No caso do produto de degradacdo BTDP2 os sinais dos hidrogénios H26 e H27,
dupleto com deslocamento quimico em &1 1,38 ppm mostraram correlacdo com H25 no
mapa de contorno gCOSY (Figura 4.39) e a partir do mapa de contorno gHMBC foi
estabelecida a correlagcao entre H26, H27 com C25 em &¢ 72,2 ppm (Figura 29, Anexos).
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FIGURA 4.39. Expansdao do mapa de contorno do gCOSY com os deslocamentos
guimicos do produto de degradacdo BTDP2 assinalados. O espectro foi realizado em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.

Os sinais do produto BDPT3 foram assinalados a partir do mapa de contorno
gHMBC, cujo dupleto atribuido ao hidrogénio H13, em &+ 0,93 ppm (J= 6,27 Hz), mostrou
correlacdo com os carbonos C11 e C12 em dc¢ 46,9 ppm e 76,0 ppm, respectivamente.
O restante dos sinais H11 (&+ 4,22 ppm), H12 (H 3,98 ppm), H15 (6w 3,98 ppm), H4 (dH
8,19 ppm) e H8 (dn 8,30 ppm) correspondentes ao produto de degradacdo BDPT3
apresentam sobreposicdo com os sinais do TDF (Figura 30, Anexos). Por outro lado, os
sinais do produto de degradacédo BDPT4 e BDPT5 foram claramente atribuidos a partir
do mapa de contorno gCOSY (Figura 4.40) onde foram observadas no caso do produto
BDPT4 a correlagdes dos hidrogénios H26, H27, dupleto em du 1,19 ppm (J= 6,06 Hz)
com o H25 em &+ 4,81 ppm. Ja no caso do produto de degradacéo BDPTS5 foi observada
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também. a partir do mapa de contorno gCOSY. a correlacdo entre o dupleto
correspondente aos hidrogénios H26 e H27 em &n 1,02 ppm (J= 6,07 Hz) e o hidrogénio
H25 em &+ em 3,76 ppm, e por sua vez atraveés dos mapas de contorno tanto do gHSQC
e gHMBC foram atribuidos os sinais dos carbonos C26, C27 em &c 21,7-25,0 ppm e C25
em Oc 62,34 ppm (Figura 33 e Figura 34, Anexos).
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FIGURA 4.40. Expansdo do mapa de contorno do gCOSY com os deslocamentos
qguimicos dos produtos de degradacdo BTDP4 e BTDP5 assinalados. O espectro foi
realizado em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.

4.2.1.7 DREAMTIME: Selecdo de cada um dos produtos de degradacao acida
e basica do fumarato de tenofovir desoproxila (TDF).

Assim como no caso do sofosbuvir, uma vez identificados os produtos de
degradacéao a partir da analise de cada uma das misturas a partir dos experimentos de

RMN 2D foi aplicada a técnica de DREAMTIME na sele¢céo dos produtos de degradacao
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tanto da mistura acida quanto da mistura basica do fumarato de tenofovir desoproxila
(TDF). A Figura 4.41 mostra o espectro de RMN-'H convencional do TDF (Espectro C,
Figura 4.41) sem degradar vs os espectros da mistura dos produtos de degradacédo em
meio basico (Espectro A, Figura 4.41) e &cido (Espectro B, Figura 4.41) do farmaco.

BTDP1 BTDP1 BTDP1

........................

c)

” J J‘(AM ; LJ

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

FIGURA 4.41. Espectro de RMN-'H convencional (zg) obtido para a mistura de: A)

Degradacao basica do TDF; B) Degradacao acida do TDF e C) TDF sem sofrer reagéo
de degradacado. Todos os espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o
nucleo de 'H) e a 298 K.

Como resultado dos espectros convencionais de 'H (zg) adquiridos para cada
mistura (acida e basica) foi observado que a maior parte dos sinais dos produtos de
degradacao (ATDP) encontram-se sobrepostos com os sinais do TDF sem degradar.

Como no caso do sofosbuvir, o objetivo deste estudo € a aplicacdo da técnica de
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DREAMTIME para separar seletivamente cada produto da sua mistura de reacédo sem a
necessidade de realizar nenhum tipo de separacao fisica. Inicialmente, na andlise da
mistura acida do TDF foi observado, comparando inclusive a intensidade dos sinais
correspondentes aos produtos de degradacédo com os sinais do TDF, a baixa proporc¢éo
dos ATDP identificados, ou a baixa relagdo sinal/ruido. A selecdo dos produtos de
degradacéao, apesar da baixa intensidade dos sinais foi possivel aplicando a técnica da
DREAMTIME.

Como foi discutido anteriormente, durante a aquisicdo dos espectros de RMN-H
utilizando a técnica de DREAMTIME, devem ser ajustados uma série de parametros que
permitam obter espectros seletivos para cada produto de degradacéo. Primeiro
parametro de aquisicdo que precisa ser ajustado é o tempo do pulso formatado, o qual
pode ser variado entre 10 e 40 ms, sendo que um valor de 40 ms resultara, na maioria
dos casos, em espectros mais limpos, ou seja, com maior seletividade. O tempo de pulso
€ um parametro ajustado dentro da formatacao do pulso, onde é desenhada a forma de
onda em amplitude e fase (prépria para de molécula alvo) a partir de pares de spin
estritamente acoplados entre si. Consequentemente, como ja foi descrito anteriormente,
os filtros opcionais, resultam em parametros de aquisicdo importantes de serem ativados
e ajustados (zero quantum spoil, presaturacdo, meia da constante de acoplamento em J
e 0 mixing time) que permitem obter espectros limpos, com boa presaturagéo do sinal da

agua e/ou sinal do solvente e com todos os sinais em fase.

O tempo do pulso ndo s6 permite, assim como ja foi mencionado anteriormente,
adquirir espectros com maior seletividade, mas também aumentar a intensidade dos
sinais. Por outro lado, quando € ativado o filtro da média da constante de acoplamento
em J, uma das caracteristicas que se observa nitidamente afetada nos espectros
resultantes é o aumento da intensidade dos sinais. A meédia da constante do
acoplamento, permite adquirir espectros apontando seletivamente as constantes de
acoplamento de todos os deslocamentos quimicos ou sinais da molécula alvo,
eliminando problemas de sobreposi¢cao dos sinais e aumentando a relagéo sinal/ruido.
Na figura 4.42 pode ser observada a influéncia tanto da variacdo do tempo de pulso
guanto da média da constante de acoplamento, quando o pulso € desenhado ajustando
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o tempo de pulso para 10, 20, 30 e 40 ms e quando a média da constante de acoplamento
€ variada desde 6,5; 7 e 7,5 Hz. Quando é variada o tempo de pulso de 10 até 40 ms no
caso do ATDP2, a maxima intensidade dos sinais, € alcancada quando o pulso é
desenhado ajustando uma largura de pulso de 40 ms. Lembrando que 40 ms € um tempo
de pulso que garante seletividade e resolucéo dos sinais. Por outo lado, quando a média
da constante de acoplamento em J € variada em uma faixa maior, quer dizer, em uma
faixa que inclua todas as constantes de acoplamento da molécula a intensidade dos
sinais aumenta assim como também a seletividade na hora de selecionar unicamente a

molécula desejada.
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FIGURA 4.42. Influéncia do tempo de pulso e média da constante de acoplamento em J
(AV) na intensidade dos sinais dos compostos ATDP2 e ATDP3. Ampliacédo do espectro
de 'H-DREAMTIME do ATDP3 com A) AV= 7,5 Hz; B) AV= 7 Hz; C) AV= 6,5 Hz; D)

tempo de pulso 40 ms; E) tempo de pulso 30 ms; F) tempo de pulso 20 ms; G) tempo de
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pulso 10 ms. Todos os espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o
nucleo de H) e a 298 K.

O uso da média da constante de acoplamento em J, apesar de aumentar a
intensidade dos sinais, apresenta, em muitos dos casos, problemas de fase dos sinais
nos espectros finais. O filtro de mixing time, como ja foi demonstrado anteriormente,
permite resolver problemas de fase durante a aquisicdo dos espectros e ndo como uma
ferramenta de processamento nos espectros resultantes. O mixing time, quando
aplicado, tanto ele s6 quanto em conjunto com a média da constante de acoplamento em
J, permite obter espectros finais “ideais”, onde sdo observados todos os sinais em fase
e com intensidades semelhantes aos sinais dos espectros de *H convencionais. Na figura
4.43 é comparada uma série de espectros na auséncia do filtro tanto do mixing time
guanto da média da constante de acoplamento em J (A), onde é observada defasagem
dos sinais correspondentes ao hidrogénio H25, sendo que o mesmo €é observado quando
€ comparado com o espectro B, onde foi ativado apenas o filtro da média da constante
de acoplamento em J. Porém, quando aplicado o filtro mixing time em ambos os casos
€ eliminada essa defasagem (C e D). Assim, o melhor resultado é alcancado quando sao
aplicados ambos os filtros mixing time e média da constante de acoplamento (além dos
filtros ZQS e PR), tendo como resultado um espectro com intensidade semelhante ao

seu espectro de 'H convencional respectivo e com todos 0s sinais em fase.
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FIGURA 4.43. Influéncia do mixing time na fase dos sinais nos espectros de H-
DREAMTIME do ATDP2. Ampliacédo do espectro de *H-DREAMTIME do ATDP2 com os
filtros A) ZQS e PR; B) ZQS, PR e AV; C) ZQS, PR e TOCSY; D) largura de pulso 40 ms;
E) ZQS, PR, AV e TOCSY. Todos os espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400
MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.

Na figura 4.44 foi observada a influéncia do mixing time na correcao da fase dos
sinais nos espectros finais das moléculas desejadas, porém, o mixing time € um
parametro que deve ser ajustado, realizando uma varredura ou janela de valores (0-260
ms) que sera intrinseco para cada molécula alvo. No caso do produto de degradacao
ATDP2, para a aquisicdo do seu espectro de *H-DREAMTIME respetivo, foi variado o
valor de mixing time, desde 0 até 260 ms. Na figura 4.44 é observado o efeito de
diferentes valores do mixing time nos sinais dos espectros. Inicialmente foi testado um
valor de mixing time de 60 ms (A) observando-se defasagem dos sinais, os espectros B

e C mostram espectros com valores de mixing time de 120 e 180 ms com todos 0s sinais
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em fase, o que significa que a partir de valores de 100 até 200 ms aproximadamente a
magnetizacao é distribuida de forma homogénea ao longo de todo o sistema de spin da
molécula, porém no caso do ultimo espectro D é observado de novo uma defasagem do
mesmo sinal com um valor de mixing time de 260 ms, quer dizer que mesmo existindo
uma magnetizacdo homogénea ao longo do sistema de spin da molécula, submeter esse
sistema de spin a periodos mais prolongados provoca uma maior relaxacao (do sistema
de spin) e até reducédo do sinal tendo como resultado assim espectros com problemas
de fase novamente (Figura 4.44).

B)

c)

D)

FIGURA 4.44. Variacao de valores de mixing time e a sua influéncia na fase dos sinais
nos espectros de 'H-DREAMTIME. Ampliacdo do espectro de 'H-DREAMTIME com
TOCSY de: A) 60ms; B) 120 ms; C) 180 ms; D) 260 ms. Todos os espectros foram
realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de H) e a 298 K.

Assim como no caso da degradacao do SOF, nas misturas de degradacao do TDF

existem produtos de degradacao que apresentam spins sem acoplamentos entre si como
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€ 0 caso do produto de degradacdo ATDP4, que possui um par de hidrogénios
equivalentes sem outro par de spin vizinhos ou spins que estejam acoplados a ele. No
espectro da mistura acida do TDF foi atribuido o sinal em &1 5,79 ppm como o simpleto
correspondente ao hidrogénio H20, o que foi confirmado também a partir dos
experimentos de RMN 2D (mapas de contorno gHMBC, gHSQC e gCOSY); atribuicédo
discutida na secdo anterior deste capitulo. Por tanto, ndo foi possivel selecionar o
produto de degradacdo ATDP4 utilizando a técnica DREAMTIME.

Os produtos de degradacdo com estruturas mais complexas como ATDP1
também foram selecionados a partir da DREAMTIME, apds o ajuste de todos os
parametros de aquisicdo jA& mencionados. Para estruturas mais complexas, com
sobreposicdo dos sinais do espectro de 'H convencional, a forma de onda deve ser
desenhada a partir dos sistemas de spin que possuam 0S Seus sinais mais intensos com
0 objetivo de aumentar a razéo sinal/ruido no espectro de *H-DREAMTIME resultante.
Durante o desenho da forma de onda, devem ser utilizadas larguras de pulso de 30 e 40
ms uma vez que sdo mais eficientes e seletivas, assim como o uso dos filtros de mixing
time e ajustando a média da constante de acoplamento em J; estes, em conjunto com
os filtros zero quantum spoil e pressaturacédo do sinal de HDO. Nos espectros de 'H-
DREAMTIME resultantes do ATDP4, o multipleto correspondente ao H11 em o 4,28
ppm foi observado como o sinal com menor intensidade, o que é observado também no
espectro de 'H convencional. Os hidrogénios H4 e H8 ndo sdo hidrogénio equivalentes
e também nao estdo acoplados entre si; portanto, mesmo a forma de onda deste produto
de degradacéo sendo desenhada incluindo as frequéncias correspondentes aos sinais
do H4 e H8, estes ndo sdo observados nos seus espectros de H-DREAMTIME

resultantes como € observado na figura 4.45 (Espectro A).



124

27 H2¢
(0] 7 NH : H27
A 0220,\16// | )5 : H12
2% 23 O-R 9N N~y H1 H15
21 187 EN\—0 12 :
W J A
19 :
: 13 : e
................................................................ : 44 42 40 ppm
10
. NH,
N3\
7 5
89<N .
| 3
acopiamento ! H H13
' 920 g0 70 60 50 40 30 20 10 ppm
. 107",
B) S NHy
H8: NS5\ B H12 H26
He ¢ :fN\/)Nﬁ H15 H2r
g'}j N HI1
I .
m 44 42 40 ppm
|H13
H20
l H25
. ’t A A ) J
I T T T T T T T T T 1
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 ppm

FIGURA 4.45. (A) Ampliacéo do espectro de 'H-DREAMTIME com auséncia dos sinais
correspondentes aos hidrogénios H4 e H8; (B) Ampliacdo do espectro de 'H
convencional da mistura acida do TDF. Todos os espectros foram realizados em DMSO-
d6 a 400 MHz (para o nucleo de H) e a 298 K.

A selecdo de multiplos compostos utilizando a DREAMTIME foi possivel a partir
do desenho da forma de onda selecionando o maior numero de frequéncias, e que
incluam o maior niumero de spins acoplados entre si das moléculas alvo, com énfase nos
sinais mais intensos e garantindo uma maior razdo sinal/ruido no espectro de H-
DREAMTIME resultante. Na selecdo dos produtos de degradacdo ATDP2 e ATDP3
(Figura 4.46) no caso da degradacdo acida, e BTDP4 e BTDP5 (Figura 4.47) na
degradacdo basica foram selecionados tanto os sinais mais intensos quanto 0s menos
intensos de cada composto. Os sinais correspondentes ao produto de degradacéo
ATDP2 possuem sobreposicdo com os sinais do TDF, portanto sdo sinais que vao

mostrar uma maior intensidade quando comparados com os sinais isolados do ATDP3.
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Observando-se uma razao sinal/ruido do produto ATDP3 menor, quando comparada
com os sinais do ATPD2, o que se reflete nos espectros de *H-DREAMTIME obtidos,
onde sdo observados sinais poucos intensos, porém existentes. Ajustando o0s
parametros de aquisicdo: tempo de pulso para 30 ms e os filtros zero quantum spoil,
pressaturacao, mixing time de 90 ms e 7 Hz como média da constante de acoplamento,
foi obtido o0 melhor espectro na selecdo de multiplos compostos simultaneamente atraves
da técnica de DREAMTIME na mistura &cida do TDF.
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FIGURA 4.46. (A e B) Ampliacdo do espectro de 'H-DREAMTIME selecionando os
produtos de degradacdo ATDP2 e ATDP3; (C e D) Ampliacdo do espectro de 'H
convencional da mistura acida do TDF. Todos os espectros foram realizados em DMSO-
d6 a 400 MHz (para o nucleo de H) e a 298 K.

Por outro lado, no caso dos produtos de degradacdo BTDP4 e BTDP5, foram
selecionados os sinais mais intensos de cada composto, porém, mesmo ajustando e

otimizando os parametros de aquisi¢ao (filtros), os sinais selecionados no espectro final
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nao correspondem aos sinais dos produtos de degradacao e sim aos sinais mais intensos

gue correspondem ao TDF (Figura 4.44).
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FIGURA 4.47. A) Ampliacéo do espectro de 'H-DREAMTIME selecionando os produtos
de degradacdo BTDP4 e BTDP5; B) Ampliacdo do espectro de 'H convencional da
mistura basica do TDF. Todos os espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz

(para o nlcleo de 'H) e a 298 K.

No caso da degradacéo basica do TDF, os sinais correspondentes aos produtos
de degradacdo encontram-se em sobreposicdo parcial com os sinais do TDF,
especialmente na regido entre 0,90-1,30 ppm, regido dos grupos metilas. Com o objetivo
de avaliar a sensibilidade da técnica DREAMTIME na sele¢do dos compostos quando os
sinais de interesse possuem baixa intensidade, foram realizados experimentos variando
as concentracdes da base, selecionando em cada uma delas os mesmos produtos de

degradacdo. Foram testadas 2 concentragdes: 0,01 mol.Lt e 0,02 mol.L-1 da base
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NaOD, que em propor¢cdo molar com o TDF (TDF:NaOD) resultaria em 1:1 e 1:2
respectivamente. Quando analisada a amostra (*H, zg) na proporcdo de 1:1 foi
observado que primeiramente os produtos de degradacdo comec¢cam a se formar, porém
resultando numa intensidade baixa quando comparado com os sinais do TDF (Figura
4.48). A medida do aumento da concentracdo do NaOD, como é de esperar-se, a
intensidade dos sinais dos produtos de degradacédo aumenta e 0s sinais correspondentes
ao TDF diminui (Figura 4.48).
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FIGURA 4.48. Ampliacédo do espectro de *H convencional da mistura basica do TDF na
proporcao: A) TDF: NaOD, 1:1; B) TDF: NaOD, 1:2. Todos os espectros foram realizados
em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.

A DREAMTIME foi aplicada em cada uma das reacOes de degradacgdao.

Primeiramente, na reagdo com proporcao 1:1, foram selecionados individualmente os
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produtos de degradacédo BTDP5 e BTDP2, devido a que sdo moléculas pequenas e com
seus sinais definidos no espectro de 'H convencional da mistura basica. O dupleto
correspondente aos grupos metilas H26 e H27 em &1 1,04 ppm é observado na Figura
4.49 com baixa intensidade quando comparada com o restante dos dupletos (H26, H27
e H13) correspondentes aos grupos metilas da molécula do TDF e o multipleto que
corresponde ao H25 em &+ 3,98 ppm encontram-se em sobreposi¢ao parcial com varios

hidrogénios do TDF assim como de outros produtos de degradacéo.
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FIGURA 4.49. Ampliacdo do espectro de 'H convencional da mistura basica do TDF.
Todos os espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de H) e
a 298 K.

Aplicando e ajustando o0s mesmos parametros de aquisicdo ja discutidos
anteriormente, na tentativa de selecionar o dupleto de menor intensidade em o+ 1,04 ppm
foi observado que a técnica DREAMTIME néo selecionou esse dupleto e sim o sinal

vizinho a ele, o dupleto em dn 1,07 ppm correspondente ao H13 do TDF. A forma de
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onda em amplitude e fase foi desenhada com uma largura de pulso de 40 ms, com o
objetivo de aumentar a seletividade assim como também utilizando o maior nimero de
frequéncias correspondentes a todos os deslocamentos quimicos da molécula. Foram
ativados os filtros mixing time e a média da constante de acoplamento em J. No caso do
mixing time foram testados varios valores desde 0 até 280 ms e no caso da média da
constante de acoplamento, os valores testados encontram-se na faixa de 6-8 Hz. Apesar
do ajuste e da tentativa de otimizar os parametros jA& mencionados, ndo foi possivel
selecionar espectralmente o sinal que corresponde ao dupleto em &1 1,03 ppm (Figura

4.50).
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FIGURA 4.50. A) Ampliacéo do espectro de *H-DREAMTIME do produto de degradacéo
BTDP5 aplicando todos os filtros e com os parametros de aquisicdo otimizados. B)
Ampliacéo do espectro de *H convencional da mistura acida do TDF. Todos os espectros

foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.
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Como ja foi discutido anteriormente, a DREAMTIME selecionard com énfase o
sinal mais intenso e a intensidade no espectro resultante serdo equivalente a intensidade
observada para o sinal selecionado no espetro de 'H convencional. Isto foi novamente
observado no espectro de obtido para o produto de degradacao BTDP2, onde o sinal
correspondente aos hidrogénios H26 e H27 mostra uma intensidade consideravelmente
menor quando comparada com a intensidade do multipleto correspondente ao hidrogénio
H20 em d+ 5,48 ppm (Figura 4.51).
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FIGURA 4.51. Ampliacédo do espectro de 'H: A) convencional do TDF com zoom nos
sinais correspondentes aos hidrogénios H27, H26 e H25; B) H-DREAMTIME do produto
de degradacao BTDP2 com valores de largura de pulso e ZQS, PR, TOCSY e AV
otimizados com énfase nos sinais dos hidrogénios H26, H27 e H25. C) 'H-DREAMTIME
do produto de degradacdo BTDP2; D) *H convencional da mistura acida do TDF. Todos
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os espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298
K.

Apds aumentar a concentracédo da base (NaOD) de 0,01 mol.L* para 0,02 mol.L-
1, com o objetivo de forcar ainda mais a degradacgéo e aumentar assim a intensidade dos
sinais dos produtos de degradacdo, foi observado um aumento consideravel da

intensidade dos sinais dos produtos de degradacgéo, especialmente no produto BTDP5
(Figura 4.52).
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FIGURA 4.52. Ampliacéo do espectro de *H convencional da mistura basica do TDF com
énfase no produto de degradacdo BTDP5. Todos os espectros foram realizados em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o ntcleo de 'H) e a 298 K.

A DREAMTIME foi aplicada na selecédo do produto de degradagdo BTDP5 cujo
dupleto correspondente aos hidrogénios H26 e H27 em &1 1,03 ppm foi seletivamente

selecionado da mistura apesar da “sobreposi¢cao” parcial existente, ressaltando que,



132

nessa concentracdo, o sinal do dupleto dos grupos metila do BTDP5 s&o observados
numa maior intensidade quando comparado com o dupleto vizinho a ele no espectro de

'H convencional da mistura basica (Figura 4.53).
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FIGURA 4.53. A) Ampliacéo do espectro de 'H-DREAMTIME do produto de degradacéo
BTDP5. B) Ampliagdo do espectro de *H convencional da mistura basica do TDF. Todos
os espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298
K.

No caso do produto de degradacdo BTDP4, o duplo dupleto em &u 1,19 ppm
correspondente aos hidrogénios H26 e H27 estdo muito préximo do duplo dupleto
correspondente aos hidrogénios H26 e H27 do TDF dando como resultado, mesmo
aumentando a concentracdo da base e assim a intensidade do sinal, a DREAMTIME néao
selecionasse o sinal correspondente aos hidrogénio H26 e H27 do BTDP4 em &6+ 1,19

ppm e sim o duplo dupleto em &+ 1,24 ppm e no caso do multipleto, este sinal apresenta
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sobreposicdo com o TDF e no espectro resultante de *H-DREAMTIME é observado o

deslocamento quimico correto, em dn 4,81 ppm (Figura 4.54).
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FIGURA 4.54. A) Ampliacéo do espectro de 'H-DREAMTIME do produto de degradacéo

BTDP5. B) Ampliagdo do espectro de *H convencional da mistura basica do TDF. Todos

os espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298

K.

Da mesma forma, no produto de degradacdo BDPT3 foi observado também a

baixa seletividade quando o objetivo era selecionar o dupleto correspondente ao

hidrogénio H13 e, como resultado final, era observado um espectro final com sele¢éo do
dupleto vizinho, o dupleto em &1 1,05 ppm (H13 do TDF) e ndo do H13 do BTDP3 em &+
0,94 ppm. O resto dos sinais, multipletos na regiao de 3,90-4,50 ppm (H11, H12 e H15)

aparecem nos seus deslocamentos quimicos respetivos (Figura 4.55).
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FIGURA 4.55. A) Ampliacéo do espectro de 'H-DREAMTIME do produto de degradacéo
BTDP3. B) Ampliagdo do espectro de *H convencional da mistura basica do TDF. Todos
os espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298
K.

Desta forma, ajustando todos os parametros (largura de pulso, filtros e nimero de
frequéncias) e otimizando a concentracédo da mistura de degradacédo basica foi possivel
aumentar a intensidade dos sinais correspondentes aos produtos de degradacdo e com
isto aumentar a seletividade da técnica DREAMTIME obtivendo espectros finais de ‘H-
DREAMTIME de cada produto de degradacéo basica (Figura 4.56).
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FIGURA 4.56. A) Ampliacdo do espectro de *H convencional da mistura de degradacéo
basica do TDF Ampliacdo dos espectros de 'H-DREAMTIME dos produtos de
degradacao BDT1 (B), BDPT2 (C), BDPT3 (D), BDPT4 (E) e BTDP5 (F). Todos os

espectros foram realizados em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.

4.2.1.8 Quantificacdo do TDF e seus produtos de degradacéao a partir de RMN-
1H.

A quantificacdo do TDF e seus produtos de degradacéo foi realizado aplicando a
mesma equacao (equacao 2) e a partir dos seus sinais isolados. Nos espectros de RMN-
'H (sob condicdes quantitativas), tanto da mistura &cida quanto da mistura basica, o TDF
apresentou sobreposicdo em todos 0s seus sinais, sem a presenca de sinais isolados
gue permitissem a determinacdo da massa degradada apds 48 horas como tempo de

degradacéao. Portanto, foi realizada a quantificacdo apenas dos produtos de degradacédo
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ATDP3 e ATDP4, para o caso da degradacao acida e para o caso da degradacéo basica,
foram quantificados os produtos de degradacdo BTDP2, BTDP3 e BTDP5.

Como mencionado, sob condigéo 4cida, foi possivel determinar a massa gerada apos
48h de degradacdo do produto ATDP3 a partir do dupleto correspondente aos
hidrogénios H26 e H27 em &H 0,97 ppm (J= 6,13 Hz), unico sinal isolado do produto.
Determinando-se uma concentracdo de 0,002 mol.L! o que equivale a 0,059 mg de
produto de degradacéo. A intensidade dos sinais do ATDPS3 resultou consideravelmente
menor quando comparada com a intensidade dos sinais correspondentes ao TDF, o que
leva a ter uma baixa relacdo sinal ruido (SNR) e por conseguinte 0 que leva também a
uma margem de erro maior (2-4 %), porém dentro do valor aceitavel (5 %). No caso do
ATDP4, a determinacdo da massa gerada apds 48h de degradacdo foi a partir do
simpleto em dH 5,79 ppm correspondente ao hidrogénio H20. Foi determinada uma
massa de 0,070 mg (0,0015 mol.L?1), Figura 4.57, Tabela 4.3.
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FIGURA 4.57. Ampliacdo do espectro de *H (zg) da mistura de degradacéo acida do TDF
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sob condi¢cdes quantitativas utilizando como estandar interno o acido maleico na
guantificacdo do ATDP3 e ATDP4. Os espectros foram realizados em triplicata, em
DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.

TABELA 4.3. Quantificacdo dos produtos de degradacao &cida do TDF: ATDP2, ATDP3
e ATDPA4.

Tempo de reacdo: 48 h
ATDP & H (ppm) N°H % Erro  Concentracédo
Massa (mg)
(mol.LY)

H26,
ATDP3 0,97 2,78 0,001963 0,059

H27
ATDP4 5,79 H20 3,43 0,001517 0,070

Apbs 48 horas de degradacdo sob condi¢cbes basicas, o TDF mostrou a formacédo
dos seus produtos de degradacdo em uma menor concentracéo, o que foi demonstrado
através da quantificacao realizada a partir dos seus espectros respectivos, realizados em
triplicata. Os produtos de degradacdo BTDP2, BTDP3 e BTDP5 apresentaram sinais
isolados nos seus espectros de hidrogénio respectivos, o que possibilitou a sua
guantificacdo dentro da margem de erro menor ou igual a 5% (Tabela 4.4). No caso do
produto BTDP2, quantificacdo foi realizada a partir do seu sinal do dupleto
correspondente aos hidrogénio H26 e H27 em &H 1,32 ppm (J= 6,14 Hz), Gnico sinal
isolado do produto, determinando-se uma concentragdo de 0,000023 mol.L'! e 0,0015
mg de produto de degradac&o. No caso do produto de degradacdo BTDP3, o seu sinal
em OH 1,01 ppm correspondente ao hidrogénio H13 permitiu determinar a sua
concentracéo, a qual resultou em 0,00021 mol.L* o que equivale a 0,0018 mg de produto
de degradacado. Por outro lado, o produto de degradacdo BTDP5 foi gerado em uma
concentracdo de 0,00018 mol.L?, o que equivale a 0,0054 mg a partir do seu sinal em
oH 1,03 ppm (Tabela 4.4, Figura 4.58). No caso do TDF né&o foi possivel determinar o

guanto dele foi degradado/consumido durante o tempo reacional de 48 horas e a geracao
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dos produtos de degradacao devido a auséncia de sinais que fossem totalmente isolados

e que correspondessem unicamente ao TDF como principio ativo.
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FIGURA 4.58. Ampliacdo do espectro de 'H (zg) da mistura de degradacéo basica do
TDF sob condi¢des quantitativas utilizando como estandar interno o acido maleico na
guantificacdo do BTDP2, BTDP3 e BTDP5. Os espectros foram realizados em triplicata,
em DMSO-d6 a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.

Tabela 4.4. Quantificacdo dos produtos de degradacéo basica do TDF: BTDP2, BTDP3
e BTDPS5.

Tempo de reacéo: 48 h

BTDP 8H (ppm) N°H % Erro  Concentracéo
Massa (mg)
(mol.LY)
H26,
BTDP2 1,32 2,87 0,0000228 0,00152

H27
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BTDP3

1,01 H13 1,52

0,000211

0,00179

BTDP5

H26,
1,03 5,06
H27

0,00018

0,00541
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4. CONCLUSOES

Neste estudo, foi implementada a técnica avancada DREAMTIME para a anélise
de misturas complexas, como as misturas de degradacéo acida e basica dos farmacos
sofosbuvir (SOF) e fumarato de tenofovir desoproxila (TDF). A técnica que inicialmente
aplicada para uma amostra de composi¢do conhecida (L-alanina, L-fenilalanina, acido
maléico, nicotinamida e acido aspartico), mostrou-se eficaz na separacao espectral dos

produtos de degradacdo sem a necessidade de separacao fisica.

Otimizacdo dos filtros: Foi necessério otimizar filtros espectrais, como ZQS, PR,
AV, e TOCSY, para cada molécula ou grupo de moléculas. O filtro TOCSY eliminou
problemas de fase, enquanto o filtro AV ajustou a intensidade dos sinais no espectro de
'H-DREAMTIME.

Degradacédo dos farmacos: As reacdes de degradacédo acida e basica do SOF e
do TDF foram realizadas de acordo com as diretrizes da ANVISA (RDC n°58, 2013). Sete
produtos de degradacédo acida (ADP1, ADP2, ADP3, ADP4, ADP5, ADP6 e ADP7) e
cinco basica (BDP1, BDP2, BDP3 e BDP4) foram identificados para o SOF, enquanto
quatro produtos de degradacao &cida (ATDP1, ATDP2, ATDP3 e ATDP4) e cinco
produtos de degradacdo béasica (BTDP1, BTDP2, BTSP3, BTDP4 e BTDO5) foram

identificados para o TDF.

Separacdo espectral com DREAMTIME: A técnica DREAMTIME foi eficaz para
separar espectralmente os produtos de degradacédo das misturas acida e basica, tanto
individualmente quanto simultaneamente. No entanto, a quantificacdo via DREAMTIME

mostrou-se inviavel com padrdes primarios, sendo necessarias amostras enriquecidas.
Quantificagcédo dos produtos de degradacgéo:

Sofosbuvir: Apos 48 horas de degradacdo, houve uma perda de 10,10% (2,58
mg) na degradacdo acida e 1,17% (0,32 mg) na degradacao basica. Foram quantificados
quatro produtos de degradacdo acida (ADP3, ADP4, ADP5, ADP7) e dois produtos
basicos (BDP1 e BDP2).
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TDF: Na degradacéo acida, foram quantificados dois produtos (ATDP3 e ATDP4),
e na degradacdao basica, trés produtos (BTDP2, BTDP3 e BTDP5). A auséncia de sinais
isolados impediu a quantificacdo completa do TDF como principio ativo.

Limitacdes: A falta de sinais isolados de alguns produtos de degradacéo (como
ADP1, ADP2, ADP6, BDP3 e BDP4) impediu a quantificacdo total, levando a uma
diferenca entre a massa dos produtos de degradacdo e a massa do principio ativo
degradado.
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6. Anexos
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Figura 5. Espectro de RMN-'H convencional da mistura acida do SOF. Espectro foi realizado em
DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Mistura écida do SOF
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Figura 6. Espectro de RMN-*C da mistura acida do SOF. Espectro foi realizado em DMSO a 100
MHz (para o nlcleo de *3C) e a 298 K.
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Figura 7. Mapa de contorno do gCOSY da mistura acida do SOF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 8. Ampliacdo do mapa de contorno do gCOSY do produto de degradacao ADP3
da mistura &cida do SOF. Espectro foi realizado em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de
'H) e a 298 K.
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Figura 9. Ampliacdo do mapa de contorno do gTOCSY do produto de degradacdo ADP3
da mistura &cida do SOF. Espectro foi realizado em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de
'H) e a 298 K.
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Figura 10. Ampliacdo do mapa de contorno do gCOSY do produto de degradacdo ADP4
e ADP5 da mistura acida do SOF. Espectro foi realizado em DMSO a 400 MHz (para o
nucleo de 'H) e a
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Figura 11. Ampliacdo do mapa de contorno do gTOCSY do produto de degradacdo ADP7
da mistura &cida do SOF. Espectro foi realizado em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de
1H) e @ 298 K. 298 K.



153

- 0.5
i 2 &

15

) T a0

& [}
25
o

30

3.5

4.0

45

5.0
.0 ppm

Figura 12. Ampliacdo do mapa de contorno do gCOSY do produto de degradacdo ADP7
da mistura &cida do SOF. Espectro foi realizado em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de
1H) e @ 298 K. 298 K.
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Figura 13. Mapa de contorno do gTOCSY da mistura 4cida do SOF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 14. Mapa de contorno gHSQC da mistura acida do SOF. Espectro foi realizado em
DMSO a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.
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Figura 15. Mapa de contorno gHMBC da mistura acida do SOF. Espectro foi realizado em
DMSO a 400 MHz (para o nucleo de *H) e a 298 K.
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Mistura bésica do SOF
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Figura 16. Espectro de RMN-*H convencional da mistura basica do SOF. Espectro foi

realizado em DMSO a 400 MHz (para o nlcleo de 'H) e a 298 K.
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Mistura bésica do SOF
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Figura 17. Espectro de RMN-3C da mistura basica do SOF. Espectro foi realizado em
DMSO a 100 MHz (para o nucleo de *3C) e a 298 K.
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Figura 18. Mapa de contorno gCOSY da mistura basica do SOF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 19. Mapa de contorno gTOCSY da mistura basica do SOF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 20. Mapa de contorno gHSQC da mistura basica do SOF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 21. Mapa de contorno gHMBC da mistura basica do SOF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 22. Espectro de RMN-'H convencional da mistura acida do TDF. Espectro foi
realizado em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Mistura éclda do TDF
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Figura 23. Espectro de RMN-*3C da mistura acida do TDF. Espectro foi realizado em
DMSO a 100 MHz (para o nucleo de *3C) e a 298 K.
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Figura 24. Mapa de contorno gCOSY da mistura acida do TDF. Espectro foi realizado em
DMSO a 400 MHz (para o ntcleo de *H) e a 298 K.
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Figura 25. Ampliagcdo do mapa de contorno gCOSY do produto de degradacdo ATDP2
da mistura &cida do TDF. Espectro foi realizado em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de
'H) e a 298 K.
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Figura 26. Ampliacao do mapa de contorno gCOSY do produto de degradacdo ATDP3 da
mistura acida do TDF. Espectro foi realizado em DMSO a 400 MHz (para o nlcleo de *H)
e a 298 K.
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Figura 27. Mapa de contorno gTOCSY da mistura acida do TDF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 28. Mapa de contorno gHSQC da mistura &cida do TDF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 29. Mapa de contorno gHMBC da mistura acida do TDF. Espectro foi realizado em
DMSO a 400 MHz (para o ntcleo de *H) e a 298 K.
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Figura 30. Espectro de RMN-'H convencional da mistura basica do TDF. Espectro foi
realizado em DMSO a 400 MHz (para o nicleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 31. Espectro de RMN-3C da mistura basica do TDF. Espectro foi realizado em
DMSO a 100 MHz (para o nucleo de *3C) e a 298 K.
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Figura 32. Ampliacdo do mapa de contorno gHMBC do produto de degradacdo BTDP1
da mistura basica do TDF. Espectro foi realizado em DMSO a 100 MHz (para o nucleo
de 13C) e a 298 K.
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Figura 33. Ampliacdo do mapa de contorno gHMBC do produto de degradacdo BTDP2
da mistura basica do TDF. Espectro foi realizado em DMSO a 100 MHz (para o nucleo
de 13C) e a 298 K.
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Figura 34. Ampliacdo do mapa de contorno gHMBC do produto de degradacdo BTDP3
da mistura basica do TDF. Espectro foi realizado em DMSO a 100 MHz (para o nucleo
de 13C) e a 298 K.
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Figura 35. Mapa de contorno gCOSY da mistura basica do TDF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 36. Mapa de contorno gTOCSY da mistura basica do TDF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 37. Mapa de contorno gHSQC da mistura basica do TDF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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Figura 38. Mapa de contorno gHMBC da mistura basica do TDF. Espectro foi realizado
em DMSO a 400 MHz (para o nucleo de 'H) e a 298 K.
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