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RESUMO 

Esta tese de doutorado investiga duas áreas cruciais para a ciência farmacêutica utilizando 

técnicas avançadas de Ressonância Magnética Nuclear (RMN). No primeiro capítulo, 

estudamos a degradação dos Insumos Farmacêuticos Ativos (IFAs) Sofosbuvir e Tenofovir 

disoproxil fumarato em diferentes condições, como meio ácido e básico. A degradação dos 

IFAs é um problema significativo na indústria farmacêutica, pois pode afetar a eficácia e a 

segurança dos medicamentos. Nossos resultados demonstraram que a RMN, especialmente com 

o núcleo de 31P, é uma ferramenta poderosa para monitorar reações de degradação sem 

necessidade de separação prévia dos componentes. A técnica permitiu a identificação e 

quantificação de vários produtos de degradação, proporcionando uma análise detalhada das 

misturas complexas. Observamos a formação de vários produtos de degradação e a técnica de 

RMN permitiu a análise detalhada das misturas complexas, fornecendo informações sobre o 

número de componentes e suas naturezas moleculares. Além disso, a metodologia desenvolvida 

pode ser aplicada para outros IFAs, oferecendo uma abordagem universal para o estudo de 

degradação de medicamentos. No segundo capítulo, focamos no monitoramento de reações de 

troca isotópica H/D em fármacos utilizando RMN. A substituição de hidrogênio por deutério 

em compostos orgânicos é uma estratégia importante na modificação de medicamentos para 

melhorar sua estabilidade e perfil farmacocinético. Nossos estudos mostraram que a RMN é 

uma técnica sensível e precisa para acompanhar essas reações, facilitando o desenvolvimento 

de novos fármacos deuterados. O método possibilitou a monitoramento em tempo real das 

reações de troca isotópica, proporcionando informações valiosas sobre as condições ótimas de 

reação e a cinética dos processos. Este estudo não só amplia o conhecimento sobre a degradação 

de IFAs como também oferece uma abordagem inovadora para a síntese e análise de moléculas 

deuteradas, prometendo avanços significativos na área farmacêutica. A combinação de técnicas 

de RMN com outras metodologias analíticas pode abrir novos caminhos para o 

desenvolvimento de medicamentos mais eficazes e seguros. 

 

Palavras chave: Insumo farmacêutico ativo; degradação; análise de misturas; deuteração; 

liquído iônico. 
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ABSCTRACT 

This doctoral thesis explores two critical areas in pharmaceutical science using advanced 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) techniques. The first chapter investigates the degradation 

of Active Pharmaceutical Ingredients (APIs) Sofosbuvir and Tenofovir disoproxil fumarate 

under various conditions, such as acidic and basic environments. The degradation of APIs is a 

significant issue in the pharmaceutical industry as it can affect the efficacy and safety of 

medications. Our results demonstrated that NMR, particularly with the 31P nucleus, is a 

powerful tool for monitoring degradation reactions without the need for prior separation of 

components. The technique allowed for the identification and quantification of several 

degradation products, providing a detailed analysis of complex mixtures. We observed the 

formation of several degradation products, and the NMR technique allowed detailed analysis 

of complex mixtures, providing information on the number of components and their molecular 

natures. Additionally, the developed methodology can be applied to other APIs, offering a 

universal approach for studying drug degradation. The second chapter focuses on monitoring 

H/D isotopic exchange reactions in pharmaceuticals using NMR. The replacement of hydrogen 

with deuterium in organic compounds is a key strategy in modifying drugs to improve their 

stability and pharmacokinetic profile. Our studies showed that NMR is a sensitive and precise 

technique for tracking these reactions, facilitating the development of new deuterated drugs. 

The technique allowed real-time monitoring of isotopic exchange reactions, providing valuable 

information on optimal reaction conditions and reaction kinetics. This study not only expands 

the knowledge of API degradation but also offers an innovative approach to the synthesis and 

analysis of deuterated molecules, promising significant advancements in the pharmaceutical 

field. The combination of NMR techniques with other analytical methodologies can pave the 

way for the development of more effective and safer medications. 

 

 

Keywords: Active pharmaceutical ingredient; degradation; mixture analysis; deuteration; ionic 

liquid. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Esta tese objetiva descrever e utilizar métodos e experimentos por espectroscopia de 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) como principal ferramenta para interpretação e 

monitoramento de reações em Insumos Farmacêuticos Ativos (IFAs). 

Desde as primeiras observações do fenômeno da Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) em fase condensada por Bloch1 e Purcell2 em 1946, e a descoberta do deslocamento 

químico em 1949,3 segundo o qual núcleos com diferentes ambientes químicos têm diferentes 

frequências de ressonância, a RMN se tornou um método analítico amplamente utilizado. Os 

desenvolvimentos e avanços contínuos feitos na área tornaram a RMN a principal técnica para 

a determinação de estruturas químicas até mesmo de moléculas complexas,4,5 como proteínas 

e outras macromoléculas,5,6 para a análise de cinética química,7,8,9 para o estudo de processos 

dinâmicos e diferentes matrizes biológicas.10–13 Suas características únicas como uma técnica 

rápida, não destrutiva e de alta resolução, combinadas com seu caráter quantitativo (já que a 

integral relativa de qualquer sinal de RMN é diretamente proporcional ao número de núcleos 

responsáveis por aquele sinal) fazem da RMN particularmente adequada para análise de um 

amplo espectro de aplicações. Em contraste com outros métodos analíticos, tais como a 

Cromatografia Líquida (CL) combinada com a Espectrometria de Massas (EM),14 a RMN 

pode ser utilizada para o estudo de misturas intactas, sem o requisito de separação física dos 

analitos.  

O hidrogênio (1H) é o núcleo mais amplamente utilizado em análises de RMN. Está 

presente na maioria dos sistemas químicos e é altamente sensível devido à sua elevada razão 

magnetogírica e à sua abundância natural de 99,99%. No entanto, em virtude do seu estreito 

intervalo de deslocamento químico (δ) e do desdobramento de sinais causado pelos 

acoplamentos escalares (J), podem surgir espectros com diversas sobreposições, o que torna 

a análise mais difícil. Outros núcleos frequentemente detectados incluem o carbono-13 (13C), 

o flúor-19 (19F), o nitrogênio-15 (15N) e o fósforo-31 (31P). Dentre eles, o 31P, que possui uma 

abundância natural semelhante à do 1H, é um dos fatores que influenciam a sensibilidade em 

sensibilidade em experimentos de RMN. Além disso, devido ao seu amplo intervalo de 

deslocamento químico, o 31P pode facilitar significativamente a análise de misturas 

complexas, ao reduzir a chance de sobreposição entre diferentes sinais de ressonância. 

Naturalmente, assim como 15N e 19F, seu uso é restrito a misturas que contêm moléculas com 

a presença desses núcleos específicos. Por outro lado, 13C é quase tão ubíquo quanto 1H e 

oferece espectros simples e geralmente bem resolvidos, mas a sua abundância natural de 1,1%, 

portanto baixa sensibilidade. Além de alterar o núcleo de detecção, uma variedade de 
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experimentos homonucleares, tais como COSY,15 TOCSY,16 DOSY,17 NOESY,18,19 nesse 

último caso para o estudo conformacional e experimentos heteronucleares como HSQC,20 

HMBC,21 HSQC-TOCSY22 e novos como DREAMTIME,23 fornecem informações ricas e 

poderosas para a identificação e atribuição de componentes de uma mistura complexa. O 

primeiro capítulo desta tese é focado em experimentos que usam detecção de 1H e de 31P. 

A análise de misturas apresenta, na maioria dos casos, um elevado grau de 

complexidade. Um dos cenários mais desafiadores envolve misturas que contêm analitos com 

uma ampla faixa de concentrações. A identificação e quantificação dos componentes de uma 

mistura é um processo trabalhoso que normalmente exige experimentos sofisticados e 

analistas experientes. Esse tipo de mistura é comumente encontrado no campo da 

caracterização de metabólitos, na indústria alimentícia e na farmacêutica. Neste último caso, 

a recomendação nacional, descrita no guia da Resolução da Diretoria Colegiada RDC 53/1524 

da Anvisa e no guia internacional do Conselho internacional para harmonização de requisitos 

técnicos para medicamentos de uso humano (ICH) Q3A,25 exige que todas as impurezas acima 

de 0,1% de um Insumo Farmacêutico Ativo (IFA) sejam identificadas e quantificadas. De 

acordo com tais recomendações, uma impureza é qualquer componente desconhecido ou 

indesejado gerado a partir de formulação imperfeita, reação entre o IFA e excipientes, ou 

degradação. Devido a estas regulamentações rigorosas, a caracterização de impurezas 

constitui um dos maiores desafios enfrentados pelas empresas farmacêuticas. 

A análise por RMN de ¹H de misturas com um intervalo altamente dinâmico de 

concentração pode ser limitada pela presença de sinais que possuem deslocamentos químicos 

similares aos sinais de interesse. A sobreposição das impurezas com tais sinais pode complicar 

a análise, mascarando ou suprimindo completamente os sinais das impurezas investigadas. 

Portanto, explorar outros núcleos permite simplificar os espectros, removendo os sinais 

interferentes e, assim, minimizando a sobreposição. 

Outro assunto relacionado a fármacos que tem ganhado bastante destaque é o uso de 

IFAs marcados com o núcleo deutério (D). Em 2017 a agência de alimentos e medicamentos 

dos Estados Unidos (FDA) aprovou o fármaco deutetrabenzina 26,27 (Figura 1a) e em 2022 a 

deucravacitiniba28,29  (Figura 1b). A incorporação de deutério na estrutura do princípio ativo 

pode prolongar sua duração no organismo, reduzindo, assim, os efeitos colaterais, o que é uma 

consideração crucial para tratamentos de longo prazo.30–34 . 
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Figura 1. Estrutura química dos IFAs deuterados. a) Deutetrabenzina e b) Deucravacitiniba. 

A troca de C-H por C-D altera as propriedades físico química, devido ao fenômeno 

conhecido como efeito isotópico cinético (KIE). Essa diferença nas propriedades decorre, 

principalmente, da maior massa reduzida (𝜇) do sistema vibracional C-D em comparação com 

o C-H. Como resultado, a energia de ponto zero (𝐸0) é menor na ligação C-D. Essas 

características podem ser matematicamente descritas pelas seguintes equações 1 e 2:35,36 

𝜇 =
𝑚1𝑚2

𝑚1 +  𝑚2
 Equação 1 

𝐸0 =
ℎ

2𝜋
√

𝐾

𝜇
 

Equação 2 

Em que, 𝑚1 e 𝑚2 correspondem à massa dos átomos que compõem a ligação, 𝐾 a constante 

de força da ligação e ℎ a constante de Planck (6,62.10−34 J∙s). 

A energia de ponto zero (𝐸0) representa a menor energia que um sistema vibracional 

pode ter em seu estado fundamental. Em um diagrama de energia potencial que mostra a 

ligação em função da distância interatômica, percebe-se que a ligação C-D está situada em um 

nível de energia mais baixo do que a ligação C-H, devido à sua menor energia de ponto zero 

(Figura 2a). Isso significa que é necessário fornecer mais energia para romper a ligação C-D 

em comparação com a C-H (Figura 2b). 

  

Figura 2. Digrama a) da energia potencial para ligações C-H e C-D e b) da energia potencial 

para clivagem da ligação C-H e C-D. 
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Portanto, devido ao efeito cinético isotópico, os medicamentos deuterados tendem a 

prolongar sua duração no organismo. Como resultado, diversas pesquisas têm se concentrado 

no desenvolvimento de métodos de síntese seletivos para a realização da troca isotópica ¹H/D 

em centros de carbono e na obtenção de moléculas deuteradas. Os principais métodos 

descritos na literatura envolvem o uso de catalisadores metálicos e múltiplas etapas, o que 

aumenta o custo da síntese. Consequentemente, o uso de métodos menos onerosos, como 

aqueles que utilizam líquidos iônicos (LIs), torna-se uma alternativa atraente.37 

Os líquidos iônicos (LIs) são sais orgânicos líquidos compostos por um cátion orgânico 

e um ânion, que pode ser orgânico ou inorgânico. A variação desses íons permite ajustar as 

propriedades físico-químicas conforme a aplicação desejada. Na literatura, é amplamente 

reconhecido que o cátion imidazólio é facilmente desprotonado na posição C2 devido ao seu 

elevado pKa (~24). O nosso grupo de pesquisa relatou a troca H/D preferencialmente no grupo 

C2-CH3 de sais de 1-nbutil-2,3-dimetilimidazólio (BMMI) associados a diferentes ânions, 

sendo que até então havia poucos relatos da troca no grupo C2-CH3. Após comprovado a troca 

investigou o uso de LIs puros como catalisadores em reações de deuteração de diferentes 

substratos contendo hidrogênios ácido, como alcinos e cetonas (Esquema 1). Para o esquema 

1, é mencionado apenas os dois ânions utilizados nesse trabalho. 

 

Esquema 1. Esquema geral das reações de deuteração. 

Devido aos excelentes resultados obtidos com os substratos, propomos, neste trabalho, 

avaliar a capacidade dos líquidos iônicos BMMI.Im e BMMI.Pro como catalisadores para a 

troca H/D nos fármacos flunitrazepam, dipropionato de betametasona e oxcarbazepina. Como 

essas reações envolvem a troca isotópica ¹H/D, a técnica de RMN é excelente para monitorar 

essa troca, devido à sua sensibilidade em acompanhar o processo por meio de três 

metodologias: experimentos convencionais de hidrogênio, experimentos de deutério e, por 

fim, no ¹³C, onde é observado o surgimento de multipletos devido ao acoplamento 1JCD.38, 39 

Para uma melhor organização, a tese foi dividida em dois capítulos: o primeiro aborda 

a análise de misturas e o segundo discute o monitoramento das reações de troca isotópica H/D 

de fármacos. 
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1.1 Introdução 

Para avaliar a estabilidade de IFAs e excipientes em diferentes meios, é necessário 

entender as vias de degradação, sendo importante a identificação dos produtos da reação. Os 

produtos de degradação resultam de reações químicas com a molécula original durante suas 

etapas de fabricação e/ou armazenamento.40 Essas reações podem ser classificadas como 

degradação fotoquímica, térmica e oxidações, hidrólise ácida e alcalina, ou reações colaterais 

com um excipiente.24,25 A degradação do fármaco em condições extremas leva a uma mistura 

de produtos, cujos componentes podem ser separados e analisados individualmente. As técnicas 

de LC-(UV)-MS41 e GC-MS42,43 são métodos clássicos para esses tipos de análises, mas 

demandam tempo para desenvolver os protocolos de separação.44 Além disso, o uso de um 

grande volume de solventes deve ser uma preocupação. Outro problema frequente é a 

determinação do balanço de massa, pois os protocolos de separação podem levar à perda de 

material e comprometer informações quantitativas. Portanto, o desenvolvimento de métodos 

espectroscópicos alternativos, que sejam os mais rápidos e reprodutíveis possíveis, é mais 

vantajoso.  

A Espectroscopia de RMN tem algumas vantagens sobre outras técnicas, como a 

elucidação estrutural inequívoca, a análise quantitativa e não destrutiva. Além disso, a 

abordagem de reação dentro do tubo requer uma quantidade muito pequena de solvente. Em 

relação à análise de misturas, a Espectroscopia de Difusão Ordenada (DOSY) por RMN é 

amplamente empregada, pois promove, em um único experimento, a separação dos 

componentes com base em seu comportamento de autodifusão.40 Diferenças modestas nos 

coeficientes de difusão são suficientes para permitir que o espectro de uma mistura intacta seja 

decomposto em subespectros dos componentes individuais.  

O 1H é o núcleo mais observado em experimentos de DOSY. No entanto, a estreita 

janela espectral de 1H, bem como a divisão do sinal devido ao acoplamento escalar, estão 

associadas a uma sobreposição severa de sinais. Portanto, extrair os coeficientes de difusão dos 

componentes individuais pode ser desafiador. Nesse contexto, o uso dos núcleos 19F e 31P pode 

ser interessante devido à sua alta sensibilidade e abundância natural, ampla janela espectral e 

possibilidade de obtenção de sinais desacoplados. O DOSY de 19F já foi descrito como um 

método alternativo,45 mas o de 31P ainda não. Portanto, nosso objetivo é utilizar métodos 

baseados em RMN de 31P, como DOSY e 1H-31P-HMBC, como uma alternativa para estudar a 

degradação forçada ácido/base de dois pró-fármacos antivirais, empregando uma abordagem 

de análise de misturas por RMN, sem separar os componentes da mistura final A motivação, 

conforme mencionado, é que o 31P é altamente sensível e fornece espectros de RMN 
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qualitativos e quantitativos desacoplados. Entre os muitos fármacos que contêm 31P em suas 

estruturas, uma classe importante são os pró-fármacos antivirais baseados em análogos de 

nucleotídeos.46, 47, 48 

O sofosbuvir possui o nome IUPAC de Isopropil (2S)- 2- [[[2R, 3R, 4R, 5R)- 5- (2, 4- 

dioxopirimidin- 1- il)- 4- fluoro- 3- hidroxi- 4- metiltetrahidrofuran-2 il] metoxi- fenoxi- 

fosforil] amino] propanoato cuja a estrutura molecular está apresentada na Figura 3a , é usado 

no tratamento da hepatite C e é uma molécula fosforamidato.49 O tenofovir de nome IUPAC 

fumarato de 9- [(R)- 2- [[bis (isopropoxicarbonil) oxi] metoxi] fosfonil] metoxi] propil adenina 

cuja estrutura é apresentada na Figura 3b na forma de sal é usado no tratamento de infecções 

causadas pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) que possui um centro assimétrico e, 

assim dois enantiômeros podem ser formados e ambas as espécies apresentam atividade 

antirretroviral semelhantes.50,51 

 

Figura 3. a) Estrutura molecular do sofosbuvir (SFBV), formula molecular C22H29FN3O9P e 

massa molar 529,5 g.mol-1 e em b) Estrutura molécula do tenofovir disoproxil fumarato 

(TNFV), formula molecular C23H34N5O14P e massa molar 635,5 g.mol-1.  

 

 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C23H34N5O14P
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1.2 Revisão Bibliográfica  

 

1.2.1 Estudos de degradação de fármacos 

A garantia e o controle de qualidade de IFAs e excipientes são questões cruciais na 

análise farmacêutica, visando prevenir danos aos pacientes. No Brasil, as metodologias de 

qualidade são reguladas pela farmacopeia e por documentos constantemente revisados pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que estão alinhados aos padrões 

regulatórios internacionais, como os emitidos pela Conferência Internacional de Harmonização 

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

Impurezas farmacêuticas referem-se a quaisquer moléculas químicas que não sejam o 

princípio ativo e/ou excipientes presentes no medicamento.52,53 Sua presença, mesmo em 

pequenas quantidades, pode afetar a eficácia e a segurança dos fármacos, associando-se 

diretamente à qualidade do medicamento. O avanço do conhecimento químico e a 

implementação de software como Zeneth® (Lhasa Limited® - Leeds, Reino Unido),54,55 que 

realiza a predição in sílico dos produtos de degradação do IFA sob diferentes condições de 

estresse e prevê a compatibilidade entre ativo e excipiente, têm contribuído significativamente.  

Além disso, o desenvolvimento de métodos analíticos cada vez mais sensíveis e 

seletivos tem melhorado continuamente a determinação de impurezas em produtos naturais e 

sintéticos. Essas tecnologias estão em conformidade com as políticas e orientações dos guias 

regulatórios, os quais sempre exigiram que o IFA seja o mais puro possível.   

Os principais guias que tratam de impurezas são o ICH Q3A(R2),56 Q3B(R2),57 além 

do guia nacional (RDC) 53/1524. O Q3A(R2)56 classifica as impurezas em orgânicas, 

inorgânicas e voláteis orgânicos. As impurezas orgânicas podem surgir durante o processo de 

fabricação e/ou durante o armazenamento. Na obtenção do IFA, as impurezas podem derivar 

da matéria prima e de intermediários sintéticos não isolados. O guia também  aborda os limites 

para notificação, identificação e qualificação das impurezas no IFA, descrito na Tabela 

1.24,58,57,59 

Tabela 1. Limites de impurezas permitidos nos IFAs com base na administração total diária. 

Dose Diária Máximaa Limite de Notificaçãob,c Limite de identificaçãoc Limite de qualificação 

≤ 2 g/dia 0,05% 0,10% ou 1mg ingerido por 

dia. 

0,15% ou 1mg ingerido 

por dia. 

>2g/dia 0,03% 0,05% 0,05% 

Guia Q3A(R2)ICH- Impurites in new drug substances.60 aQuantidade de fármaco ingerido por dia; bLimites de notificação 

maiores devem ser cientificamente justificados; cLimites menores podem ser assumidos se a impureza for extremamente tóxica. 
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Se a porcentagem da impureza encontrada está dentro dos limites de notificação, esta 

deve ser reportada ao órgão regulatório. No entanto, se a impureza presente apresentar 

concentração superior, mas dentro do limite de identificação, ela deve ser caracterizada, ou seja, 

sua estrutura molecular e demais informações exigidas pelos órgãos regulatórios devem ser 

reportadas. Caso a impureza atinja o limite de qualificação, estudos toxicológicos deverão ser 

realizados.57, 58, 56 

O guia Q3B(R2)61 aborda impurezas em novos medicamentos, que podem ocorrer 

devido à formação de produtos da reação do IFA com um excipiente A (RDC) 53/1524 discute 

as impurezas que podem ser formadas durante o ciclo de vida do medicamento ou do IFA, 

apresentar devido a interações químicas que podem modificar a estrutura química do IFA, 

resultando em impurezas relacionadas a produtos de degradação. Portanto, o estudo de 

degradação forçada descrito na RDC 53/1524 visa prever as possíveis impurezas que possam 

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

O estudo de degradação forçada visa obter produtos de degradação através da exposição 

do IFA ou medicamento a condições como hidrólise (ácido-base), fotoestabilidade, oxidação 

por peróxido e temperatura.24,53 Portanto, é necessário ter um método analítico capaz de detectar 

a perda do fármaco e identificar os produtos de degradação, processo conhecido também como 

balanço de massas. O objetivo principal é assegurar que a quantidade total do IFA e dos 

produtos de degradação permanece constante, confirmando que não há perda de massa não 

explicada no sistema.  Ou seja, o processo consiste em somar o teor  do IFA degradado  aos 

níveis de produtos de degradação encontrados, e essa soma deve se aproximar de 100% do valor 

inicial.62,63,64 

Este conceito, baseado na lei da conservação da massa, é um guia útil para avaliação 

dos dados, mas nem sempre pode ser atingido. Sua aplicação prática exige uma consideração 

cuidadosa do que está sendo medido. Assim, o foco da análise não deve ser direcionado 

exclusivamente para a obtenção de resultados próximos de 100%, mas sim para a confirmação 

da seletividade do método, investigação completa das vias de degradação do IFA e, se 

necessário, a identificação de produtos de degradação que possam ser indicadores da extensão 

da degradação por meio de uma via específica.65,66 ,64 

O cálculo do balanço de massas pode ser expresso de diferentes maneiras. O foco da 

tese foi o cálculo de balanço de massas absoluto (BMA) conforme a Equação 3. 
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𝐵𝑀𝐴 =
(𝑇𝐷 +  𝑃𝐷𝐷)

(𝑇𝑖 +  𝑃𝐷𝑖)
 

Equação 3 

Onde TD é o teor do IFA na amostra após a degradação; PDD é o somatório de produtos 

de degradação na amostra após a degradação; Ti é o teor do IFA na amostra não degradada, 

seria o teor obtido na primeira análise e por fim PDi o somatório de produtos de degradação na 

amostra não degradada.65 

O balanço de massas também pode ser expresso pela Deficiência Absoluta de Balanço 

de Massas (DABM), calculada pela diferença entre o balanço de massas absoluto e os 100%, 

Equação 4. O DABM permite uma avaliação mais precisa da discrepância entre os resultados 

práticos e o valor teórico esperado de balanço de massas (100%). 65,67 

𝐷𝐴𝐵𝑀 = 100 −
(𝑇𝐷 +  𝑃𝐷𝐷)

(𝑇𝑖 +  𝑃𝐷𝑖)
 

Equação 4 

O resultado do DABM pode ser tanto positivo quanto negativo: é positivo quando o 

aumento medido nos produtos de degradação é menor que a perda do IFA, e negativo quando 

o aumento nos produtos de degradação excede a perda do IFA, e é zero quando o balanço de 

massas é perfeito.65 

Quando um desvio no balanço de massas, menor ou maior do que o esperado 

teoricamente, é observado e esse resultado excede a variação do método (ou o erro analítico), 

uma justificativa técnica para o desvio deve ser apresentada. Essa justificativa é construída com 

base nos cinco tópicos mencionados na Figura 4.68,69 

 

Figura 4. Causas de desbalanço de massas. As categorias principais são indicadas nas cinco 

caixas. 

Diferença de 
fator de resposta

Problemas 
relacionados à 

cromatografia/ ao 
método
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A cromatografia líquida com detecção por absorbância UV é o método principal para 

separação de analitos e monitoramento da formação de impurezas em ensaios de degradação 

forçada, consequentemente realizando o balanço de massas. No entanto, apesar de ser 

amplamente utilizada, apresenta alguns inconvenientes que impactam nos resultados obtidos 

no balanço de massas. Um  fator crucial que pode afetar esses resultados é o fator resposta:  

nem todos os produtos são detectados com a mesma sensibilidade, especialmente  aqueles que 

não são cromóforo  e pode haver co-eluição entre o IFA e o produto de degradação.70 

Portanto, o desenvolvimento de métodos espectroscópicos alternativos, rápidos e 

reprodutíveis é altamente vantajoso. A espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) apresenta diversas vantagens sobre outras técnicas espectroscópicas.71  Destaca-se a 

capacidade de determinação de estruturas a nível molecular (análise qualitativa simultânea à 

quantitativa),  a realização de medidas em tempo relativamente curtos (para núcleos como o 1H, 

por exemplo e outros isótopos como 13C, 19F, 31P, que podem ser explorados), e a possibilidade 

de análise simultânea de outros compostos de interesse, como excipientes, outros ativos, 

impurezas e produtos de degradação, desde que haja  seletividade. 71,72,73 

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

muito pequena de solvente.  

É importante mencionar que a condição de ressonância é satisfeita com a aplicação de 

um pulso de curta duração e alta potência na região da frequência de precessão (ω) dos núcleos 

a serem analisados. Decorrido o pulso, os spins excitados passam a relaxar por dois mecanismos 

distintos e simultâneos: a relaxação longitudinal (T1) e a relaxação transversal (T2).
74 É durante 

esse tempo que se observa o sinal induzido pela magnetização dos spins, o FID (Free Induction 

Decay) que contém todas as frequências espectrais sobrepostas e é gerado um sinal no domínio 

do tempo para que seja convertido em domínio de frequência para obter um espectro que 

contém informações como o deslocamento químico e multiplicidades é necessário aplicar uma 

operação matemática denominada transformada de Fourier.75 

Apesar do emprego qualitativo das análises espectroscópicas por RMN seja o mais 

difundido, seu uso quantitativo, apesar da grande potencialidade, ainda é pouco explorado. A 

relação fundamental mais importante nas medidas quantitativas de RMN de alta resolução 

(RMNq) é que a área do sinal (Ax) em um espectro é diretamente proporcional ao número de 

núcleos que absorvem energia na radiofrequência correspondente a essa linha de ressonância 

(NX). Equação 5.76 
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𝐴𝑋 = 𝐾𝑆𝑁𝑋 Equação 5 

Onde, Ks é uma constante do espectrômetro.74 

Dessa forma, a RMN quantitativa pode ser utilizada como método absoluto, 

dispensando o uso de padrões. Portanto, a RMNq é particularmente útil na avaliação da pureza 

e na quantificação de impurezas em misturas complexas, sem a necessidade de separação prévia 

e sem exigir o uso de um padrão de referência idêntico ao analito.77,76,78 

Para uma medida quantitativa alguns parâmetros de aquisição dos experimentos devem 

ser cumpridos, além dos ajustes básico de sintonia fina da frequência (matching e tuning) e 

homogeneidade do campo magnético (shimming), o intervalo de tempo entre os pulsos, ou seja, 

o tempo de aquisição (aq/at) somado ao tempo de espera (d1), deve ser no mínimo igual a 5T1 

(T1 relaxação longitudinal), considerando um pulso de 90°. Isso é necessário para que ao menos 

99% dos spins retornem em equilíbrio antes do próximo pulso mantendo, assim, informações 

quantitativa do espectro.71,79   

Para obter o valor de T1 é utilizado uma sequência de inversão recuperação (Figura 5), 

primeiro é aplicado um pulso de 180º que está convencionalmente em fase negativa, para 

inverter a magnetização, e, após um tempo τ, é dado um pulso de 90º que retorna à magnetização 

e ocorre detecção. Este ciclo é realizado inúmeras vezes variando-se o valor de τ. No início 

quando τ é muito pequeno, o sinal terá máxima intensidade negativa. No decorrer da medida, 

esta intensidade vai diminuindo, passa pelo zero (valor de τ usado nas estimavas de T1) e, então, 

se inicia o sinal com intensidade positiva, a qual aumentará até atingir um máximo e permanecer 

constante. Nesta condição τ é aproximadamente igual a 5T1.
80,81,82,83 

 

Figura 5. Representação esquemática da sequência de pulsos mais empregada para 

determinação dos tempos de relaxação longitudinal. 

Na Figura 6, são mostrados 16 espectros de 31P adquiridos variando o valor de τ. A 

amostra é uma mistura de quatro moléculas, e é possível observar pelos perfis dos espectros 

que cada molécula apresenta um valor de t1. Por exemplo, a molécula sofosbuvir possui o 

menor valor, aproximadamente 0,7 s, enquanto o produto de degradação 1 apresenta t1 de 
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aproximadamente 5,5 s. Portanto, ao lidar com uma mistura de várias moléculas, é necessário 

utilizar o maior valor de t1 obtido para assegurar que 99,99% da população de spins retorne ao 

estado de equilíbrio. 

 

Figura 6. Espectros de RMN de 31P (400 MHz, 25 °C, DMSO), a sequência de pulso usada 

para medir o T1 foi a de inversão e recuperação t1rpg (nomenclatura Bruker) para a amostra de 

sofosbuvir degradada em meio ácido. A sigla PDP significa produto de degradação contendo 

fósforo. 

Neste contexto, a medição quantitativa absoluta por RMN de alta resolução é uma 

técnica importante que, além de identificar qualitativamente os produtos de degradação 

formados, é útil para a realização do balanço de massas desses produtos.  

 

1.2.2 Espectroscopia ordenada por difusão (DOSY) 

A Espectroscopia Ordenada por Difusão (DOSY) é uma técnica importante de RMN 

para análise de misturas. Através dos experimentos de DOSY é possível obter os coeficientes 

de difusão para cada sinal individual de um espectro, permitindo distinguir sinais de compostos 

diferentes com base em seus comportamentos de difusão. Comparada a outras técnicas, como 

HPLC, a grande vantagem dos experimentos de DOSY é que não requer a separação física das 

substâncias, permitindo a análise de misturas intactas. Embora duas moléculas possam estar 

sobrepostas no cromatograma, elas podem ser distinguidas no DOSY devido aos diferentes 

coeficientes de difusão. No entanto, essa afirmação é válida apenas para moléculas cujos sinais 

não estão sobrepostos no espectro. 

O resultado desse experimento é apresentado como um espectro bidimensional (2D), 

onde os sinais são dispersos horizontalmente de acordo com seu deslocamento químico e 

acoplamento escalar, e verticalmente de acordo com seus coeficientes de difusão. A Figura 7 
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ilustra um exemplo de espectro de DOSY 2D, onde os sinais de RMN são agrupados em dois 

conjuntos distintos com base em seus coeficientes de difusão, cada conjunto indicando a 

presença de um componente diferente na mistura. 

 

Figura 7. Espectro de DOSY de 1H da amostra azitromicina (verde) contaminada com 

cetaconazol (vermelho), em DMSO-d6 adquirido em equipamento de 600 MHz para 1H. 

O coeficiente de difusão D, utilizado pelo DOSY para separar os componentes de uma 

mistura, é uma medida quantitativa de difusão. Em um sistema sem ordem posicional e 

orientação de longo alcance, a difusão refere-se ao movimento aleatório das moléculas, 

influenciado pela energia térmica do sistema, pelo tamanho e forma da molécula, e pela 

viscosidade da amostra. Para uma partícula esférica em um fluido contínuo, o coeficiente de 

difusão D é definido pela equação de Stokes-Einstein (Equação 6).17,74,75 

𝐷 =
𝜅𝐵𝑇

6𝜋𝜂𝑟𝑠
 

Equação 6 

 

onde κB é a constante de Boltzmann, T é a temperatura do sistema, η é a viscosidade da solução 

e rS é o raio de uma esfera com propriedades hidrodinâmicas equivalentes às das espécies em 

difusão. Portanto, a magnitude do coeficiente de difusão depende da temperatura e do tamanho 

da molécula. Observando a equação, é possível estabelecer uma relação entre o coeficiente de 

difusão e o tamanho da molécula. Assim, em experimentos realizados sob as mesmas condições 

de temperatura e viscosidade do solvente, pequenos valores de coeficientes de difusão 

correspondem a moléculas grandes e vice-versa. 
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Obter ou calcular um coeficiente de difusão para cada sinal individual do espectro nem 

sempre é fácil. O DOSY é muito sensível à sobreposição espectral, e várias soluções foram 

desenvolvidas para evitar ou minimizar esse problema. Essas soluções incluem a combinação 

de DOSY com outras técnicas de RMN,84 a detecção de heteronúcleos,85,86  e a expansão para  

mais dimensões, como os experimentos de DOSY 3D.87,88,89,90 Os experimentos de difusão 

descritos nesta tese são bidimensionais e buscaram minimizar a sobreposição dos sinais dos 

espectros de 1H explorando outros núcleos presentes na mistura analisada, como o 31P. 

 

1.2.2.1 Medidas de difusão por RMN 

Na literatura, estão descritas várias sequências de pulso utilizadas para medir a difusão 

de moléculas. Independentemente da sequência de pulso utilizada, o princípio de medição é o 

mesmo, baseado em gradientes de campo pulsado (PFG, do inglês Pulsed Field Gradient).91 

A medida de difusão por RMN pode ser inicialmente discutida com  base nos "ecos de 

spin",  uma sequência desenvolvida por Erwin Hahn em 1950.92 A sequência de pulso é bastante 

simples e é apresentada na Figura 8a,  servindo como base para uma série de experimentos mais 

complexos na RMN e na Ressonância Magnética de Imagem (RMI).93 O comportamento do 

vetor magnetização resultante, M, é mostrado na Figura 8b e ilustra o que acontece em cada 

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

 

 

 

 

Figura 8. a) Representação da sequência de pulsos eco de spin. b) Diagramas vetoriais do 

experimento de eco de spin (regra da mão esquerda, por isso o vetor está no eixo y), mostrando 

o efeito dos pulsos na magnetização com o campo não homogêneo.94 

Na Figura 8b-I, observamos o vetor de magnetização M ao longo do eixo z, paralelo ao 

campo magnético B0. Em seguida um pulso de 90° é aplicado ao longo do eixo x, 
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deslocando/rotacionando a magnetização para o plano eixo xy Figura 8b-II. No momento 

imediato do pulso de 90° em x, o sinal detectado é máximo, uma vez que a magnetização ainda 

não sofreu os efeitos de decaimento de T1 (relaxação longitudinal) e/ou T2 (relaxação 

transversal). Com o  tempo, devido  à não homogeneidade do campo magnético Bo, os spins 

nucleares individuais começam a perder coerência e a magnitude da magnetização transversal 

diminui (Figura 8b-III). Após um certo tempo τ, um pulso de 180° é aplicado ao longo do eixo 

x,  refocando os vetores de magnetização na direção negativa do eixo y (Figura 8b-IV e V). 

Entretanto, devido à não homogeneidade do campo mangético, a magnetização não é 

completamente refocada, resultando em um sinal com intensidade I<I0.
94,95,96 

O experimento de eco de spin com pulso de gradiente de campo "Pulsed Field Gradient 

Spin-Echo" ou PFGSE), desenvolvido por Stejskal e Tanner em 196597 (Figura 9) também é 

derivada do conceito de “eco de spin” de Hahn. No entanto neste caso, o campo magnético B0 

é homogêneo, e um outro campo magnético que varia linearmente (um gradiente de campo) é 

aplicado para criar a não homogeneidade do campo local.  Esta sequência utiliza dois pulsos 

iguais de gradiente de duração δ (comumente chamado de delta pequeno) são inseridos em 

ambos os períodos τ de uma sequência eco de spin. 

 

Figura 9.  Representação da sequência de eco de spin com gradiente. Sendo Δ é o atraso da 

difusão, δ é a duração e gradiente (G) é a intensidade incrementada do pulso de gradiente 

retangular. 

Desta forma, o pulso inicial de radiofrequência (RF) de 90° cria a magnetização 

transversal. Após excitação, é aplicado um gradiente de pulso que codifica difusão. Este 

gradiente perturba a homogeneidade do campo magnético estático e dá a cada spin uma fase 

dependente da posição, que pode ser refocada por um segundo pulso de gradiente de igual 

duração e magnitude.  

A refocalização completa é possível somente quando o campo magnético a que os spins 

estão submetidos é o mesmo antes e depois do pulso RF de refocagem. Contudo, o movimento 

translacional aleatório dos spins não pode ser controlado. Os spins se movem livremente em 
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direções aleatórias. Spins que se difundem não experimentam exatamente o mesmo campo 

magnético durante o segundo pulso de gradiente, resultando em refocalização parcial e perda 

de sinal. A quantidade de perda de sinal depende da extensão da difusão durante o período de 

difusão, Δ (delta grande) da sequência de pulso.  

A cada aumento na intensidade do pulso de gradiente de campo, haverá uma 

refocalização menos efetiva da magnetização, em consequência da maior difusão da espécie, 

acarretando um sinal mais atenuado. Em DOSY, uma série de experimentos é obtido, onde a 

intensidade do gradiente de campo pulsado é incrementada. Como mostrado na Figura 10, os 

espectros resultantes contêm sinais cuja a intensidade são atenuadas devido ao fato de que 

pulsos de gradiente mais fortes levam a atenuações mais severas e perda mais acentuada de 

sinal. Portanto, um gráfico do sinal pela força do gradiente de campo resulta em um perfil de 

decaimento exponencial do sinal (Figura 11)74,75,98,99. 

 

Figura 10. Perfil de decaimento dos sinais da mistura contendo azitromicina e cetaconazol. 

Foram adquiridos 16 espectros e as intensidades de gradiente foram incrementadas de 2,5 para 

49,1 G/cm. 

 

Figura 11. Gráfico da Intensidade do Sinal (I) pela Força do Gradiente de Campo (T2.m-2), no 

qual pode ser observado um perfil de decaimento exponencial. 
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Logo, a intensidade do sinal de RMN é atenuada em função do tempo de difusão (Δ) e da força 

do gradiente, que varia de forma quadrática ou linear ao longo dos incrementos. A obtenção do 

coeficiente de difusão é feita aplicando a equação de Stejskal-Tanner (Equação 7) sobre os 

dados obtidos:97,100 

𝐼 = 𝐼0𝑒−𝐷𝛾2𝛿2 𝑔2  𝛥′
 Equação 7 

𝐷 =
𝑙𝑛

𝐼
𝐼0

𝛾2𝛿2 𝑔2  𝛥′
 

 

onde I representa a amplitude do sinal do eco de spin, I0 é a intensidade de sinal na ausência de 

difusão, γ é a razão magnetogírica do núcleo em análise, g é a amplitude de gradiente e Δ′ é o 

tempo de difusão corrigido pelos efeitos da duração do pulso de gradiente δ. Vale mencionar 

que γ é individual de cada núcleo estudado.  

Medidas de difusão por RMN em amostras em solução estão sob risco quando o 

movimento dos spins das amostras é ditado não apenas pelo movimento Browniano aleatório, 

mas também pelo movimento coerente causado pela presença de gradientes de temperatura 

através da amostra. Esse movimento coerente é conhecido como convecção e geralmente 

conduz a distorções de fase e/ou perda de sinal, além de distorções na linha de base. Essas 

distorções na linha de base e/ou alargamento do sinal podem surgir devido à presença de 

corrente residual (Eddy current), que gera gradiente residual. 

A taxa de convecção depende de vários parâmetros experimentais, tais como o tamanho 

e formato da amostra, as propriedades do líquido na amostra, características da sonda e controle 

de temperatura na sonda. A convecção pode ser minimizada alterando-se a própria amostra (por 

exemplo, solvente, altura da amostra, material do tubo de RMN) ou utilizando sequências de 

pulso projetadas apropriadamente. Uma fonte típica de convecção é o aquecimento causado 

pela aplicação dos pulsos de RF. Por exemplo, o acoplamento de um núcleo requer a aplicação 

contínua de um campo forte de RF durante a aquisição do núcleo detectado. Esse campo forte 

de RF dissipa potência na amostra, levando ao seu aquecimento e à formação de gradientes de 

temperatura ao longo do tubo. 

Para minimizar tais efeitos, diversas sequências foram desenvolvidas: Pulsed Field 

Gradient STimulated Echo (PFGSTE),101,102 Bipolar Pulse Pair STimulated Echo (BPPSTE),103 

Convection Compensated Double Stimulated Echo, Oneshot,104 dentre outras.  Para esse 

trabalho utilizamos a sequência de pulso ledbpgp2s105 (nomenclatura Bruker) (Figura 12), que 

utiliza pulsos de gradientes consecutivos em fase oposta, que atua reduzindo os erros de Eddy 

current e refocalizando o sinal do deutério, minimizando as perturbações no sinal do lock. 
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Figura 12. Esquema da sequência de pulso ledbpgp2s. 

Há inúmeras aplicações para os experimentos de difusão por RMN, e para este trabalho 

destacam-se aquelas utilizadas para monitorar os produtos formados da interação dos IFAs com 

os excipientes de formulações farmacêuticas. No presente estudo, foi demonstrado que, através 

do experimento de DOSY, foi possível rastrear as misturas no medicamento. 106 Com base nos 

diferentes coeficientes de difusão das moléculas, o mesmo experimento foi aplicado para 

identificar falsificações em fármacos Trefi et al. (2009) conseguiram distinguir falsificações e 

imitações das formulações corretas de Viagra (Sildenafil).107 O trabalho de Barbosa et al. (2017) 

realizou o monitoramento dos produtos de degradação do fármaco voriconazol em condições 

de estresse ácido, alcalino e de temperatura, sem a prévia separação, utilizando o DOSY de 1H 

e 19F com principal técnica para identificação dos produtos de degradação formados.45  

O trabalho publicado por Kapur, Cabrita e Berger (2000) utilizou DOSY 31P e 1H para 

obter informações sobre interações e afinidades de diferentes moléculas (trimetilfosfato, 

dibutilfosfito, óxido de trifenilfosfina e óxido de trietilfosfina) na ausência e na presença de 

trietanolamina. Observou-se uma redução no coeficiente de difusão do óxido de trifenilfosfina 

na presença de trietanolamina, indicando uma forte interação entre essas moléculas. Portanto, 

o DOSY 31P mostrou-se sensível para detectar interações ocorridas no meio..108 

Apesar dos inúmeros trabalhos publicados utilizando a técnica de DOSY, não há 

trabalhos que utilizam DOSY 31P para o monitoramento de produtos de degradação. O 31P é 

altamente sensível e possui uma ampla janela espectral que minimiza problemas de 

sobreposição de sinais. No entanto, deve-se considerar que os parâmetros obtidos no 1H DOSY 

podem não ser adequados para núcleos como o 31P, que possui uma menor razão magnetogírica 

(γ). A γ do 1H é igual a 26,7522128 x107 rad/(sT) e do 31P é 10,8394 x107 rad/(sT). Isso ocorre 

porque as forças de gradiente efetivas totais empregados também dependem de γ. Conforme 

observado na equação de Stejskal-Tanner (Equação 7), o grau de atenuação da intensidade de 
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ressonância será reduzido à medida que γ diminui. Esse fato pode ser observado na Figura 13, 

onde são demonstrados os perfis de decaimento dos núcleos 1H, 19F, 31P e 13C. Uma menor 

atenuação significa que serão necessários tempos de difusão maiores e/ou durações de pulso de 

gradiente mais longas..74 

 

 

Figura 13. Perfis de decaimento da intensidade dos sinais calculados para diferentes núcleos. 

Figura adaptada.95 

Diante da perspectiva de aplicação da técnica de DOSY para o monitoramento dos 

produtos de degradação, o objetivo deste capítulo foi avaliar o 1H DOSY e, principalmente, o 

31P DOSY como técnicas principais para a análise da mistura obtida na degradação ácida e 

básica. 
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1.3 Objetivo Geral 

Utilizar métodos baseados em RMN de 31P, como DOSY e 1H-31P HMBC, como uma 

alternativa para estudar a degradação forçada em condições ácida e básica dos IFAs Sofosbuvir 

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

essas análises, não será realizada a separação física dos IFAs e dos produtos de degradação. 

1.4 Objetivos Específico 

• Separar os produtos de degradação com os experimentos de difusão DOSY de 1H e 

DOSY de 31P; 

• Monitorar os produtos de degradação com experimentos quantitativos de 31P; 

• Elucidar as estruturas dos analitos com experimento bidimensional 1H-31P HMBC e 

propor mecanismo de degradação dos fármacos; 

• Realizar o balanço de massas dos produtos de degradação.  

1.5 Metodologia Experimental 

Estudo de degradação dos fármacos Sofosbuvir e Tenofovir disoproxil fumarato 

Foram realizadas as atribuições espectrais completas dos espectros de 1H, 13C e 31P do 

sofobuvir e do tenofovir disoproxil fumarato (Figura 3a e 3b) utilizando experimentos de RMN 

1D e 2D, antes dos testes de degradação (Anexos 1-13). As atribuições dos sinais de  1H e 13C 

estão de acordo com os dados reportados na literatura.109,110 Também é reportado o 

assinalamento das constantes de acoplamento (J) dos hidrogênios H-6 e H-14 das metilas (ver 

Anexo 2), determinados com a aplicação das funções de transformação de Lorentz-Gauss 

(Anexo 2), não relatadas em artigos anteriores. 

Assinalamento dos sinais dos espectros de RMN de 1H e 13C da molécula Sofosbuvir 

(Figura 3a) 

RMN de 1H (400 MHz, DMSO): δ (ppm) 11,51 (1H, s, NH21);  7,58 (1H, d, 3JH18H19= 7,94 Hz 

, H18); 7,38 (2H, m, H24 e H28); 7,22 (2H, m, H25 e H27); 7,18 (1H,td, H26)  5,55 (1H, d, 

3JH18H19= 8,1Hz, H19); 6,07 (1H, d, 3JH16F15= 23,00 Hz, H16); 6,03 (1H,d, 3JH7H5= 2,71 Hz  

NH7);  5,86 (1H, d , 3JH12H11= 6,71 Hz; OH12); 5,55 (1H, d, 3JH19H18 =8,10Hz , H19); 4,86 (1H, 

sept, 3JH2H3= 6,26Hz, H2); 4,39 (2H, m, H9); 4,03 (1H,  m, H10); 3,81 (1H, qd , 3JH5H6= 7,07 

Hz, 3JH5H7= 2,94 Hz , H5); 3,90 (1H, qd, 3JH11H12= 6,79 Hz); 1,28 (6H, d,  3JH14F15= 22,60Hz, 

H14);1,24 (3H,dd, 4JH6H7=0,98 Hz, 3JH6H5=7,12 Hz, H6); 1,15 (6H, d,  3JH1H2,3 =6,26Hz Hz, H1 

e H3),RMN de 13 C{ 1H} (100,62 MHz ): δ (ppm) 173,0 (1C, s, C4); 163,2 (1C,s, C20); 151,1 

(1C, d,  2JC23P8 =4,2 Hz, C23); 150,9 (1C,s,C22); 139,8 (1C, s, C18);130,1 (2C, s, C24 e C28); 
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125 (1H, s, C26);  120,05 (2C, s, C25 e C27); 102,7 (1C,s, C19); 101,6 (1C, d,  1JC13F15= 180,9 

Hz, C13); 89,1 (1C, s, C16); 79,9 (1C, s, C10); 72 (1C, d,  2JC11F15 =15,0 Hz, C11); 68,4 (1C, 

s, C2); 65,1 (1C, s, C9); 50,2 (1C, s, C5); 21,8 (2C, s, C1 e C3); 20,2 (1C, d, 3JC6P8= 6,3 Hz, 

C6); 17,1 (1C, d, 2JC14F15 =25,26 Hz, C14) RMN e de 2D 1H{31P}-HMBC (400 MHz, DMSO): 

δ (ppm) 3,71 (8P, s) . 

Assinalamento dos sinais dos espectros de RMN de 1H e 13C da molécula Tenofovir 

disoproxil fumarato (Figura 3b) 

RMN de 1H (400 MHz, DMSO): δ (ppm) 8,14 (1H, s, H19); 8,03 (1H, s, H16);7,21 (2H, s, 

NH21); 6,63 (2H, s, H2’ e H3’); 5,54 (4H, m, H5 e H7); 4,82 (2H, sept, 3JH3,9H1,2,10,11= 6,34Hz, 

H3 e H9);  4,21 (2H, dd, , 2JH15,H15 = 4,09 3JH15,H13= 14,41, H15); 3,97 (3H, sobreposição, 

H12,H13); 1,24 (12H, d, 3JH1,2,10,11H3,9= 6,25Hz, 1,07 (3H, d,  3JH14H13= 6,24Hz, H14), RMN de 

13 C{ 1H} (100,62 MHz ): δ (ppm) 165,9 (2C, s, C1’ e C4’); 155,8 (1C, s, C17); 152,5 (2C, s, 

C19); 152,3 (1C, s, C4 e C8); 149,7 (1C, s, C18); 141,2 (1C, s, C16); 133,9 (2C, s, C2’ e C3’); 

118,3 (1C, s, C20); 84,2 (2C, d, 3JC5,7P6= 5,98Hz, C5 e C7); 75,9 (1C, d, 4JC13P6=12,21Hz, C13); 

72,8 (2C, s, C3 e C9); 62,8 (1C, d,  1JC12P6 = 164,6 Hz, C12); 46,5 (1C, s, C15); 21,2 (4C,s, 

C1,C2,C10 e C11); 16,6 (1C,s, C14) e de 2D 1H{31P}-HMBC (400 MHz, DMSO):δ (ppm) 

21,56 (6P, s). 

Condições de degradação dos IFAs 

Os padrões de sofosbuvir (SFBV) e tenofovir disoproxil fumarate (TNFV) foram 

cedidos pela indústria farmacêutica para os testes de degradação.  Ambos os testes de estresse 

ácido e alcalino foram realizados em DMSO. Para a degradação ácida foi usado o ácido 

clorídrico deuterado (DCl) e para a degradação básica, hidróxido de sódio deuterado (NaOD), 

ambos obtidos comercialmente.  

Foram preparadas duas soluções estoque em um balão volumétrico de 0,005 L, para o 

SFBV foi usada a concentração de 56 mmol. L-1 e para o TNFV a concentração foi de 20 

mmol.L-1. Na literatura, não há consenso em relação a concentração de ácido e base a ser 

utilizada nos estudos de degradação.111 De acordo com o guia RDC 53/15, é exigido que ocorra 

a degradação de ao menos 0,1% do fármaco e que o método seja seletivo na identificação dos 

produtos formados. Nesse trabalho as proporções de SFBV e DCl foi de 1:10 (0,056 mol.L-1: 

0,5 mol.L-1), 1:20 (0,056 mol.L-1: 1,0 mol.L-1) e 1:30 (0,056 mol.L-1: 1,5 mol.L-1) e para o 

TNFV 1:10 (0,02 mol.L-1: 0,2 mol.L-1) , 1:25 (0,02 mol.L-1: 0,5 mol.L-1) e 1:50 (0,02 mol.L-1: 

1,0 mol.L-1). Já para o estresse básico foram usadas as proporções 1:1 (0,056 mol.L-1: 0,05 

mol.L-1) ,1:2 (0,056 mol.L-1: 0,1 mol.L-1) e 1:4 (0,056 mol.L-1: 0,2 mol.L-1) para o SFBV e para 
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o TNFV 1:2 (0,02 mol.L-1: 0,04 mol.L-1),1:5 (0,02 mol.L-1: 0,1 mol.L-1) e 1:10 (0,02 mol.L-1: 

0,2 mol.L-1). O volume utilizado foi de 0,5 mL da solução, e as reações foram realizadas 

diretamente no tubo de RMN de 5 mm.  

Os experimentos foram realizados no espectrômetro Bruker AVANCE III de 9,4 T (400 

MHz para 1H) e equipado com uma sonda BBFO de 10 mm. Para obter espectros quantitativos 

de 31P, foram realizados experimentos usando a sequência de pulso de inversão e recuperação 

t1irpg (nomenclatura adaptada da Bruker). Nesta sequência, uma série de 31P foi adquirido 

variando os valores de t1. Ao final, foi gerado um gráfico que relaciona a intensidade ou área 

de cada espectro com variação de t1, determinando-se assim o tempo de relaxação longitudinal 

(T1) de cada sinal individual. Para cada condição ácida e básica, os valores de T1 foram 

determinados, sendo que para cada condição de degradação foi utilizado um tempo de relaxação 

(d1) resumido na Tabela 2, representando cinco vezes o tempo de relaxação longitudinal (T1) 

mais longo medido para a amostra de interesse. 

Tabela 2.Condições degradação utilizadas e os respectivos tempos de relaxação aplicados nos 

experimentos de RMN. 

IFAs Condições de degradação d1 (Tempo de relaxação) (s) 

SFBV DCl 12 

TNFV DCl 12 

SFBV NaOD 5 

TNFV NaOD 7 

Para as análises de DOSY de 1H e 31P, os experimentos foram realizados no 

espectrômetro Bruker AVANCE III de 9,4 T (400 MHz para 1H) equipado com uma sonda BBI 

de 5 mm. Todos os experimentos foram adquiridos à temperatura de 25 °C. 

Condições de aquisição dos experimentos de difusão de 1H e 31P 

Os dados de difusão de 1H foram adquiridos utilizando a sequência de pulsos 

ledbpgppr2s (nomenclatura adaptada da Bruker), com supressão do sinal da água nos ensaios 

de estresse, bem como um filtro temporal de correntes anelares longitudinais (led, longitudinal 

eddy current) de 5 ms, para minimizar/eliminar distorções do espectro causadas pela aplicação 

de gradientes de campo intensos. Os experimentos de difusão foram realizados utilizando um 

tubo de RMN padrão de 5 mm. Para cada estudo de estresse foram determinados os melhores 

parâmetros de aquisição, para minimizar efeitos de convecção e observar a separação dos 

produtos de degradação formados. Nos experimentos variou-se a duração do pulso de gradiente 

(δ) 1,6 ms, tempo de difusão (Δ) 100 ms e 16 amplitudes de gradientes, que variaram 

quadraticamente de 1,8 a 35,7 G cm-1. Experimentos de DOSY de 31P foram adquiridos usando 
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a sequência ledbpgp2s_31P (nomenclatura adaptada da Bruker), utilizando os mesmos 

parâmetros do espectro de DOSY de 1H precisamente descritos, exceto na duração do pulso de 

gradiente (δ) de 2,5 ms, tempo de difusão (Δ) 150 ms. Os experimentos foram realizados à 

temperatura de 25 °C. O processamento dos espectros de difusão de 1H e 31P foram realizados 

usando o programa DOSY Toolbox.112, 99 

1.6 Resultados e Discussão 

Antes da realização dos estudos experimentais de degradação nas condições ácida e 

básica dos fármacos SFBV e TFNV, foi realizado um estudo teórico para identificar os grupos 

funcionais mais suscetíveis à degradação nas condições analisadas. Esse estudo teórico foi 

conduzido com base em conhecimentos de química orgânica sintética, compreensão de rotas de 

degradação e uma extensa revisão bibliográfica relacionada a estudos de degradação 

previamente realizados dos IFAs estudados. 

No trabalho publicado por Swain et al (2016)44 foram identificados cinco produtos de 

degradação ácida e básica do SBFV por LC-ESI-MS/MS. Os produtos caracterizados estão 

descritos no Esquema 2. Os produtos I e II são formados durante a degradação ácida; o produto 

I é gerado pela perda dos grupos aminopropanoato e do anel aromático, enquanto o produto II 

resulta apenas da perda do grupo aminopropanoato. Na degradação básica, os produtos III e IV 

são formados pela perda do anel aromático, sendo que no produto IV ocorre a hidrólise do éster 

e a liberação do isopropanol. Por fim, o produto de degradação V é formado exclusivamente 

pela liberação do isopropanol.41,113 

.  

Esquema 2. Produtos de degradação ácida e básica da molécula Sofosbuvir. As condições de 

degradação foram 0,1 mol.L-1 de HCl e 0,1 mol.L-1 de NaOH ambos os estudos foram realizados 

na temperatura de 60 °C  
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Para a molécula TNFV Anandgaonkar et al (2015)114 realizaram um estudo por LC-MS/MS 

e experimentos bidimensionais de RMN em condição básica, identificando dois produtos de 

degradação, detalhados no Esquema 3. Na literatura não há relatos da degradação ácida da 

molécula TFNV.114 

 

Esquema 3. Produto de degradação básica da molécula TFNV. Para o estudo utilizou 0,1 M de 

NaOH. 

Em ambos os estudos de degradação do SFBV e TNFV relatados, foi utilizada a técnica 

de cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas. No caso do TNFV, foram 

necessários experimentos bidimensionais de RMN para a identificação dos produtos de 

degradação. Assim, em ambos os casos, foi imprescindível realizar a separação física dos 

produtos de degradação para posterior identificação, o que exigiu do analista experiência no 

desenvolvimento de métodos cromatográficos e compreensão para a interpretação dos 

resultados obtidos por espectrometria de massas. Portanto, é relevante explorar a técnica de 

RMN, que permite identificar e elucidar os produtos de degradação sem a necessidade de 

separação física. Vale mencionar que as condições de degradação empregadas nesses estudos 

diferem das condições utilizadas nesta tese; no entanto, os produtos de degradação descritos na 

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

1.6.1 Degradação em meio ácido 

As degradações em meio ácido dos IFAs foram realizadas em DMSO-d6. Foram 

adquiridos experimentos de DOSY 1H das amostras parcialmente degradada com o objetivo de 

obter informações sobre os produtos de degradação formados. Experimentos de difusão são 

uma ferramenta útil que pode facilitar a análise de componentes minoritários em misturas com 

uma ampla gama de concentrações. No entanto, no espectro de DOSY 1H (Figura 14) obtido na 

degradação ácida do SFBV, é possível notar uma sobreposição significativa de sinais na área 

do espectro entre e 0,9-1,4 ppm e 3,4-4,3 ppm (regiões destacadas em cinza na Figura 14). O 

único produto degradação claramente observável é o sinal em 6,5 ppm e 7,2 ppm, que apresenta 

um coeficiente de difusão de aproximadamente 3,8 x 10-10 m2s-1. Esse valor tão alto de 
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coeficiente de difusão indica uma molécula com raio hidrodinâmico pequeno. Observando a 

estrutura da molécula inicial e o deslocamento químico do produto de degradação, concluímos 

que se trata do fenol. 

 

 

 

Figura 14. Mapa de difusão por RMN DOSY 1H da amostra de SFBV parcialmente degradada 

em condição ácida. A análise foi realizada após 128 horas do início da reação. A concentração 

usada foi de 1,5 mol.L-1 de DCl. O DOSY de 1H foi adquirido com um pulso de gradiente de 

codificação de duração de 2,0 ms (δ) e um tempo de difusão de 70 ms (Δ), em um tubo de RMN 

de 5 mm. 

A sobreposição dos sinais resulta em coeficientes de difusão intermediários, ajustados 

entre os coeficientes de difusão das moléculas responsáveis pelos sinais sobrepostos. No DOSY 

de ¹H, essas sobreposições ocorrem devido à estreita janela espectral do ¹H e ao desdobramento 

dos sinais devido aos acoplamentos escalares. 

Para minimizar esse efeito, exploramos experimentos de difusão com o núcleo ³¹P, que 

possui uma ampla janela espectral, alta sensibilidade, alta abundância natural e a possibilidade 

de obtenção de sinais desacoplados, especialmente na degradação ácida do sofosbuvir. 

Experimentos de DOSY de ³¹P para o estudo de degradação de fármacos são inéditos, embora 

já tenham sido realizados em estudos envolvendo complexos inorgânicos e copolímeros. 

115,116,117 ,118 

Os experimentos de DOSY 31P foram adquiridos após 128 horas de degradação para a 

molécula do SFBV. Na Figura 15, é possível observar três coeficientes de difusão além da 

molécula de partida. Dois produtos de degradação apresentam coeficientes de difusão muito 

próximos aos da molécula de partida, levando-nos à conclusão de que possuem o raio 

hidrodinâmico muito semelhante ao do SFBV, indicando uma estrutura similar.  
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Figura 15. Mapa de difusão por RMN DOSY 31P do SFBV parcialmente degradada em 

condição ácida. A análise foi realizada após 128 horas de início da reação. A concentração 

usada foi de 1,5 mol.L-1 de DCl. O experimento de DOSY 31P foi adquirido com um pulso de 

gradiente de codificação de duração de 3,8 ms (δ) e um tempo de difusão de 120 ms (Δ), em 

um tubo de RMN de 5 mm. A sigla PDP significa produto de degradação contendo fósforo. 

Visando identificar o sítio reacional envolvido na degradação, realizamos experimentos 

de 1H-31P-HMBC, na sequência dos experimentos de DOSY 31P. Na Figura 16, é possível 

verificar que o produto de degradação com deslocamento químico -1,13 ppm (vermelho) 

correlaciona-se apenas com o H-5’. Já o sinal em -1,99 ppm (azul) correlaciona-se com os H-

9’ e H-10’ ligado ao éter cíclico, indicando a saída do grupo fenol e do aminopropanoato. O 

produto em -7,20 ppm (verde) correlaciona-se com o hidrogênio aromático e com os H-9’ e H-

10’ do éter cíclico. A esquerda, são apresentadas as estruturas dos produtos de degradação. 

 

Figura 16. Mapa de contorno do espectro de 2D-1H-31P-HMBC da degradação ácida do SFBV 

em DMSO.  
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Com base nos produtos de degradação formados, foi possível propor o mecanismo de 

degradação ácida apresentado no Esquema 4. Ressalta-se que os grupos de saída responsáveis 

pela formação dos produtos de degradação observados no experimento DOSY de 31P foram 

identificados por meio de experimentos convencionais de RMN de 1H e experimentos 

bidimensionais. Na Figura 17, observa-se o conjunto de espectros de RMN de 1H, onde é 

possível acompanhar a formação dos principais produtos de degradação ao longo do tempo  

 

Figura 17. RMN de 1H (400 MHz, 25 °C, DMSO). Acompanhamento da reação por 24 horas 

da degradação ácida do Sofosbuvir na concentração de 1,5 mol.L-1 de DCl, as regiões 

expandidas destacam-se pela formação dos produtos de degradação com o tempo.  

Para melhor visualização, a Figura 18 apresenta a expansão, bem como os 

assinalamentos e as moléculas majoritárias formadas na degradação ácida. As moléculas 

identificadas podem ser correlacionadas diretamente com os produtos de degradação PD1, PD2 

e PD3 descritos na Figura 16, uma vez que as moléculas observadas no espectro de ¹H 

correspondem aos grupos de saída envolvidos na formação das respectivas moléculas contendo 

fósforo. Para a atribuição inequívoca das moléculas (IV) e (V) (Figura 18), foi realizado o 

experimento ¹H-¹⁵N HMBC. Na Figura 19, observa-se que os dois dupletos em 1,44 ppm, 

atribuídos aos H-6' e H-6'', correlacionam-se com os N-7' e N-7'', respectivamente. 
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Figura 18. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, 25 °C, DMSO) com expansão e atribuição dos 

produtos de degradação da molécula sofosbuvir na degradação ácida, adquirido depois de 24 

horas. Os sinais destacados com um asterisco são sinais em que a sobreposição dos sinais dos 

produtos de degradação com a molécula de partida. 
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Figura 19. Mapa de contorno 1H-15N HMBC (600 MHz, 25 °C, DMSO) da reação de 

degradação ácida do sofosbuvir. 

No mecanismo de degradação ácida do sofosbuvir (Esquema 4), ocorre a protonação do 

oxigênio do grupo fosforila (P=O), o que diminui sua densidade eletrônica e torna o átomo de 

fósforo mais eletrofílico, aumentando sua suscetibilidade ao ataque nucleofílico da água por 

meio de substituição nucleofílica bimolecular (SN2). A entrada da água gera um intermediário 

pentacovalente, no qual o fósforo se liga temporariamente a cinco átomos (três oxigênios, um 

nitrogênio e a molécula de água incorporada), resultando na formação do intermediário B 

(Esquema 4). Este intermediário é instável e, nesta etapa, ocorre uma reação intramolecular em 

que o oxigênio do grupo fenol retira um próton da molécula de água protonada, levando à 

clivagem e à saída do fenol. 

A reação pode então prosseguir com o mesmo mecanismo, resultando na clivagem do 

grupo aminopropanoato e na formação do produto de degradação PD2. Alternativamente, o 

intermediário B pode seguir apenas com a clivagem do grupo aminopropanoato, por meio da 

captura intramolecular do hidrogênio da água protonada pelo nitrogênio, gerando o produto de 

degradação PD3. Para a formação do produto de degradação PD1, os processos podem ser 

repetidos; no entanto, no intermediário D, além da clivagem do fenol, pode ocorrer a clivagem 

do anel de cinco membros (ribose) e a saída do isopropanol proveniente do grupo éster do 

aminopropanoato. 

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

isopropanol e L-alanina a partir do aminopropanoato livre. 
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Esquema 4. Mecanismo de formação dos produtos de degradação ácida da molécula SFBV. 

 

Esquema 5. Mecanismo de formação do isopropanol, produto de degradação III e a L-alanina, produto de degradação IV a partir do aminopropanoato.



Capítulo 1: Estudo de degradação dos Insumo Farmacêuticos Ativos (IFAs) Sofosbuvir e Tenofovir disoproxil fumarato 

 

52 

 

Com o objetivo de obter informações experimentais que comprovem o mecanismo 

proposto no Esquema 4, realizamos um estudo cinético. Para os experimentos, utilizamos três 

concentrações de DCl (0,5 mol.L-1, 1,0 mol.L-1 e 1,5 mol.L-1). O progresso da reação foi 

monitorado utilizando a RMN de 31P. Optamos por usar a sequência zgig e estimar o tempo de 

relaxação utilizando a sequência t1iprg. Na Figura 20, é possível observar a formação dos sinais 

referentes aos produtos de degradação ao longo do tempo, bem como notar variações no 

deslocamento químico em diferentes concentrações de DCl. 

 

Figura 20. Espectro de RMN de 31P (400 MHz, 25 °C, DMSO) com expansão e atribuição dos 

produtos de degradação da molécula sofosbuvir na degradação ácida, fixamos a concentração 

de SFBV em 0,056 mol.L-1 a) Concentração de 0,5 mol.L-1 de DCl b) 1,0 mol.L-1  de DCl c) 

1,5 mol.L-1 mol de DCl. 

A partir da intensidade absoluta, foi possível determinar a massa formada de cada 

produto de degradação ao longo do tempo. Surgiram duas questões ao propor o mecanismo de 

degradação: se as reações de formação dos produtos de degradação ocorriam de forma paralela 

ou subsequente. Por exemplo, a partir do PDP1 poderiam ser formados os produtos de 

degradação PDP2 e PDP3. Foram gerados os gráficos (Figura 21a-21c) é apresentado a variação 

da concentração dos produtos de degradação em função do tempo. 
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Figura 21. Perfil de formação dos produtos de degradação. a) O gráfico representa a formação 

do PDP1 no espectro de 31P em função do tempo.b) O gráfico representa a formação do PDP2 

no espectro de 31P em função do tempo. c) O gráfico representa a formação do PDP3 no espectro 

de 31P em função do tempo.  

Na Figura 21a, é possível notar a variação na formação do PDP1 ao longo do tempo. 

Apesar da taxa de variação ser pequena em comparação com PDP2 e PDP3, a concentração de 

PDP1 é quase o dobro da de PDP2 e um terço da de PDP3. No gráfico das Figuras 21b e c, 

observa-se um aumento na intensidade de ambos os sinais ao longo do tempo. Portanto, foi 

possível demonstrar que a reação de formação dos produtos de degradação PDP2 e PDP3 ocorre 

de forma paralela e não subsequente, como apresentado na literatura .44 Vale ressaltar que, para 

obter as constantes, os gráficos foram ajustados conforme uma reação de ordem zero. 

Na Figura 22, é possível observar um aumento na taxa de variação da concentração de 

DCl, o que é esperado ao aumentar a concentração de ácido no meio. Também é possível 

verificar que a taxa de formação do PDP3 é maior, o que também é esperado, já que para a 

formação do PDP3 ocorre a saída de apenas um grupo da molécula inicial. 
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Figura 22. Gráfico da variação da concentração de [DCl] versus os valores de kobs para uma 

reação de degradação de ordem zero.  

Os mesmos experimentos de difusão foram realizados para a degradação ácida do 

TNFV. Na Figura 23, é possível observar o coeficiente de difusão do fumarato pertencente à 

molécula de partida, além de dois produtos de degradação. Um desses produtos apresenta um 

coeficiente de difusão muito próximo ao da molécula de partida, enquanto o outro possui um 

coeficiente de difusão aproximadamente duas vezes maior, em torno de 3,3 x10-10 m2s-1.  

 

 

Figura 23. Mapa de difusão por RMN DOSY 1H da amostra de TNFV parcialmente degradada 

em condição ácida. A análise foi realizada após 128 horas de início da reação. A concentração 

usada foi de 1,0 mol.L-1 DCl. O DOSY 1H foi adquirido com um pulso de gradiente de 

codificação de duração de 1,8 ms (δ) e um tempo de difusão de 100 ms (Δ), em um tubo de 

RMN de 5 mm. 
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Para esclarecer os resultados obtidos no DOSY 1H e observar a molécula com 

coeficiente de difusão próximo ao da molécula de partida, realizamos também o DOSY 31P. Na 

Figura 24, é possível observar dois coeficientes de difusão além da molécula de partida. 

 

Figura 24. Mapa de difusão por RMN DOSY 31P da amostra de TNFV parcialmente degradada 

em condição ácida. A análise foi realizada após 128 horas de início da reação. A concentração 

usada foi de 0,2 mol.L-1 DCl. O DOSY 31P foi adquirido com um pulso de gradiente de 

codificação de duração de 3.6 ms (δ) e um tempo de difusão de 100 ms (Δ), em um tubo de 

RMN de 5 mm. A sigla PDP significa produto de degradação contendo fósforo. 

Na Figura 25, o mapa de contorno (2D-1H-31P-HMBC) da degradação ácida do tenofovir 

revela que o sinal em 18,43 ppm se correlaciona com dois sinais em 5,53 e 3,68 ppm. Estes 

sinais correspondem aos H-5´, H-7´ e H-12´ adjacentes ao fósforo na estrutura do tenofovir. 

 

Figura 25. Mapa de contorno do espectro de 2D-1H-31P-HMBC da degradação ácida do TNFV 

em DMSO. 

Observando os coeficientes de difusão da molécula de partida e do PDP1 no DOSY 31P, 

percebemos que são muito próximos, assim como também observado no DOSY 1H. Diante 
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dessas evidências, concluímos que o PDP1 é formado como consequência da hidrólise do 

isopropanol da molécula TNFV.  

O deslocamento químico em -1,15 ppm não se correlaciona com nenhum hidrogênio. 

Esse fato nos levou a suspeitar que poderia ser o ácido fosfórico. Para confirmar essa hipótese, 

realizamos um experimento de 31P com a adição de um capilar contendo ácido fosfórico como 

referência no tubo de RMN com o conteúdo reacional (Figura 26). Observamos que o sinal do 

produto formado em -1,15 ppm sobrepôs-se ao sinal de referência. Portanto, confirmamos que 

o ácido fosfórico é o PDP2. 

 

Figura 26. Espectro de RMN de 31P (400 MHz, 25 °C, DMSO) da molécula Tenofovir 

parcialmente degradada em meio ácido (0,2 mol.L-1 de DCl).com expansão do sinal da molécula 

de referência ácido fosfórico em 0,0 ppm. 

Com base nas evidências experimentais dos produtos formados, o Esquema 6 apresenta 

o mecanismo reacional proposto. Inicialmente, ocorre a protonação do oxigênio da ligação 

fosforila (P=O), seguida pelo ataque nucleofílico da molécula de água ao átomo de fósforo, 

resultando na formação de um intermediário pentacovalente. Em seguida, ocorre uma reação 

intramolecular, na qual o grupo alcoxi desprotona a água protonada (Estrutura B), levando à 

clivagem da ligação e à saída do grupo alcoxi (Estrutura C). Esse processo se repete para a saída 

do outro grupo idêntico. Na última etapa, para a formação do PDP2, ocorre a clivagem e a saída 

do grupo que contém os átomos de nitrogênio (Estrutura E). 

Para a formação do PDP1, ocorre a protonação da carbonila do grupo carbonato e, em 

seguida, o ataque nucleofílico da água (Estrutura F), seguido por uma reação intramolecular 

(Estrutura G) que resulta na clivagem e na saída do isopropanol.  
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Esquema 6. Mecanismo de formação dos produtos de degradação ácida da molécula TNFV. 
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A Figura 27 confirma as estruturas observadas no mecanismo proposto no Esquema 2. 

No Anexo 14 apresenta o aumento na intensidade dos sinais referentes aos produtos de 

degradação com o tempo. 

 

Figura 27. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, 25 °C, DMSO) com expansão e atribuição dos 

produtos de degradação da molécula tenofovir na degradação ácida. Os sinais destacados com 

um asterisco são sinais em que a sobreposição dos sinais dos produtos de degradação com a 

molécula de partida. 

É interessante notar, na Figura 28, que o PDP2 é formado imediatamente após a adição 

do DCl ao conteúdo reacional, sem que se observe uma evolução na formação deste ao longo 

do tempo. No entanto, ao analisar o sinal do PDP2 na concentração de 0,2 mol.L⁻¹ de DCl, nota-

se uma variação no formato e no deslocamento químico. Possivelmente, com a alta 

concentração do ácido, outras espécies de fosfatos podem estar sendo formadas. 
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Figura 28.Espectro de RMN de 31P (400 MHz, 25 °C, DMSO) com expansão e atribuição dos 

produtos de degradação da molécula sofosbuvir na degradação ácida, fixamos a concentração 

de TNFV em 0,02 mol.L-1 a) Concentração de 0,2 mol.L-1 de DCl b) 0,5 mol.L1 de DCl c) 1,0 

mol.L-1 de DCl. 

Na Figura 29, observa-se uma evolução na formação do PDP1 ao longo do tempo, bem 

como um aumento na concentração de PDP1 com o incremento da concentração de DCl. O 

gráfico confirma o mecanismo proposto no Esquema 2, demonstrando a formação em paralelo 

dos dois produtos de degradação, sem a geração de produtos secundários 

 

Figura 29. Perfil de formação dos produtos de degradação. O gráfico representa a formação do 

PDP1 no espectro de 31P em função do tempo. 

Na Figura 30, é possível notar um aumento na taxa de variação na concentração de DCl, o 

que é esperado, uma vez que aumentamos a concentração de ácido no meio. 
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Figura 30. Gráfico da variação da concentração de [DCl] versus os valores de kobs para uma 

reação de degradação de ordem zero. 

É interessante notar que o coeficiente de difusão no DOSY 1H do TNFV e do PDP1 é a 

metade do observado no DOSY 31P. No entanto, seria esperado que o experimento com o núcleo 

de fósforo apresentasse um coeficiente de difusão menor, dado que o fósforo possui o maior 

raio hidrodinâmico e, portanto, deveria difundir mais lentamente.  

Para ambas as moléculas, pode-se concluir que não ocorreram reações secundárias e que 

os produtos de degradação observados no espectro de ¹H resultam da hidrólise dos grupos 

funcionais das moléculas de partida. Dessa forma, é possível estabelecer que a porcentagem de 

consumo da molécula de partida no espectro de ³¹P corresponde à soma das porcentagens dos 

produtos de degradação, devendo o somatório ser igual ou próximo a 100%. Para o cálculo, as 

áreas absolutas de cada sinal do espectro de ³¹P são convertidas em massa, utilizando-se o 

espectro de referência do Sofosbuvir (sinal em 3,65 ppm), uma vez que essa área relativa 

corresponde a 15 mg em massa de SFBV, obtida sem adição de ácido ou base. A Figura 31 

apresenta quatro espectros da degradação ácida do SFBV, com ampliação dos sinais 

correspondentes à molécula de partida e aos produtos de degradação. 

 

Figura 31. Degradação ácida (1,5 mol.L-1 de DCl) do SFBV monitorada por RMN 31P. São 

apresentados quatro espectros dos tempos zero, 12 horas, 24 horas e 48 horas. 
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Para determinar a porcentagem da molécula, utilizamos a área absoluta do espectro da 

molécula controle (SFBV puro ou TNFV puro) como referência, estabelecendo-a como 100%. 

Em seguida, a partir da área absoluta do primeiro espectro após a adição do ácido, 

determinamos o teor do fármaco na amostra não degradada (Ti). Subtraindo esse valor de 100%, 

obtivemos a porcentagem do produto de degradação presente na amostra não degradada (PDi). 

A diferença entre a porcentagem do primeiro espectro e o último nos forneceu o teor de IFA 

remanescente na amostra após 48 horas de degradação (TD).  Por fim, somando as áreas dos 

produtos de degradação, determinamos o teor dos produtos de degradação (PDD). Os resultados 

estão resumidos na Tabela 3. 

Tabela 3. Balanço de massa das moléculas parcialmente degradadas em condição ácida, ao 

final de 48 horas de degradação. 

Concentração 

de degradação 

(mol.L-1) 

Ti % PDi % TD %a PDD %b BMA %c DABM %d 

0,5 SFBV 99,66 0,34 95,52 4,13 100 0,34 

1,0 SFBV 99,66 0,34 85,01 15,43 100 -0,44 

1,5 SFBV 99,66 0,34 72,38 25,08 97,73 2,54 

0,2 TNFV 100e 3,3 98,26 1,73 100 0 

0,5 TNFV 100e 3,3 84,909 14,07 98,98 1,01 

1,0 TNFVf 100 e 3,3 --- --- --- --- 

aCorresponde o quanto do IFA degradou após 48 horas. bO somatório dos produtos de 

degradação formados após 48 horas. cO balanço de massas absoluto calculado segundo a 

equação BMA=(TD+PDD)/(Ti+PDi). 
dA deficiência absoluta de balanço de massa calculado 

subtraindo o valor de BMA por 100. eConsideramos a área absoluta da molécula pura. fPara 

essa concentração não foi possível estimar o balanço de massas. 

Observando a Tabela 3, podemos concluir que a espectroscopia de RMN é uma técnica 

analítica que possibilita monitorar com precisão os produtos de degradação e realizar balanços 

de massa. 

1.6.2 Degradação em meio básico 

O teste de estresse básico do sofosbuvir também foi realizado em DMSO. No mapa de 

contorno de DOSY 1H (Figura 32a), é claramente visível a formação de um produto de 

degradação identificado como fenolato. Observando sua estrutura, é plausível que ocorra a 

hidrólise do grupo fenol, o que é corroborado pelo deslocamento químico e pelo valor do 

coeficiente de difusão, aproximadamente em 3,1x10-10 m2s-1. Na ampliação (Figura 32b), outros 



Capítulo 1: Estudo de degradação dos Insumo Farmacêuticos Ativos (IFAs) Sofosbuvir e Tenofovir disoproxil fumarato 

 

62 

 

produtos com coeficiente de difusão semelhante ao da molécula de partida também são 

observados. 

 

 

 

Figura 32. a) Mapa de difusão por RMN DOSY 1H da amostra de SFBV parcialmente 

degradada em condição alcalina. b) Expansão do mapa de difusão RMN DOSY 1H. A análise 

foi realizada após 128 horas de início da reação. A concentração usada foi de 0,1 mol.L-1 NaOD. 

O DOSY 1H foi adquirido com um pulso de gradiente de codificação de duração de 1,8 ms (δ) 

e um tempo de difusão de 70 ms (Δ), em um tubo de RMN de 5 mm. 

Para uma melhor compreensão, também foi realizado o experimento de DOSY 31P da 

molécula parcialmente degradada. Na Figura 33, é possível notar a formação de vários produtos 

de degradação com coeficientes de difusão muito próximos.  

 

Figura 33. Mapa de difusão por RMN DOSY 31P adquirido ápos 128 horas de degradação 

básica do sofosbuvir a concentração usada de NaOD foi de 0,2 mol. L-1, adquirida com um 

pulso de gradiente de codificação de duração de 3,5 ms (δ) e um tempo de difusão de 80 ms 

(Δ), em um tubo de RMN de 5 mm. 
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Com o objetivo de identificar os produtos de degradação, realizamos experimentos de 

¹H-³¹P HMBC. No entanto, não foi possível obter um mapa de correlação claro para a 

identificação dos produtos de degradação. Dessa forma, conduzimos diversos experimentos 

sequenciais de ¹H e ³¹P para entender como a reação de degradação básica progride ao longo do 

tempo. Para este estudo, variamos a concentração de NaOD no meio reacional nas faixas de 

0,05 mol.L⁻¹, 0,1 mol.L⁻¹ e 0,2 mol.L⁻¹, mantendo a concentração de SFBV fixa em 0,056 

mol.L⁻¹. A Figura 34 apresenta o espectro de ³¹P, mostrando a evolução dos produtos de 

degradação ao longo do tempo e a ampliação da região entre 3,85 ppm e 3,65 ppm. 

Logo após a adição de NaOD ao meio reacional, o primeiro fato observado (Figura 34) 

foi a formação de uma molécula com deslocamento químico muito próximo ao do SFBV. Na 

menor concentração (Figura 34a), nota-se uma proporção quase igual entre os sinais da 

molécula de partida e do que suspeitamos ser um intermediário. No entanto, nas Figuras 34b e 

34c, essa proporção se inverte. É interessante observar que, assim como o SFBV, a intensidade 

do sinal do intermediário diminui ao longo do progresso reacional, conforme evidenciado nos 

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

 

Figura 34. Os espectros de ³¹P obtidos durante 48 horas de teste de estresse alcalino mostram, 

na ampliação, os sinais referentes ao deslocamento químico do sofosbuvir a 3,79 ppm e do 

intermediário a 3,73 ppm, formado logo após a adição da base ao meio. Os espectros 

representados nesta figura foram adquiridos a cada 52 minutos; na figura, são apresentados 

apenas metade do total de 52 espectros obtidos em 48 horas, para melhor visualização. a) 0,05 

mol.L⁻¹ de NaOD; b) 0,1 mol.L⁻¹ de NaOD; e c) 0,2 mol.L⁻¹ de NaOD. 
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Figura 35. Perfil de consumo dos sinais 3.79 ppm (SFBV) e 3,73 ppm (Intermediário). O 

gráfico representa o decaimento da intensidade absoluta dos sinais no espectro de 31P em função 

do tempo. Nas concentrações de NaOD, 0,05 mol.L-1, 0,1 mol.L-1 e 0,2. mol.L-1. 

Nos Anexos 15-17, que apresentam os espectros de ³¹P com as expansões, observamos 

que alguns sinais formados, como os deslocamentos em aproximadamente 6,7 ppm e -5,45 ppm, 

variam não apenas no formato do sinal, mas também no deslocamento químico. Ao analisar os 

espectros de ¹H (Anexo 18), notamos pouca variação no espectro da molécula de partida, exceto 

pela formação dos sinais correspondentes ao fenolato e ao isopropanol. Essas evidências nos 

levam a concluir que a degradação alcalina do SFBV resulta na formação de intermediários 

contendo fósforo, suficientemente estáveis para serem detectados nos espectros de ³¹P. 

Na busca por evidências da formação do que acreditamos ser um intermediário, 

correlacionamos a taxa de consumo do sinal em 3,73 ppm no espectro de ³¹P com a formação 

do fenolato no espectro de ¹H. Nas Figuras 36a e 36b, foi possível associar o consumo desse 

intermediário com a formação de um produto de degradação sem a presença do fenolato. Com 

base nessas observações, propomos o mecanismo descrito no Esquema 7, que envolve o ataque 

nucleofílico da hidroxila ao átomo de fósforo, resultando na clivagem da ligação e na 
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consequente saída do fenolato. No entanto, é importante destacar que o mecanismo proposto é 

simplificado, baseado apenas nas observações do espectro de ³¹P, e que a elucidação completa 

do mecanismo poderia ser obtida através de cálculos teóricos. 

  

Figura 36. Perfil de consumo e formação. a. O gráfico representa o decaimento da intensidade 

absoluta do intermediário em 3,73 ppm no espectro de 31P em função do tempo, para este gráfico 

a intensidade absoluta foi dividida por dez. b. Intensidade absoluta do sinal do fenolato no 

espectro de 1H, especificamente do sinal em 6,73 ppm. Para esse experimento a condição de 

degradação foi de 0,2 mol.L-1 de NaOD. 

 

Esquema 7. Mecanismo proposto de formação dos produtos de degradação básica da molécula 

sofosbuvir. 

Para complementar os resultados obtidos por RMN, utilizamos a técnica de 

espectroscopia na região UV para realizar o estudo cinético de degradação do IFA. É importante 

destacar que os experimentos foram conduzidos em meio aquoso. Sabemos que o primeiro 

grupo de saída em meio básico é o fenolato, que possui um alto coeficiente de absortividade 

molar (ε > 4000 u.a.) e apresenta duas bandas distintas de absorção (λ1 = 234 nm e λ2= 270 nm). 

Esta técnica é adequada para análise de espécies em baixas concentrações e permite uma ampla 

variação de parâmetros, incluindo faixas amplas de variação de pH e temperatura. 
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Incialmente, realizamos um experimento cinético na região UV utilizando um meio 

básico em pH 11 (meio tamponado em [HCO3
-/CO3

2-] = 0,01 M), no qual submetemos o IFA a 

uma concentração de 6,67x10-6 mol.L-1. Na Figura 37, é possível observar o aumento da banda 

em 234 nm devido  à formação de fenolato no meio reacional. A reação atinge uma saturação 

na concentração de fenolato formado em aproximadamente 12 h após o início. 

 

Figura 37. Espectros de absorbância da degradação alcalina do SFBV. 

Em seguida, a partir de uma solução padronizada de NaOH (0,1 M), foi preparada uma 

solução de NaOH com concentração de 1,0 × 10⁻³ mol.L⁻¹ (pH 11), à qual o fármaco foi 

submetido utilizando-se a mesma concentração empregada na cinética anterior. Sucessivas 

alíquotas de uma solução de fenolato foram então adicionadas ao sistema, demonstrando uma 

variação semelhante à observada na Figura 37. Esse resultado confirma que o aumento das 

bandas em λ₁ = 234 nm e λ₂ = 270 nm corresponde à presença do fenolato. Os dados obtidos 

estão apresentados na Figura 38. 

 

Figura 38. Espectros de absorbância da degradação alcalina do SFBV com a variação do pH. 
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A partir da solução padronizada de NaOH, foram realizadas cinéticas com variação de 

pH na faixa de 11 a 13, conforme mostrado na Figura 39. Em pH 11, os valores da constante 

observada (kobs) foram semelhantes aos obtidos em meio tamponado, como era esperado. Com 

o aumento do pH, observou-se um aumento na velocidade de degradação em meio básico, 

indicando que meios com maior concentração de íons OH⁻ são mais nucleofílicos. Outra 

informação relevante está relacionada ao efeito isotópico observado: a reação realizada em 

NaOD com D₂O foi ligeiramente mais rápida em pH/pD próximo de 11, mas em valores mais 

elevados (pH/pD 13), a velocidade foi praticamente a mesma, com meia-vida (t₁/₂) de 

aproximadamente 3,3 minutos. 

 

Figura 39. Gráfico da constante de velocidade observada em função do pH. A linha em preto 

corresponde ao meio com água e a solução padronizada de NaOH e a linha em azul o meio com 

água deuterada e NaOD. 

Como complemento ao estudo, obtivemos os parâmetros de ativação. Fixamos a 

concentração do IFA em 6,67x10-6 mol.L-1 e pH=12, variando a temperatura entre 25 °C, 30 

°C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50°C e 55 °C. Utilizando a equação de Arrhenius (Equação 8-9), 

calculamos os parâmetros associados à barreira energética da reação. Aplicando o logaritmo 

em ambos os lados da equação de Arrhenius, obtivemos uma equação linear para gerar um 

gráfico (Equação 9). Ao plotar ln(k’2) vs 1/T (Figura 40), obtemos uma linha com uma 

inclinação de -Ea/R e uma interseção com o eixo y de ln(A). Assim, obtivemos os valores da 

Ea= 12,64 Kcal.mol-1 e o fator pré-exponencial log(A)= 14,27. 

𝑘 = 𝐴𝑒(
−𝐸𝑎
𝑅𝑇

)
 

Equação 8 

𝑙𝑛 (𝑘)  = 𝑙𝑛 (𝐴) −  
𝐸𝑎

𝑅
 
1

𝑇
 

Equação 9 
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Figura 40. Gráfico de Arrhenius: Constantes de velocidade observada em função da 

temperatura para a degradação do SFBV em pH=12.  

Para determinar o valor de ΔG⧧, utilizamos a equação de Eyring (Equação 10), 

empregando o valor de k’2 de 4.09x10-6 a uma temperatura de 30 °C. Rearranjando a equação 

de Eyring, obtemos a Equação 11, que pode ser representada graficamente como uma linha reta. 

Ao plotar ln(k’2)/T vs 1/T (Figura 41), a inclinação corresponde a -ΔH⧧/R. 

𝑘 = 𝜅 (
𝑘𝐵

ℎ
) 𝑒(

−𝛥𝐺⧧

𝑅𝑇
)   

 
Equação 10 

 

𝑙𝑛 
𝑘

𝑇
 =

−𝛥𝐻⧧

𝑅

1

𝑇
+ 𝑙𝑛 𝜅  

𝑘𝐵

ℎ
+

𝛥𝑆⧧

𝑅
 

Equação 11 

 

𝛥𝐺⧧ = 𝛥𝐻⧧ − 𝑇𝛥𝑆⧧ Equação 12 

 

 

Figura 41. Gráfico de Eyring: Constantes de velocidade observada em função da temperatura 

para a degradação do SFBV em pH=12.  
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Aplicando a equação de Eyring, determinamos o valor de ΔG⧧ = 23,34 kcal.mol-1 para 

a temperatura de 30 °C (303,15 K) (Equação 10). Utilizando a equação de Eyring linearizada 

(Equação 11). e observando a Figura 41, obtivemos ΔH⧧=12,02 kcal.mol-1. Finalmente, 

determinamos ΔS⧧= -37,33 cal.mol-1.K-1 através da equação fundamental (Equação 10). 

Para o IFA Tenofovir também realizamos os experimentos de DOSY 1H (Figura 42), onde 

observamos a formação de um produto de degradação com coeficiente de difusão muito 

próximo ao observado na molécula de partida. 

 

 

 

Figura 42. Mapa de difusão por RMN DOSY 1H da amostra de TNFV parcialmente degradada 

em condição básica.  A análise foi realizada após 128 horas de início da reação. A concentração 

usada foi de 0,2 mol.L-1 NaOD. O DOSY 1H foi adquirido com um pulso de gradiente de 

codificação de duração de 1,6 ms (δ) e um tempo de difusão de 80 ms (Δ), em um tubo de RMN 

de 5 mm. 

Para esclarecer os resultados obtidos no DOSY 1H e observar a molécula com 

coeficiente de difusão próximo ao da molécula de partida, realizamos também o DOSY 31P. Na 

Figura 43, é possível observar um coeficiente de difusão além da molécula de partida. 
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Figura 43. Mapa de difusão por RMN DOSY 31P da amostra de TNFV parcialmente degradada 

em condição básica. A análise foi realizada após 128 horas de início da reação. A concentração 

usada foi de 0,2 mol.L-1 NaOD. O DOSY 31P foi adquirido com um pulso de gradiente de 

codificação de duração de 3.6 ms (δ) e um tempo de difusão de 100 ms (Δ), em um tubo de 

RMN de 5 mm. A sigla PDP significa produto de degradação contendo fósforo. 

Na Figura 44, é apresentado o mapa de contorno (2D-¹H-³¹P-HMBC) referente à 

degradação básica do tenofovir. No espectro, observam-se correlações do PDP1 com dois sinais 

em 3,4 ppm e 5,4 ppm, correspondentes aos prótons H-5' e H-12', localizados próximos ao 

átomo de fósforo. Dessa forma, conclui-se que o PDP1 formado possui dois grupos ligados ao 

fósforo: o metil isopropil carbonato e o grupo cíclico. Não foi considerada a hidrólise do 

carbonato com liberação de isopropanol, uma vez que este não foi detectado no espectro de ¹H. 

Contudo, foi identificado um deslocamento químico que indica a presença do grupo carbonato 

contendo uma hidroxila (Figura 45). Com base nessas evidências, propomos o mecanismo 

ilustrado no Esquema 8, em que, devido ao forte caráter nucleofílico da hidroxila (-OH), o 

ataque ocorre preferencialmente no átomo de fósforo, resultando na saída subsequente do grupo 

carbonato. 
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Figura 44. Mapa de contorno do espectro de 2D-1H-31P-HMBC da degradação básica do TNFV 

em DMSO-d6. 

 

Figura 45. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, 25 °C, DMSO) com expansão e atribuição dos 

produtos de degradação da molécula tenofovir na degradação básica. 
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Esquema 8. Mecanismo proposto de formação dos produtos de degradação básica da molécula 

tenofovir. 

Assim como observamos na degradação ácida do TNFV, o produto de degradação PDP2 

é formado no início da reação. Em meio básico, observamos a mesma tendência: a hidrólise 

para a formação do PDP1 ocorre no momento da adição da base e não evolui para a formação 

de outros produtos de degradação ou o aumento da concentração de PDP1, resultado observado 

em todas as concentrações do estudo (0,04, 0,1 e 0,2 mol.L-1 de NaOD), Figura 46. 

 

Figura 46. Espectro de RMN de 31P (400 MHz, 25 °C, DMSO) com expansão e atribuição do 

produto de degradação da molécula tenofovir na degradação básica, fixamos a concentração de 

TNFV em 0,02 mol.L-1 a) Concentração de 0,04 mol.L-1 de NaOD b) 0,1 mol.L1 de NaOD c) 

0,2 mol.L-1 mol de NaOD. 
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Para a degradação básica, também realizamos os cálculos de balanço de massas, cujos 

resultados estão resumidos na Tabela 4. 

Tabela 4. Balanço de massa das moléculas parcialmente degradadas em condição básica, ao 

final de 48 horas de degradação. 

Concentração 

de degradação 

(mol.L-1) 

Ti % PDi % TD %a PDD%b BMA%c DABM%d 

0,04 TNFV 100 3,3 99,06 0,92 100 0 

0,1 TNFV 100 3,3 99,72 1,29 99,72 0,27 

0,2 TNFV 100 3,3 99,80 1,35 97,92 2,08 

aCorresponde o quanto do IFA degradou após 48 horas. bO somatório dos produtos de degradação 

formados ápos 48 horas. cO balanço de massas absoluto calculado segundo a equação 

BMA=(TD+PDD)/(Ti+PDi). 
dA deficiência absoluta de balanço de massa calculado subtraindo o valor de 

BMA por 100.  

Não foi possível realizar o balanço de massas para a degradação básica do sofosbuvir, uma 

vez que, como discutido anteriormente, diversos produtos de degradação foram formados, o 

que resultou em sobreposição de sinais e variação significativa nos deslocamentos químicos ao 

longo da reação. Esses fatores inviabilizaram a obtenção precisa das áreas correspondentes aos 

produtos de degradação. No entanto, assim como observado na degradação ácida dos fármacos, 

obtivemos resultados satisfatórios, com um déficit no balanço de massas inferior a 3%. Dessa 

forma, a RMN de ³¹P demonstrou ser uma técnica eficaz para a realização de ensaios de balanço 

de massas. 

1.7 Conclusões 

O estudo evidenciou a eficácia da técnica de RMN no monitoramento de reações de 

degradação de fármacos sob condições de estresse, eliminando a necessidade de separação 

prévia dos componentes presentes na mistura. As vantagens da espectroscopia de RMN se 

tornam particularmente claras ao se utilizar o núcleo de 31P para detecção, uma vez que sua 

ampla janela espectral reduz a probabilidade de sobreposições de sinais, facilitando a análise 

de misturas complexas. A combinação dos espectros de difusão de 1H e 31P fornece informações 

valiosas tanto sobre o número de componentes presentes quanto sobre a natureza das moléculas 

em relação a seus tamanhos relativos, para ambas as moléculas propostas no estudo. 
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Além disso, os experimentos de DOSY de 31P e 2D-1H-31P-HMBC permitiram a 

identificação de moléculas que não seriam detectáveis por métodos convencionais, como 1H-

13C-RMN, COSY e 1H-13C-HMBC. Essa abordagem inovadora demonstrou a capacidade da 

RMN de revelar detalhes importantes sobre os produtos de degradação. 

O monitoramento das reações de degradação ácida do sofosbuvir, assim como das 

degradações ácida e básica do tenofovir, por meio de espectros unidimensionais de 31P, 

possibilitou a determinação precisa da taxa de consumo de ambas as moléculas ao longo do 

processo de degradação. Essa análise permitiu a realização do balanço de massas na mistura 

das duas substâncias, apresentando um déficit inferior a 3%. Além disso, os resultados obtidos 

com os experimentos de 31P permitiram o acompanhamento detalhado dos produtos de 

degradação, fornecendo informações quantitativas sobre os compostos formados durante o 

percurso reacional. Esses dados possibilitaram a proposta de um mecanismo de degradação, 

refutando alguns dos mecanismos anteriormente sugeridos na literatura. 

No entanto, para a degradação básica do sofosbuvir, não foi possível realizar o balanço 

de massas e identificar todos os produtos de degradação formados, devido à geração de 

múltiplos produtos que resultaram em sobreposição de sinais e grandes variações nos 

deslocamentos químicos ao longo do processo reacional. Apesar disso, os resultados obtidos 

evidenciaram a sensibilidade do sofosbuvir em meio básico e permitiram a identificação de um 

intermediário que está diretamente relacionado à saída do fenolato. Para corroborar os 

resultados obtidos por RMN em relação à saída do fenolato, os experimentos de UV-Vis 

mostraram-se fundamentais, pois contribuíram para o estudo cinético e termodinâmico da 

degradação. Além disso, esses experimentos forneceram informações valiosas sobre o efeito 

isotópico na degradação básica. 

Esses resultados não apenas ressaltam a versatilidade da RMN na análise de fármacos e 

no estudo de estabilidade, mas também abrem novas perspectivas para a investigação da 

degradação em misturas, eliminando a necessidade de separação prévia dos produtos de 

degradação. 
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2.1 Introdução  

A substituição de um átomo de hidrogênio pelo seu isótopo deutério em compostos 

orgânicos tem uma ampla gama de aplicações. Este método é empregado na química analítica 

como padrão interno para cromatografia gasosa (CG), análises por espectrometria de massas e 

cromatografia líquida (LC-MS), na investigação de vias metabólicas em pesquisas biomédicas, 

e no contexto farmacêutico para o desenvolvimento de uma nova geração de fármacos 

deuterados.30,119,120 A incorporação de deutério na estrutura de um fármaco pode prolongar sua 

duração no corpo e, consequentemente, reduzir efeitos colaterais, o que é crucial para 

tratamentos de longo prazo.34,121 Além disso, a deuteração seletiva de centros de carbono quirais 

pode minimizar a epimerização.122  Destaca-se a aprovação pelo FDA do primeiro fármaco 

deuterado, a deutetrabenazina, em 2017.27,123,124 Mais recentemente, em 2022, o 

deucravacitinibe também recebeu aprovação.28,29  

A aplicação ampla de IFAs deuteradas estimulou interesse no desenvolvimento de 

metodologias eficientes e seletivas para o enriquecimento isotópico de moléculas orgânicas, 

particularmente no setor farmacêutico. 

Duas abordagens primárias têm sido exploradas para a marcação por deutério em 

fármacos. A primeira envolve síntese convencional através de uma rota de múltiplos passos 

usando um marcador isotópico como precursor.30,32 Embora este método possa ser dificultado 

pelo custo elevado do reagente rotulado e por numerosos passos com baixo rendimento, a 

seletividade da região química é garantida.26,125,126  

A segunda abordagem envolve a substituição de isótopo, onde o deutério pode ser 

adicionado no intermediário ou na molécula final. Inúmeros métodos para troca H/D descritos 

na literatura, baseada em catálise homogênea ou heterogênea, bem como processos 

fotocatalíticos.119,127–129Complexos metálicos comumente empregados como catalisadores 

incluem metais como Ir,130,131 Pd,132, Pt133 e Rh134 todos com e sem carbono, abrangendo 

variantes oxidadas como Pt2O
135 e formas elementares relacionadas a Pd136 Pt132,136 e Ni.137 

Métodos de deuteração usando esses catalisadores têm sido aplicados em compostos aromáticos 

nas posições orto e meta, bem como em compostos alifáticos, vinílicos e heteroaromáticos.119 

Métodos alternativos, como troca H/D dependente de pH baseada na enolização de 

grupos específicos no substrato, requerem uma fonte de deutério e podem ser catalisados por 

ácidos ou por bases.30,119–121Algumas destas metodologias envolvem o uso de ácidos ou bases 

fortes ou de metais pesados. No contexto de deuteração de compostos, tais condições severas 
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podem ser preocupantes em termos de reatividade e da formação de subprodutos indesejáveis, 

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

O estudo realizado por Dos Santos et.al. (2017) demonstrou a aplicação bem-sucedida 

de Líquidos Iônicos (LIs) como catalisadores para a deuteração de substratos contendo 

hidrogênios ácidos, como cetonas e alcinos, em solvente não polar apróticos CDCl3 sob 

condições brandas.37 A Figura 47 resume o estudo mecanístico, onde o LI é ativado pelo 

solvente no primeiro passo, seguido pela deuteração do substrato no segundo passo. Os LIs 

mais eficazes identificados foram 1-nButil-2,3-dimetilimidazólio prolinato (BMMI.Pro) e 1-

nButil-2,3-dimetilimidazólio imidazolato (BMMI.Im). Na Figura 47, os substratos e os sítios 

deuterados são destacados, fornecendo uma visão clara das transformações ocorridas durante o 

processo de deuteração. 

 

Figura 47. Um resumo das etapas e condições da reação de troca H/D usando os catalisadores 

BMMI.Pro e BMMI.Im, envolvendo os substratos. Os substratos alquil e benzil que foram 

deuterado por Dos Santos et.al. (2017), incluindo as porcentagens correspondentes de 

deuteração obtidas com os catalisadores BMMI.Pro e BMMI.Im. Os sítios de deuteração são 

destacados nas moléculas.138 
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Figura 48. Estruturas moleculares dos IFAs deste estudo para a reação de troca H/D, o 

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

A utilização dos LIs BMMI.Pro e BMMI.Im em reações de troca isotópica H/D com os 

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

conforme ilustrado na Figura 48. Essas reações foram monitoradas utilizando espectroscopia 

de ressonância magnética nuclear (RMN), aproveitando os benefícios da técnica para elucidar 

a eficácia e seletividade da deuteração dos substratos propostos. Essa abordagem oferece a 

vantagem de ocorrer em um único passo, sem a necessidade de isolar intermediários, e sob 

condições suaves de pH, o que pode ter implicações significativas no desenvolvimento de novas 

estratégicas de rotulagem isotópica de fármacos. 

2.2 Revisão Bibliográfica 

 

2.2.1 Compostos deuterados 

Os compostos deuterados são moléculas em que um ou mais átomos de hidrogênio 

foram substituídos por deutério, um isótopo estável do hidrogênio. O deutério possui um próton 

e um nêutron em seu núcleo, ao contrário do hidrogênio, que possui apenas um próton. As 

ligações C–D são mais curtas que as ligações C–H por cerca de 0,005 Å.121 A principal 

diferença está na massa, sendo o deutério (D) duas vezes mais pesado que o hidrogênio (H). 

Como resultado, a ligação C–D apresenta uma frequência de estiramento vibracional reduzida 

em comparação com a ligação C–H, uma energia de estado fundamental mais baixa e, 

consequentemente, uma maior energia de ativação para a clivagem. Isso implica que a ligação 

C–D é mais estável que a ligação C–H, com uma diferença de 1,2–1,5 kcal mol⁻¹, e sua clivagem 

ocorre mais lentamente. Esse efeito é chamado de efeito cinético isotópico primário (KIE).33 

Em geral, a substituição de hidrogênio por deutério altera as propriedades físico-químicas de 

moléculas orgânicas. Por exemplo, foi relatada uma redução na lipofilicidade e na acidez de 
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ácidos carboxílicos e fenóis em espécies deuteradas, em comparação com suas equivalentes não 

deuteradas, além de um aumento na basicidade de aminas.139–142 

As propriedades distintas do deutério, em comparação com o hidrogênio, geram uma 

grande demanda em diversas áreas. Na bioquímica, a troca por deutério permite investigar a 

conformação de proteínas, pois, na presença de D2O, os hidrogênios de uma ligação amida 

passam por troca H/D. Dependendo da conformação da proteína e do envolvimento desse 

hidrogênio lábil em ligações de hidrogênio, essa troca ocorrerá em diferentes velocidades. 

Experimentos de marcação, seguidos por análises de espectrometria de massa, permitem a 

investigação dessas interações não covalentes e fornecem informações sobre estruturas 

tridimensionais.119,121 

Além disso, compostos precisamente marcados têm amplas aplicações em 

espectrometria de massa quantitativa, bem como padrões internos. A quantidade de aplicações 

de moléculas marcadas com deutério na ciência dos materiais está crescendo. Por exemplo, 

aproveitando os efeitos cinéticos isotópicos, as propriedades de materiais orgânicos para diodos 

emissores de luz (OLEDs) e fluoróforos poderiam ser aprimoradas. 121 

Outra aplicação que tem ganhado bastante destaque, e que é o foco deste trabalho, é a 

utilização de deutério na modificação de fármacos, representando uma fronteira promissora na 

ciência medicinal. Através da melhoria das propriedades farmacocinéticas, como maior 

estabilidade metabólica e meia-vida prolongada, os compostos deuterados oferecem novas 

oportunidades para o tratamento de diversas doenças, especialmente aquelas que exigem 

terapias de longo prazo e com efeitos colaterais mínimos.27–29,32–34,119 Com o contínuo avanço 

tecnológico e científico, a deuteração de fármacos promete revolucionar a indústria 

farmacêutica, trazendo medicamentos mais seguros e eficazes para o mercado. 

Portanto, devido a todas essas aplicações, é de suma importância o desenvolvimento de 

metodologias para a síntese de compostos deuterados. A síntese de compostos orgânicos 

deuterados pode ser realizada mediante a preparação a partir de precursores marcados 

isotopicamente ou por meio de reações de troca isotópica.126,143 A segunda opção é considerada 

mais conveniente e importante, visto que o deutério pode ser introduzido após a síntese da 

molécula. Dentro dessa abordagem, há duas categorias de reações: (I) catalisadas por metal ou 

complexos metálico (catálise homogênea ou heterogênea)26,131,134,136,144 e (II) dependentes do 

pH.120,145–147 
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Os principais catalisadores descritos na literatura responsáveis pela troca H/D são 

metálicos ou complexos metálicos. Nos trabalhos publicados por Capponi et al. (1969)148 e 

Sajiki et al. (2010),149 demonstra-se a utilização de catalisadores de Pt e Pd, tanto 

individualmente quanto em conjunto, para a troca H/D do fármaco ibuprofeno e de ácidos 

nucleicos. As condições experimentais, moléculas e porcentagens de troca podem ser 

observadas na Figura 49. 

 

Figura 49. Troca H/D catalisada pelos metais platina e paládio em diferentes substratos.a) 

Ibuprofeno b) Derivado da adenina. Os números em azul corresponde as porcentagens de troca. 

Apesar do bom rendimento e seletividade observados na utilização de catalisadores 

metálicos para a trocam H/D, esses catalisadores são caros e, além disso, são necessárias 

condições agressivas de temperatura e pressão que muitas vezes não são compatíveis com os 

grupos funcionais sensíveis presentes nas moléculas. 

As reações de troca H/D influenciadas pelo pH representam métodos clássicos nesta 

área. Do ponto de vista mecanicista, a enolização, catalisada por ácido ou base, constitui a base 

dessas reações. Por isso, a troca H/D em posições ativadas pode ser alcançada usando ácidos 

ou bases de Brønsted deuterados. A reação inversa da troca de deutério por hidrogênio é 

favorecida,  mas etapas química adicionais podem ser necessárias para alcançar a desativação 

completa.120,143  

As reações de troca H/D pode ocorrer sem a adição de ácido ou base nos hidrogênios 

mais ácidos da molécula, apenas com o uso de D₂O e aquecimento. Em moléculas derivadas de 

piridinas, obtiveram-se resultados superiores a 95% de deuteração nas posições orto e para do 

anel; no entanto, essas reações exigiram condições drásticas, como temperatura, em torno de 

250 °C.150,151 
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Ácidos de Brønsted deuterados fortes ou, alternativamente, ácidos de Lewis, por 

exemplo D3PO4, DCl, BF3, AlCl3 e MoCl2, em combinação com uma fonte de deutério, são 

usados para a incorporação de deutério em compostos aromáticos.120,152 Posições menos 

acessíveis  à substituição aromática eletrofílica apresentam menor tendência à troca nessas 

condições. No caso da enterolactona (Figura 50),153 observa-se a troca completa de todos os 

hidrogênios no anel aromático com bons rendimentos, mesmo à temperatura ambiente, 

incluindo as posições meta não ativadas. Em contraste, os átomos de hidrogênio dos resíduos 

alifáticos não foram trocados nessas condições.154 

 

Figura 50. Troca H/D catalisada por ácido em D2O do polifenol enterolactona.153 

Por fim, ainda na categoria dependente do pH, há a catálise básica. A troca ocorre 

através dos átomos de hidrogênios ácidos por deutério por meio de equilíbrio cetoenol, 

especialmente em compostos carbonílicos como cetonas, ácidos carboxílicos, aldeídos, ésteres 

e outros substratos com hidrogênios ácidos, como aminas e alcinos. Geralmente, usam-se bases 

fortes, como KOD, NaOD em D2O ou CD3OD como solvente.154 Os átomos de hidrogênio γ 

em cetonas α,β-insaturadas também são acessíveis para troca isotópica por meio de conjugação, 

como foi demonstrado na estrutura esteróide da androstenediona (Figura 51), estrutura 

semelhante ao fármaco betametasona deuterado nesta tese.119,120,120,121 

 

Figura 51. Troca H/D catalisada por base em D2O da androstenediona. 

A incorporação de deutério é mais desafiadora em solventes apróticos, como CDCl3, em 

comparação com solventes polares próticos, principalmente devido à baixa basicidade nesse 

tipo de solvente. O CDCl3 é reconhecido como um solvente que não facilita trocas isotópicas. 
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Entretanto, seu uso como fonte de deutério seria vantajoso para a deuteração de substratos 

sensíveis e/ou menos solúveis em D2O.155 

Neste contexto, este estudo propõe realizar a deuteração de fármacos em CDCl3 sob 

condições suaves, levando em conta a sensibilidade desses compostos à temperatura e 

utilizando líquidos iônicos como catalisadores da reação.  

Líquidos iônicos são constituídos exclusivamente por íons, incluindo um cátion 

orgânico e um ânion inorgânico ou orgânico. Destacam-se por sua estrutura iônica, que 

proporciona baixa pressão de vapor, ampla estabilidade eletroquímica, alta condutividade 

elétrica e boa estabilidade térmica e química. Essas características tornam os líquidos iônicos 

materiais versáteis e ajustáveis sinteticamente para diversas aplicações industriais e 

tecnológicas, como síntese catalítica, armazenamento de energia em baterias, processos de 

separação e utilização como solventes verdes em práticas químicas sustentáveis.145,156–159 

Na literatura, tem sido amplamente discutido que os prótons do anel imidazólio são 

propensos à troca H/D em vários solventes próticos e em uma variedade de líquidos iônicos, na 

presença de bases, ácidos de Lewis ou metais. No estudo de Giernoth e Bankmann (2008),160 

foi avaliada a troca H/D em diferentes condições reacionais, conforme observado na Figura 52. 

A posição C2 do anel imidazólio é facilmente desprotonada, e a troca H/D ocorre sem a 

necessidade de utilizar base; entretanto, para a deuteração nas posições C4 e C5, a adição de 

uma base é essencial.160,161 

 

Figura 52. Síntese de sais de imidazólio parcialmente deuterados. Os números em azul indicam 

a porcentagem de deuteração alcançada. 
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Diante dessa perspectiva, nosso grupo de pesquisa realizou um extenso trabalho com 

uma ampla variedade de líquidos iônicos (LI), alguns inéditos, para não apenas avaliar a 

suscetibilidade de troca H/D, mas também compreender o mecanismo dessa troca, utilizando 

diferentes fontes de deutério, como DMSO, D2O, CDCl3, CD3OD e na ausência de base. Além 

da extensa variedade de líquidos iônicos, outro diferencial foi a análise da troca na posição C2 

do imidazólio substituído por um grupo metila. A partir de experimentos de NOESY, HOESY 

e cálculos teóricos, foi possível elucidar o mecanismo de troca H/D nos líquidos iônicos 

suscetíveis a essa substituição. Portanto, observando o mecanismo reacional, acreditou-se que 

o LI poderia atuar como catalisador para a deuteração de outros substratos contendo hidrogênios 

ácidos. Os substratos escolhidos foram alcinos e cetonas. Diante dos bons resultados obtidos na 

deuteração desses substratos partimos para a aplicação dos LIs na deuteração de fármacos.37,37 

2.2.2 Cinética de reações 

Os métodos cinéticos são fundamentais para investigar mecanismos de reações, 

estabelecendo uma expressão matemática para a taxa da reação que pode descrever o sistema 

em qualquer momento. A descrição das leis de velocidade das reações é alcançada pela solução 

de equações diferenciais, as quais indicam a concentração de qualquer espécie presente no 

sistema reacional em qualquer momento após o início da reação. Além disso, as leis de 

velocidade proporcionam compreensão sobre as etapas elementares da reação e seu mecanismo. 

Em alguns casos, a lei de velocidade pode ser determinada empiricamente por meio da 

correlação de dados experimentais.162 

Podemos estabelecer genericamente que a velocidade instantânea de uma reação 

química é determinada pela taxa de variação (derivada) da concentração do reagente (R) ou da 

formação do produto (P) em função do tempo, de acordo com a Equação 13:162–165 

𝑑[𝑃]

𝑑𝑡
= −

𝑑[𝑅]

𝑑𝑡
 

Equação 13 

Para uma reação aA+ bB → cC, a velocidade da reação (Equação 14) é proporcional ao 

produto das concentrações dos reagentes elevadas aos seus respectivos coeficientes 

estequiométricos a e b multiplicados pela constante de velocidade (k), que depende da 

temperatura do sistema. A lei da velocidade pode ser expressa como:  

𝑣 = 𝑘 [𝐴]𝑚[𝐵]𝑛 Equação 14 

A lei de velocidade de uma reação é determinada experimentalmente e geralmente não 

pode ser deduzida diretamente da equação química da reação (Equação 12). A aplicação prática 
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da lei de velocidade reside no fato de que a previsão da taxa de progresso da reação depende do 

conhecimento da composição da mistura reacional. Isso permite calcular a taxa em qualquer 

momento e serve como guia para a investigação do mecanismo da reação, pois ambos devem 

ser consistentes entre si. Portanto, considerando cada reagente separadamente, podemos 

estabelecer uma relação  entre a velocidade de consumo do reagente A e a sua concentração, 

conforme indicado pela Equação 15, onde a velocidade de consumo é proporcional a uma 

potência da concentração de A, multiplicada por uma constante k.163 

−
𝑑[𝑅]

𝑑𝑡
= 𝑘 [𝐴]𝑎 

Equação 15 

O método das velocidades iniciais é um dos três métodos utilizados para determinar a 

ordem de uma reação química., Ele consiste na aplicação do logaritmo natural de ambos os 

lados da Equação 15 da lei de velocidade, o que gera um gráfico linear. Neste gráfico, o 

coeficiente angular da reta obtida representa a ordem da reação. Esse método é vantajoso porque 

permite determinar ordens de reações fracionárias de reação, além de ser relativamente simples 

de aplicar.  

O método de isolamento é outro método útil para determinar a ordem de reação. Ele 

simplifica a lei da velocidade ao considerar que a concentração de todos os reagentes, exceto 

um, está em excesso. Assim, varia-se apenas a concentração desse reagente isolado 

(denominado reagente A). Supondo que o reagente B esteja em excesso e sua concentração 

permaneça constante ao longo da reação, a equação da lei de velocidade pode ser simplificada 

para (Equação 16): 163  

𝑣 = 𝑘′[𝐴]                        𝑘′ = 𝑘 [𝐵]0 Equação 16 

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

é de pseudoprimeira ordem.163 

O último método é o método da integral, neste caso a Equação 15 é integrada, conforme 

a dependência com as concentrações dos reagentes. Para obter a confirmação da ordem da 

reação é necessário plotar um gráfico da integral das equações e o gráfico dos dados 

experimentais. 

Os métodos discutidos anteriormente não levam em consideração a possibilidade de 

reações inversa ou em pré equilíbrio. Para investigar essas reações, algumas observações 

precisam ser consideradas. Seja uma reação , a velocidade de cada reação é dada 
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por (Equação 17). Para facilitar as deduções consideramos que a reação prossegue via cinética 

de primeira ordem em ambas as direções.163,166,167  

−
𝑑[𝐴]

𝑑𝑡
=

𝑑[𝐵]

𝑑𝑡
= 𝑘[𝐴] − 𝑘′[B] Equação 17 

Se a concentração inicial de A for [A]0 e a de B for nula, assume-se que [A] +[B] = 

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

−
𝑑[𝐴]

𝑑𝑡
= 𝑘[𝐴] − 𝑘′[𝐵] = 𝑘[𝐴] −  𝑘′([𝐴]0 − [𝐴]) = (𝑘 − 𝑘′)[𝐴] − 𝑘′[𝐴]0 

Equação 18 

Rearranjando e integrando a equação, chega-se à Equação 19: 

− ∫
𝑑[𝐴]

(𝑘 + 𝑘′)[𝐴] − 𝑘′[𝐴]0

[𝐴]

[𝐴]0

= ∫ 𝑑𝑡
𝑡

0

 

[𝐴] =
[𝐴]0(𝑘′ + 𝑘𝑒−(𝑘+𝑘′)𝑡)

(𝑘 + 𝑘′)
 

Equação 19 

Se k, k’ e [A]0 forem conhecidos, então [A] pode ser calculado para qualquer instante 

após o início da reação. Em equilíbrio (ou seja, quando t→ ∞) então, podem ser representadas 

pelas Equações 20. 

−
𝑑[𝐴]

𝑑𝑡
= 𝑘[𝐴]𝑒𝑞 − 𝑘′[𝐵]𝑒𝑞 → 0 

𝑘[𝐴]𝑒𝑞 = 𝑘′[𝐵]𝑒𝑞 

Se t= ∞ 

𝑘[𝐴]𝑒𝑞 = 𝑘′[𝐴]0 − 𝑘′[𝐴]𝑒𝑞 

𝑘′

𝑘 + 𝑘′
[𝐴]0 = [𝐴]𝑒𝑞 

𝑘

𝑘 + 𝑘′
[𝐴]0 = [𝐵]𝑒𝑞 =  [𝐴]0 −  [𝐴]𝑒𝑞 

Equação 20 

Portanto se admitirmos que no equilíbrio K=1 temos a constante de equilíbrio da reação 

que pode ser expressa por Equação 21. 

𝐾 =
[𝐵]𝑒𝑞

[𝐴]𝑒𝑞
=  

𝑘

𝑘′
    

Equação 21 
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Para reações em equilíbrio em que a reação direta é de segunda ordem e a inversa é de 

primeira ordem podemos estabelecer que (Equação 22): 

 

−
𝑑[𝐴]

𝑑𝑡
= 𝑘[𝐴][𝐵] − 𝑘′[𝐶] 

Equação 22 

Reações reversíveis de segunda ordem são mais complexas de resolver, por isso, essas 

reações são frequentemente conduzidas sob condições aproximadas de primeira ordem, nas 

quais, por exemplo, a concentração de B é fixada e considerada [B] = constante.163 

2.2.3 RMN em análises de interações proteínas-fármaco 

Existem vários métodos para o estudo de interação de proteínas com ligantes, como a 

difração de raios X168 e/ou cálculos matemáticos.169–171 No entanto, ambas as opções são 

onerosas e, no caso da difração de raios X, a obtenção de cristais pode ser inviável após a 

interação de alguns fármacos com a proteína. 

A Ressonância Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica poderosa que vai além da 

elucidação estrutural de moléculas orgânicas. Dentro do escopo da RMN, há uma variedade de 

experimentos que podem ser realizados. Entre eles, destacam-se os experimentos de DOSY, 

discutidos no primeiro capítulo desta tese. Além disso, existem experimentos que permitem 

obter informações conformacionais das moléculas, como os experimentos de NOE (Efeito 

Overhauser Nuclear) e o experimento denominado STD (Saturation Transfer Difference), que 

fornecem resultados sobre as interações de um ligante com uma proteína. O STD é amplamente 

utilizado no estudo da interação de candidatos a fármacos, pois permite obter informações sobre 

os sítios de interação da molécula com a macromolécula.172–176 

Para os estudos de interação, a proteína HSA (Albumina Sérica Humana) é a mais 

empregada. Ela consiste em uma única cadeia polipeptídica de 585 resíduos de aminoácidos 

(massa molecular aproximada de 66,5 kDa). É a proteína mais abundante no plasma sanguíneo 

e desempenha inúmeras funções fisiológicas, como o controle da pressão osmótica, o pH do 

sangue e o transporte de substâncias endógenas ou exógenas..177,178 Nosso interesse é utilizar a 

técnica de RMN denominada STD para avaliar a interação do fármaco deuterado e não 

deuterado com a proteína HSA, uma vez que esta proteína desempenha um papel fundamental 

no transporte e na farmacocinética de medicamentos. 
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Os experimentos de STD foi inicialmente desenvolvida para investigar a interação de 

pequenos fármacos com macromoléculas biológicas, incluindo proteínas e ácidos nucleicos. 

Uma de suas principais vantagens é a capacidade de detectar interações fracas com alta 

sensibilidade.179 

Como o próprio nome sugere, a técnica consiste na diferença entre dois experimentos. 

No primeiro experimento ("on-resonance "), satura-se a proteína (o receptor) via um trem de 

pulsos seletivos de rádio frequência (RF). Esses pulsos são aplicados na frequência do receptor 

e não do ligante, geralmente as proteínas são irradiadas em torno de -1,00 ppm, pois 

normalmente os ligantes não possuem sinais nessa frequência, mas as proteínas sim. A 

saturação se propaga através dos hidrogênios da proteína por meio de uma rede de interações 

dipolares intramoleculares (difusão de spin). A saturação é então transferida às moléculas 

ligadas via relaxação cruzada intermolecular para a interface proteína-ligante. As pequenas 

moléculas se dissociam do receptor, mas permanecem em um estado "saturado" devido aos seus 

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

 

Figura 53. Ilustração do mapeamento dos grupos do epítopo (Group Epitope Mapping - GEM) 

para dada interação proteína-ligante em uma troca rápida entre ligante livre e complexado. Os 

grupos representados por um átomo de hidrogênio grande (H) estão em contato mais próximo 

com a proteína, enquanto os hidrogênios de tamanho mediano simbolizam grupos com menor 

interação. Os H menores representam um grupo com quase nenhum contato com a proteína, 

recebendo saturação mínima (Figura adaptada).179 

No segundo experimento ("off-resonance"), um trem de pulso de RF idêntico ao primeiro é 

aplicado fora da faixa de ressonância dos núcleos dos ligantes e da proteína. A subtração desses 

dois experimentos resulta em um espectro com sinais do ligante.180–183 
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Além disso, o grau de saturação dos hidrogênios das moléculas de ligantes menores reflete 

a proximidade destes com a superfície da proteína. Quanto maior a saturação observada em um 

determinado hidrogênio do ligante, mais próximo este hidrogênio está da superfície da proteína. 

Informações detalhadas sobre a interação podem ser obtidas rápida e facilmente com esta 

técnica, que requer apenas uma pequena quantidade de proteína não marcada isotopicamente. 

A técnica de STD-NMR é, portanto, extremamente útil para estudos de interação proteína-

ligante, especialmente em contextos de descoberta de fármacos, onde a determinação rápida e 

precisa dos sítios de ligação e da afinidade dos ligantes é crucial para o desenvolvimento de 

novos medicamentos.184–188  
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2.3 Metodologia experimental 

 

2.3.1 Preparo do líquido iônico 

O processo de síntese dos LIs BMMI.Im e BMMI.Pro teve início com a preparação do 

sal de cloreto 1-nbutil 2,3-dimetilimidazólio (BMMI.Cl). Inicialmente, 80 mL de tolueno foi 

adicionado em um frasco, juntamente com alquillimidazol (1,2-dimetilimidazol) e cloreto de n-

butila em uma proporção de 1:1,2. A mistura de reação foi então aquecida em refluxo e agitada 

por 24 horas sob atmosfera inerte. Após isso, o tolueno foi removido por rotaevaporação, e o 

produto foi purificado e recristalizado usando acetonitrila. Em seguida, a troca iônica foi 

realizada com resina de troca de ânion (forma de hidróxido de Ambersep 900). Soluções 

aquosas de BMMI.Cl (0,1 mol.L-1) foram preparadas e passadas através da coluna contendo a 

resina, facilitando a troca do halogênio por hidróxido. As soluções resultantes foram 

combinadas com prolinato e ácidos imidazólio em proporções equimolares. As misturas foram 

então agitadas e concentradas usando um evaporador rotativo. Por fim, os produtos obtidos 

foram caracterizados utilizando espectrocospia de RMN de 1H e 13C. (Anexos 19-22). 

2.3.2 Síntese dos IFAs deuterados 

A síntese dos compostos deuterados envolveu apenas uma etapa, inicialmente, foi 

adicionado 0,5 mL de CDCl3, e posteriormente, simultaneamente, os catalisadores BMMI.Pro 

ou BMMI.Im na concentração de 20% mol.L-1 em relação à concentração dos IFAs.  As 

concentrações dos IFAs foram variadas em 0,2 mol, 0,1 mol e 0,05 mol. A solução foi 

transferida para um tubo de RMN mantido à temperatura ambiente (25 °C). As análises de RMN 

de 1H foram realizadas imediatamente e monitoradas por 24 horas. Para os experimentos que 

variavam a temperatura, foram utilizados 0,25 mol.L-1 do composto flunitrazepam e 0,06 mol.L-

1 de BMMI.Pro. A temperatura do experimento foi variada entre 20 °C, 30 °C, 35 °C e 40 °C. 

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

2.3.3 Materiais e equipamentos 

Os Experimentos de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) foram conduzidos em dois 

espectrômetros Bruker AVANCE III. Um deles operando em 9,4 Tesla (400 MHz para núcleo 

1H e 100 MHz para núcleo de 13C, respectivamente), equipado com uma sonda BBI (Broadband 

Inverse Detection), enquanto o segundo opera a 14,1 Tesla (600 MHz para núcleo 1H e 150 

MHz para o núcleo de 13C, respectivamente), com um crioprobe TCI (Triple Channel Inverse). 

Os espectros foram adquiridos a temperatura de 25 °C, utilizando a sequência de pulso zg2d 

(nomenclatura da Bruker) para os experimentos de estudos cinéticos, com o número de 
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acumulações definidas para 16, d1 (tempo de reciclagem da sequência de pulso) a 1s, e ganho 

do receptor definido para 64. Os deslocamentos químicos foram relatados em partes por milhão 

(ppm, δ) e referenciados a picos de solvente: CDCl3 (7,23 em 1H e 77,0 em 13C). O CDCl3  

comercial foi utilizado. 

2.3.4 Ressonância Magnética Nuclear (RMN): STD-RMN 

Para os experimentos de STD-RMN, a solução de HSA (albumina sérica humana) 

liofilizada obtida comercialmente da Sigma Aldrich foi preparada a partir de uma solução 

estoque do tampão fosfato à 0,5 mol L-1 em água deuterada (D2O), contendo o ácido 

trimetilsilil-2,2,3,3-d4-propionato de sódio (2,5 mmol L-1). A solução estoque do tampão fosfato 

foi preparada  pela mistura de volumes iguais das soluções aquosa de K2HPO4 a (0,5 mol L-1) 

e KH2PO4 (0,5 mol L-1) em D2O. O pH da solução estoque foi ajustado a 7,4  utilizando uma 

solução de ácido clorídrico e solução básica de hidróxido de sódio. A massa de 0,0215g do 

padrão interno, o ácido trimetilsilil-2,2,3,3-d4-propionato de sódio, foi pesada e diluída na 

solução estoque do tampão fosfato. Nos experimentos de STD, as amostras foram preparadas 

na razão molar proteína/ligante correspondente de 1:20, em 500 μL de D2O. Os experimentos 

de STD-RMN foram realizados a 25 °C em um espectrômetro Bruker Avance III 600 MHz para 

núcleos de hidrogênio, usando uma relação molar de 1:20 de HSA versus molécula de FLU e 

FLU-D. A irradiação seletiva (saturação) da HSA foi obtida utilizando uma frequência de -332 

Hz (-0,5 ppm) (em ressonância). Por outro lado, o experimento fora de ressonância foi realizado 

escolhendo uma frequência de 30,000 Hz (50 ppm). A curva STD de saturação foi adquirida 

variando o tempo de saturação entre 0,1, 0,25, 1,0, 2,0, 4,0, 5,0, 6,0, 8,0 e 10 segundos, obtendo 

um total de 18 experimentos. Para determinar a constante de dissociação aparente (Kd) 

realizamos 10 experimentos variando a concentração do ligante em 0,4x10-3 mol.L-1, 0,5x10-3 

mol.L-1, 0,6x10-3 mol.L-1, 0,8x10-3 mol.L-1, 1,0x10-3 mol.L-1 e o tempo de saturação de 1,0 

segundos. 
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2.4 Resultados e discussão 

Primeiramente, obtivemos os espectros de RMN na ausência de LIs para os compostos 

flunitrazepam (1), dipropionato de betametasona (2), e oxcarbazepina (3), (Anexos 23-30). Em 

seguida, avaliamos a capacidade dos LIs BMMI.Pro e BMMI.Im em fornecer deutério para 

esses compostos. As concentrações de catalisadores e compostos foram fixadas, conforme 

detalhado na Tabela 5, utilizando a condição previamente otimizada de 20 mol% do catalisador 

em relação ao substrato, à temperatura ambiente (25 °C). No entanto, a solubilidade em CDCl3 

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

 

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

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

Para a deuteração do composto (1) com BMMI.Im (entrada 1), alcançamos uma 

deuteração de 99% da molécula nas primeiras 2 h; no entanto, observamos a formação de 

produtos secundários (Anexo 31). No caso do composto (2) (entrada 2), além da ausência de 

troca, também observamos a formação de produtos secundários (Anexo 32). Por fim, para o 

composto (3) (entrada 3), notamos uma mudança instantânea na cor, indicando a formação de 

produtos de degradação. Os resultados desfavoráveis para o BMMI.Im nos levaram a investigar 

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

Com o BMMI.Pro como catalisador. todos os compostos foram eficientemente 

deuterados (entradas 4-6), sem a formação de produtos secundários, eliminando assim a 

necessidade de purificação. Em particular, para o composto (1), observamos um rendimento de 

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

BMMI.Im e BMMI.Pro catalisador em CDCl3.
a 

Entrada BMMI.x [IFA] (mol.L-1) %Db (2h) Hx'c %Db (24h) Hx'c % Db (2h) Hy''c % Db (24h) Hy''c 

1 Im 0,2 (1) >99d - >99d - 

2 Im 0,1 (2) 0 - 0 - 

3 Im 0,05 (3) 0 - 0 - 

4 Pro 0,2 (1) 56 94 58 95 

5 Pro 0,1 (2) 6 43 3 19 

6 Pro 0,05 (3) 7 26 7 28 

aCondições de reação: temperatura ambiente (25 °C), 20 mol% de BMMI·X, sem agitação, na concentração de 20 mol% de substrato - (0,5 

mL de solvente). b Determinado por espectroscopia de RMN de 1H (Figuras 23 e A40−A43).cGrau de deuteração em posições específicas 

para (1) H3' e H3'';(2) H4' e H4'';(3) H1'e H1 ''. dNota: Degradação parcial observada. 
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A troca de H/D foi avaliada por meio de espectroscopia de RMN 1H, conforme mostrado 

na Figura 55.  Inicialmente, observamos a troca isotópica da LI com CDCl3, evidenciada pela 

atenuação do sinal do H-7 da metila, orginalmente um simpleto em 2,70 ppm, e pelo 

aparecimento de um tripleto correspondente à forma deuterada CH2D. Após 2 h (Figura 55b) 

observa-se apenas um quinteto correspondente às formas deuterada CH2D e CHD2.  

O acompanhamento da deuteração de (1) foi realizado observando a diminuição da 

intensidade dos sinais dos átomos de hidrogênio não equivalente CαH2,
 anteriormente um duplo 

dupleto em 4,96 ppm e 3,81 ppm. Além disso, a atenuação dos sinais do catalisador e do 

substrato é acompanhada pelo aumento na intensidade do simpleto em 7,23 ppm, referente à 

espécie CHCl3, fornecendo evidências adicionais da reação. 

 

 

Figura 55. Espectro RMN de 1H (400 MHz, 25 °C, CDCl3) de (1) deuterado com BMMI.Pro: 

(a) estado inicial, (b) 2 h após início da reação, e (c) 24 h após início da reação (consultar a 

Tabela 1, entrada 4). 

Apesar de o composto (2) possuir três hidrogênios alfa carbonílicos, a deuteração 

ocorreu exclusivamente nos dois hidrogênios mais ácidos da molécula, localizados entre o 

grupo carbonílico e o éster. Notavelmente, a deuteração desses dois hidrogênios não ocorreu 

simetricamente, como mostrado na Figura 56.  
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Figura 56. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, 25 °C, CDCl3) de (2) deuterado com 

BMMI·Pro. (a) Início da reação. (b) Após 2 horas (Tabela 1, entrada 2). (c) Após 24 horas. (d) 

Após 48 horas (Tabela 1, Entrada 5). 

Como evidenciado na Figura 57, essa assimetria na troca foi observada nos estágios 

iniciais da reação. Esse fato justificou a extensão e o monitoramento da reação por 48 h, em vez 

de apenas em 24 horas, como realizado para o composto (1). 

 

Figura 57. Diferença entre a porcentagem de deuteração de átomos de hidrogênio (H4’ e H4’’) 

ao longo do tempo no composto (2). Condições de reação: temperatura de 25 °C, 20 mol% 

BMMI.Pro, sem agitação, na concentração de 0,1 mol L-1 de dipropionato debetametasona. 
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Diante dessa observação, realizamos experimentos unidimensionais de NOE (Efeito 

nuclear Overhauser)74 (Figura 58) para compreender a conformação da molécula. Inicialmente, 

irradiamos seletivamente os hidrogênios alfa-carbonílicos H4' e H4'', que são os hidrogênios 

trocáveis. O espectro NOESY 1D mostrado na Figura 58a revela que o H4' está menos 

impedido, pois não é possível observar nenhuma interação de NOE com hidrogênios vizinhos. 

Já no caso do H4'' (Figura 58b), observamos interação de NOE com os sinais de H9, H18 e 

H19, indicando a possibilidade de um impedimento estérico que dificulta a troca isotópica. Para 

confirmar o impedimento estérico, irradiamos o sinal H9 (Figura 58c) e verificamos a interação 

com o hidrogênio em 4,85 ppm (H4''). Assim, os resultados do NOE explicam a discrepância 

observada na troca isotópica entre os dois átomos de hidrogênio. Isso indica a necessidade do 

emparelhamento do LI com os átomos de hidrogênio trocáveis do substrato, conforme descrito 

em trabalhos anteriores.37,145,189 

 

Figura 58. Espectro NOESY de 1D (600 MHz, CDCl3) exibindo correlação NOE entre os 

hidrogênios H4', H4'', e H9 de (2): a) irradiação de sinal de H4'; b) irradiação de sinal de H4''; 

c) irradiação de sinal de H9 do anel de cinco membros. 
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Para o composto (3), observamos a deuteração exclusivamente nos hidrogênios CαH2 

em 4,45 e 3,84 ppm (Figura 59). No entanto, o rendimento foi inferior (entrada 6) ao obtido 

para os outros compostos. O fator determinante para o rendimento baixo foi a baixa solubilidade 

em CDCl3. Outros solventes polares foram testados, como DMSO e MEOD, mas nenhuma 

troca H/D foi observada.  

 

Figura 59. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, 25 °C, CDCl3) de (3) deuterado com 

BMMI·Pro. (a) Início da reação. (b) Após 2 horas. (c) Após 24 horas (Tabela 1, Entrada 6). 

Diante dos resultados promissores para a deuteração de (1), realizamos um estudo 

cinético, essencial para controlar e avaliar as etapas da reação. O progresso da reação foi 

monitorado utilizando espectroscopia de RMN de 1H. Com base nos resultados obtidos na fase 
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inicial deste estudo, observamos resultados semelhantes aos reportados nos trabalhos anteriores 

do nosso grupo de pesquisa, o que nos levou a levantar a hipótese de que as etapas de deuteração 

seguem as etapas resumidas no Esquema 9.37 

 

Esquema 9. Passos da reação de deuteração: Passo 1: geração de Líquido Iônico Deuterado 

(DLI) (Intermediário); Passo 2: produção de Ingrediente Farmacêutico Ativo Deuterado 

(DIFA). 

No primeiro passo, a espécie cataliticamente ativa do LI é formada. O LI captura 

deutério do solvente e produz uma forma deuterada do catalisador. Essa reação é rápida e 

reversível, estabelecendo um equilíbrio entre as constantes de taxa direta (k1) e inversa (k-1). No 

segundo passo, o substrato interage com o catalisador ativado para formar um composto 

deuterado. Esse passo estabelece um equilíbrio entre as constantes de taxa direta (k2) e inversa 

(k-2) (Anexo 33), 

Para os estudos cinéticos, foram realizados dois conjuntos de experimentos. 

Inicialmente, a concentração de LI foi variada enquanto a concentração de (1) permaneceu 

constante. Posteriormente, foi realizada a inversão do teste, na qual a concentração de (1) foi 

variada e a concentração LI permaneceu constante. Finalmente, para estudar os parâmetros 

termodinâmicos de ativação, variamos a temperatura, mantendo constantes as concentrações de 

LI e do composto (1). Os dados foram coletados continuamente durante a primeira hora, 

posteriormente, foram coletados dados em intervalos mais longos, estendendo-se até 24 horas 

de reação e, quando necessário, até 48 horas (Anexo 34). 

É importante ressaltar que, para o composto (2), tentamos conduzir um estudo cinético, 

No entanto, observamos que proporções superiores a 25 mol% do catalisador em relação ao 

composto levaram à formação de produtos secundários. Além disso, uma redução significativa 

na proporção do catalisador é impraticável para medições de RMN e pesagem de LI. 

Foram gerados gráficos representando a concentração do substrato ao longo do tempo 

(Figura 60a e 60b). A Figura 60a mostra a dependência da concentração do catalisador na 

deuteração do composto. Para a menor concentração de catalisador [LI] = 0,01 mol,L-1, 

aproximadamente 48 horas de reação foram necessárias para atingir a conversão máxima do 
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composto deuterado (k’2~2,0x10-5 s-1). Curvas de saturação cinética para ambas as condições 

ilustram que a reação atinge o equilíbrio, alcançando a conversão máxima em aproximadamente 

5 horas (k’2~ 1,0x10-4 s-1). 

  

 

Figura 60. Ambos os gráficos ilustram o consumo de substrato (1) pelo tempo para 

monitoramento da reação de deuteração de (1). a) A concentração de (1) foi estabelecida como 

0,2 mol.L-1 e concentrações do catalisador BMMI.Pro foram variadas: 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 

0,05, 0,06 mol.L-1. b) A concentração de BMMI.Pro (0,06 mol.L-1) foi mantida constante, ao 

passo que a concentração de (1) foi variada sistematicamente para 0,25, 0,3 e 0,35 mol.L-1. 

Para obter as constantes das reações direta e inversa, os gráficos obtidos foram ajustados 

usando a equação definida por dos Santos et al.37 A Tabela 6 exibe a equação e os valores das 

constantes adquiridos para cada concentração de LI. Os valores das constantes aumentaram 

com a maior concentração de LI. No Anexo 35, são apresentados os valores das constantes em 

diferentes concentrações de (1), em diferentes concentrações de (1), não foi observada variação 

significativa nos valores das constantes, com k’2 permanecendo consistentemente com o valor 

de k’2= 2,469x10-4 s-1. As constantes de taxa da velocidade da reação (k’2 e k’-2) foram 

determinadas usando a condição de pseudo-primeira ordem, dado que há um excesso de 

substrato em comparação com o LI, [S] >> [LI], e as concentrações de LI são constantes ([LI] 

≈ [DLI]) desde que a formação de DLI seja observada no início da reação (tempo < 3 minutos). 
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Tabela 6. Equação derivada para o ajuste cinético e constantes de velocidade direta e inversa em função da concentração de LI e (1). 

[𝐼𝐹𝐴] = [𝐼𝐹𝐴]𝑒𝑞 + (
𝑘2

′

𝑘2
′ + 𝑘−2

′ ) 𝐼𝐹𝐴0𝑒−(𝑘2
′ +𝑘−2

′ )𝑡 

[LI] (mol.L-1) 

 

 

IFA0 (mol.L-1) 

 

0,01 

 

0,02 

 

0,03 

 

0,04 

 

0,05 

 

0,06 

 

Variáveis 

0,20 

0,2325±0,0052x10-4 0,5336±0,0079x10-4 1,305±0,018x10-4 1,476±0,015x10-4 2,092±0,018x10-4 2,469±0,038x10-4 k'2 (s-1) 

0,0270±0,0019x10-4 0,0588±0,0029x10-4 0,136±0,0072x10-4 0,1089±0,0010x10-4 0,1538±0,0078x10-4 0,1256±0,016x10-4 k'-2 (s-1) 

0,022 (89%)a 0,016 (92%)a 0,015 (92,5%)a 0,011 (94,5%)a 0,012 (94%) a 0,012 (94%)a 

[IFA]eq  

(mol.L-1) 

8,595 9,074 9,581 13,553 13,602 19,657 K’2 

aPorcentagem da conversão de deuteração. 
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Os valores das constantes k’2 e k’-2 podem ser diretamente correlacionados com a 

concentração de LI. Plotamos as constantes (k’2 e k’-2) obtidas em diferentes concentrações de 

LI. A Figura 61 mostra que a cinética da reação de deuteração exibe um comportamento de 

crescimento linear. A equação cinética (Tabela 6) indica que k’2 = k2[DLI] e k’-2 = k-2[LI]. 

Considerando [LI] ≈ [DLI] = [LI]0, a inclinação da linha definida por k’2x[LI]0 corresponde ao 

valor da constante de taxa de segunda ordem k2 (4,36 ± 0,25x10-3 L·mol-1·s-1). A magnitude de 

k2 indica que o LI atuou como um catalisador. 

 

Figura 61. Gráfico mostrando a variação da concentração de [LI] com os valores de k’2. 

Para obter os parâmetros de ativação, mantivemos as concentrações de LI e (1) 

constantes e variamos a temperatura. A correlação entre o aumento da temperatura e o aumento 

em k’2 é evidente, mostrando que, conforme a temperatura aumenta, a taxa de reação também 

aumenta (Tabela 7 e Figura 62) 

Tabela 7. Parâmetros cinéticos para a deuteração de (1) como função da temperatura ([1] = 

0,25 mol.L-1 e [BMMI.Pro] = 0,06 mol.L-1 em 0,5 mL de CDCl3). 

 

Temperatura 

(°C) 

 

 

k'2 (s-1) 

 

k'-2  (s-1) 

 

[IFA]eq 

 

K'2 

20 0,2759±0,0015x10-4 0,0368±0,0098x10-4 0,026 7,497 

30 0,9670±0,0242x10-4 0,09342±0,0062x10-4 0,029 10,351 

35 1,855±0,050x10-4 0,08405±0,015x10-4 0,024 22,010 

40 2,524±0,048x10-4 0,0969±0,016x10-4 0,013 26,006 
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Figura 62. Consumo de substrato ([1] vs t) durante reação de deuteração de (1) (0,25 mol.L-1) 

a temperaturas variadas em CDCl3. 

Utilizando a equação de Arrhenius (Equação A10 e A11), derivamos parâmetros 

associados à barreira energética da reação, resultando em Ea=20,78 kcal.mol-1 e o fator pré-

exponencial log(A)=10,94 (Anexo 36). 

Aplicando a equação de Eyring, determinamos o valor de ΔG⧧ = 23,35 kcal/mol para a 

temperatura de 303,15 K (Equação A12). Utilizando a equação de Eyring linearizada (Equação 

A13) e (Anexo 37), obtivemos ΔH⧧=20,18 kcal/mol, e finalmente, determinamos ΔS⧧= -10,43 

cal/mol.K através da equação fundamental (Equação A14). 

Estabelecendo a relação entre as equações de Eyring e de Arrhenius (Equação 23 e 

Equação 24), obtivemos os valores de ΔH⧧=20,18 kcal.mol-1 e ΔS⧧= -10,48 cal.mol-1.K.1 Esses 

valores mostraram-se muito próximos aos obtidos na equação de Eyring, sustentando a hipótese 

de que a troca isotópica H/D evolui em uma etapa determinante de velocidade.36 

𝐸𝑎 = 𝛥𝐻⧧ + 𝑅𝑇 Equação 23 

𝛥𝑆⧧ = 4.576 (𝑙𝑜𝑔  𝐴 − 10.753 − 𝑙𝑜𝑔𝑇) Equação 24 

Tendo estabelecido a cinética da reação de troca isotópica, determinamos as condições 

ideais para a concentração do catalisador e o tempo de reação com a máxima conversão. 

Procedemos com uma ampliação em escala de cinco vezes da reação, mantendo a proporção de 

20 mol% de BMMI.Pro para (1). Nosso objetivo foi o de separar o composto deuterado do LI 

e avaliar a estabilidade e o rendimento da reação de deuteração. Os passos da síntese são 

mostrados na Figura 63. 
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Figura 63. Parâmetros de reação e condições para a troca isotópica H/D do composto (1) e 

isolamento do (1) após deuteração em CDCl3 (0,25 mL, (1) = 0,2 mol.L-1, [BMMI.Pro] = 0,04 

mol L-1). 

Para a síntese preliminar, realizamos a reação por 12 horas, seguida de purificação. Uma 

alíquota do conteúdo da reação foi retirada, e um espectro de deutério (2H) foi adquirido antes 

e depois da purificação (Figura 64). O espectro mostrou que o método de purificação foi eficaz, 

pois conseguimos remover o catalisador do conteúdo da reação. Sinais de RMN relacionados 

aos deutérios do composto (1) foram observados, confirmando sua estabilidade após a 

purificação. Notavelmente, por meio da purificação com cromatografia em coluna de gel de 

sílica, as proporções de solventes foram otimizadas usando cromatografia em camada delgada. 

A proporção mais eficaz para separar o composto de BMMI,Pro foi encontrada como 1:1 

(hexano:acetato de etila). 

 

Figura 64. Espectro de RMN de 2H (61,4 MHz, 25 °C) a) (1) deuterado com BMMI.Pro; b) 

somente (1) deuterado.  
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No entanto, após uma reação de 12 horas, a conversão máxima na deuteração do 

composto não foi alcançada. Portanto, ao prolongar a reação, o tempo de equilíbrio da reação 

foi afetado. Para alcançar a conversão uma maior conversão do composto para a sua forma 

deuterada, conduzimos outra reação na qual o tempo de reação foi dobrado. A Figura 65 mostra 

os espectros de RMN de 1H de ambas as reações após o processo de purificação. Para a 

conversão total, foi necessário um tempo de reação de 24 horas. 

 

Figura 65. Espectro RMN de 1H (600 MHz, 298 K, CDCl3) de (1) deuterado a) após 12 horas 

de síntese, e seguida por purificação, resultando na deuteração de 70%. b) Após 24 horas de 

síntese e seguida por purificação, a deuteração atingiu 94%. 

Utilizando o produto isolado, obtivemos espectros de RMN de 1H, 2H e13C e o espectro 

bidimensional COSY em um instrumento de 600 MHz com sonda criogênica, com o intuito de 

avaliar a estabilidade, integridade e rendimento da reação (Anexos 38 e 39). O espectro de 

deutério revelou os sinais de deutério da molécula, enquanto no espectro de 13C (Figura 66) 

observou-se multiplicidade no sinal do carbono deuterado, devido ao acoplamento com 

deutério. Tanto o COSY quanto os espectros de 1H forneceram evidências de que a integridade 

da molécula foi mantida. Portanto, por meio desses experimentos, isolamos com sucesso a 

molécula deuterada, garantindo sua estabilidade e alcançando um rendimento de 94%. 
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Figura 66. Espectro de RMN de 13C {1H} (125MHz, 25 °C, CDCl3) de (1) deuterado e 

purificado. 

Com a molécula deuterada isolada, realizamos um estudo de interação do fármaco 

flunitrazepam deuterado versus não deuterado com a proteína HSA utilizando o método de 

STD-NMR. Os experimentos de STD foram realizados, variando o tempo de saturação (0,1 a 

10,0 s), mantendo constante a concentração do fármaco e da proteína. Em princípio, no 

experimento de STD, o grau de saturação de um hidrogênio individual de um ligante reflete a 

proximidade deste à superfície da macromolécula. A partir da área ou intensidade absoluta dos 

hidrogênios do ligante nos espectros de STD, obtém-se o "fator STD" (ASTD), Equação 25. 

𝐴𝑆𝑇𝐷 =
𝐼𝑆𝑇𝐷

𝐼0
 ×  

[𝐿]

[𝑃]
 

Equação 25 

Na (Figura 67a I) tem-se controle (I0) e na Figura 67a II o espectro saturado (ISTD). 

Portando obtemos o "fator STD" (ASTD) para cada hidrogênios da molécula em cada tempo de 

saturação, conhecido como mapa de epítopo (Figura 68).  

Na Figura 67, também é possível observar as duas moléculas e as porcentagens de 

interação de cada hidrogênio, obtidas a partir do mapa de epítopo. As diferentes cores indicadas 

nos hidrogênios da molécula representam diferentes interações, descritas no canto direito da 

figura. É possível notar que, para ambas as moléculas, a maior interação ocorre entre os 
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hidrogênios aromáticos e os sítios da macromolécula. A maior diferença de interação entre as 

moléculas encontra-se nos hidrogênios da metila.  

 

Figura 67. a) Espectros de ¹H e STD-RMN na presença da proteína HSA. Os espectros foram 

adquiridos na temperatura de 25 °C, com 1,0 s de tempo de saturação, na proporção molar de 

1:20 proteína/fármaco. Os sinais dos deslocamentos químicos encontram-se atribuídos no 

espectro de (I), a porcentagem de saturação de cada hidrogênio é identificada por uma escala 

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

  

Figura 68. Gráfico "fator STD" (ASTD) versus o tempo de saturação de 0,1 à 10 s, comumente 

chamado de mapa de epítopo.  

No mapa de epítopo (Figura 68), foi avaliado que a saturação máxima foi atingida em 

1,0 segundo. Portanto, foram realizados experimentos para estimar a constante de dissociação 

proteína-fármaco (kD), variando a concentração do ligante enquanto se mantinha constante a 

concentração da proteína e o tempo de saturação. Em seguida, obteve-se uma curva de ASTD 

em função da concentração dos fármacos (Figura 69a-d). O valor de kd foi calculado por meio 
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do ajuste da curva utilizando um método não linear com uma função do tipo Michaelis-

Menten.190,191  

Nas Figuras 69a e 69c, são apresentados os valores de kd para o hidrogênio H1, e nas 

Figuras 69b e 69d, para os hidrogênios H7 e H14. Observa-se que não houve variação 

significativa entre as constantes de dissociação das moléculas. Para ambas as moléculas, os 

valores obtidos estão na ordem de 10⁻³ mol·L⁻¹, indicando que a interação com a proteína é 

fraca. 

  

  

Figura 69. Curva obtida a partir de ASTD em função da concentração do ligante. O kD foi 

calculado a partir do ajuste da curva por um método não linear com uma função do tipo 

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

H1 e b) o deslocamento químico dos H7, 14.  c) e d) Semelhante a (a e b), mas para o composto 

(1) deuterado. 
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2.5 Conclusões 

O LI BMMI,Pro demonstrou eficácia como catalisador para a troca isotópica em CDCl3 

à temperatura ambiente nos compostos (1), (2) e (3). A deuteração dos compostos ocorreu 

principalmente nos átomos de hidrogênio mais ácidos das moléculas.  Empiricamente, 

demonstramos que a reação de troca H/D entre o LI e o composto (1) segue uma cinética de 

pseudo-primeira ordem. Experimentos de variação de temperatura produziram parâmetros de 

ativação consistentes com a barreira energética típica para reações de troca isotópica H/D. Ao 

correlacionar as equações de Eyring e de Arrhenius, observamos que os valores de ΔS⧧ e ΔH⧧ 

foram idênticos aos obtidos a partir da equação de Eyring linearizada. A espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear (RMN) desempenhou um papel crucial na interpretação e 

confirmação dos resultados, proporcionando entendimento abrangente através de experimentos 

de ¹H, ²H e ¹³C. A purificação com gel de sílica de (1) demonstrou ser eficaz, resultando em um 

rendimento final da reação de 94%. Em resumo, os resultados apresentados indicam que a 

deuteração de compostos usando o LI BMMI,Pro é altamente promissora, abrindo caminho 

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

Com base nos resultados de STD-NMR obtidos para o composto (1), algumas 

conclusões podem ser inferidas: não observamos uma diferença significativa na interação entre 

os dois fármacos, deuterado e não deuterado, com a proteína HSA. Para ambos os 

medicamentos, a interação com a proteína ocorre principalmente nos hidrogênios aromáticos. 
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Caracterização do Sofosbuvir 

 

Anexo 1. Espectros de RMN de 1H com saturação da hidroxila do solvente e com assinalamento 

dos átomos de hidrogênio do sofosbuvir, em DMSO.  

 

Anexo 2. Espectro de RMN de 1H NMR com a expansão dos sinais das metilas foi aplicado lb: 

-2 e gb: 0.5.  
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Anexo 3. Expansão do espectro de 13C{1H} do sofosbuvir em DMSO. 

 

Anexo 4. Mapa de contorno 1H-1H COSY do sofobuvir em DMSO. 
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Anexo 5. Mapa de contorno 1H-{13C} HSQC do sofosbuvir em DMSO. 

 

Anexo 6. Mapa de contorno 1H-{13C} HMBC (400 MHz) do sofosbuvir em DMSO. 
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Anexo 7. Mapa de contorno 1H-{31P} HMBC do sofosbuvir em DMSO. 

Caracterização do Tenofovir disoproxil fumarato 

 

Anexo 8. Espectros de RMN de 1H com saturação da hidroxila do solvente e com assinalamento 

dos átomos de hidrogênio do tenofovir disoproxil fumarato, em DMSO. 
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Anexo 9. Expansão do espectro de 13C{1H} do sofosbuvir em DMSO. 

 

Anexo 10. Mapa de contorno 1H-1H COSY do tenofovir disoproxil fumarato em DMSO. 
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Anexo 11. Mapa de contorno 1H-{13C} HSQC editado do tenofovir disoproxil fumarato em 

DMSO.   

 

Anexo 12. Mapa de contorno 1H-{13C} HMBC do tenofovir disoproxil fumarato em DMSO.  
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Anexo 13. Mapa de contorno 1H-{31P} HMBC do tenofovir disoproxil fumarato em DMSO. 

Caracterização das misturas 

 

 

Anexo 14. RMN de 1H (400 MHz, 25 °C, DMSO). Acompanhamento da reação por 24 horas 

da degradação ácida do Tenofovir na concentração de 1,0 mol.L-1 de DCl, as regiões expandidas 

destaca a formação dos produtos de degradação com o tempo. 
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Anexo 15. Espectros de 31P obtidos durante 48 horas de teste de estresse alcalino, na expansão 

são apresentados os produtos de degradação formados com o tempo. Os espectros representados 

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

total de 52 espectros obtidos em 48 horas para melhor visualização. A condição de degradação 

foi de 0,05 mol.L-1 de NaOD. 

 

Anexo 16. Espectros de 31P obtidos durante 48 horas de teste de estresse alcalino do sofosbuvir, 

na expansão são apresentados os produtos de degradação formados com o tempo. Os espectros 

representados nesta figura foram adquiridos a cada 52 minutos, na figura são apresentados 

apenas metade do total de 52 espectros obtidos em 48 horas para melhor visualização. A 

condição de degradação foi de 0,1 mol.L-1 de NaOD. 
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Anexo 17. Espectros de 31P obtidos durante 48 horas de teste de estresse alcalino, na expansão 

são apresentados os produtos de degradação formados com o tempo. Os espectros representados 

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

total de 52 espectros obtidos em 48 horas para melhor visualização. A condição de degradação 

foi de 0,2 mol.L-1 de NaOD. 

 

Anexo 18. Espectros de 1H obtidos durante 24 horas de teste de estresse alcalino do sofosbuvir, 

na expansão são apresentados os produtos de degradação formados com o tempo. A condição 

de degradação foi de 0,2 mol.L-1 de NaOD. 
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Deuteração de fármacos 

 

 

Anexo 19. Espectro de RMN de 1H e estrutura molecular de BMMI.Im. 

 

Anexo 20. Espectro de RMN de 13C{1H} e estrutura molecular de BMMI.Im. 
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Anexo 21. Espectro de RMN de 1H e estrutura molecular de BMMI.Pro. 

 

 

Anexo 22. Espectro de RMN de 13C{1H} e estrutura molecular de BMMI.Pro. 
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 Anexo 23. Espectro de RMN de 1H e estrutura molecular do composto (1). 

 

Anexo 24. Espectro de RMN de 13C{1H} e estrutura molecular do composto (1). 
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Anexo 25. Mapa de contorno 1H-{13C} HSQC e estrutura molecular do composto (1). 

 

Anexo 26. Mapa de contorno 1H-13C- HMBC do e estrutura molecular do composto (1). 
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Anexo 27. Espectro de RMN de 1H e estrutura molecular do composto (2). 

 

Anexo 28. Espectro de RMN de 13C{1H} e estrutura molecular do composto (2). 
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Anexo 29. Espectro de RMN de 1H e estrutura molecular do composto (3). 

 

Anexo 30. 13C {1H}-NMR spectrum and molecular structure of compound (3). 
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Anexo 31. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, 25 °C, CDCl3) de (1) deuterado com BMMI·Im. 

(a) Início da reação. (b) Após 2 horas (Tabela 1, Entrada 1). 
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Anexo 32. Espectro de RMN de 1H (400 MHz, 25 °C, CDCl3) de (2) deuterado com BMMI·Im. 

(a) Início da reação. (b) Após 2 horas (Tabela 1, Entrada 2). 
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Experimentos cinético 

Anexo 33. Etapas da reação de deuteração do fármaco (1). Etapa 1: formação do DLI 

(intermediário); Etapa 2: produção de IFA (1) deuterado. Derivação matemática da equação de 

pseudo primeira ordem reversível moodificada para estudo cinético (Equações A1-A9). 

 

 

Considerando que as duas reações (a) e (b) estão em equilíbrio, temos a (Equação A1-A2): 

𝑑[𝐿𝐼]

𝑑𝑡
= −𝑘1[𝐿𝐼][𝐷𝑠𝑜𝑙𝑣] + 𝑘−1[𝐷𝐿𝐼][𝑠𝑜𝑙𝑣] + 𝑘2[𝐷𝐿𝐼][𝐼𝐹𝐴] − 𝑘−2[𝐿𝐼][𝐷𝐼𝐹𝐴]    (Equação A1) 

 

𝑑[𝐼𝐹𝐴]

𝑑𝑡
= −𝑘2[𝐷𝐿𝐼][𝐼𝐹𝐴] + 𝑘−2[𝐿𝐼][𝐷𝐼𝐹𝐴]    (Equação A2) 

Portanto sabemos que: 

𝐼𝐹𝐴0 = [𝐼𝐹𝐴] + [𝐷𝐼𝐹𝐴]   e  [𝐷𝐼𝐹𝐴] = 𝐼𝐹𝐴0 − [𝐼𝐹𝐴]   (Equação A3) 

Assumindo que a primeira etapa é mais rápida que a segunda, pode-se admitir que (Equação 

A4-A5): 

[𝐷𝐿𝐼] = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡, 𝑘2
′ = 𝑘2[𝐷𝐿𝐼]    (Equação A4) 

[𝐿𝐼] = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡, 𝑘−2
′ = 𝑘−2[𝐿𝐼]    (Equação A5) 

Onde 𝑘2
′  e 𝑘−2

′  são constantes de pseudoprimeira ordem. Podemos reescrever a Equação 

A2: 

𝑑[𝐼𝐹𝐴]

𝑑𝑡
= −𝑘2

′ [𝐼𝐹𝐴] + 𝑘−2
′ (𝐼𝐹𝐴0 − [𝐼𝐹𝐴]) = 𝑘−2

′ 𝐼𝐹𝐴0 − (𝑘2
′ + 𝑘−2

′ )[𝐼𝐹𝐴]   (Equação A6) 

Definindo uma variável auxiliar e rearranjando a equação, temos (Equação A7) 

[𝐼𝐹𝐴] =
𝑘−2

′ 𝐼𝐹𝐴0+𝑘2
′ 𝐼𝐹𝐴0𝑒

(𝑘2
′ +𝑘−2

′ )𝑡

𝑘2
′ +𝑘−2

′        (Equação A7) 
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Considerando que, quando t → ∞: [IFA] → [IFA]eq (Equação A8-A9): 

[𝐼𝐹𝐴]𝑒𝑞 =
𝑘−2

′ 𝐼𝐹𝐴0

𝑘2
′ +𝑘−2

′        (Equação A8) 

Assim: 

[𝐼𝐹𝐴] = [𝐼𝐹𝐴]𝑒𝑞 + (
𝑘2

′

𝑘2
′ +𝑘−2

′ ) 𝐼𝐹𝐴0𝑒−(𝑘2
′ +𝑘−2

′ )𝑡      (Equação A9) 

 

 

Anexo 34. Estudo de cinética por RMN de 1H (400 MHz, 25 °C, CDCl3) de (1) (0,2 mol.L-1) 

com 0,03 mol.L-1 de BMMI.Pro: primeira hora, 46 spectros e a expansão dos sinais de 

deuteração. 

[𝐼𝐹𝐴] =  [𝐼𝐹𝐴]𝑒𝑞  + (
𝑘′

2

𝑘′
2 + 𝑘′

−1
) 𝐼𝐹𝐴0𝑒−(𝑘′

2+𝑘′
−2)𝑡  

[1] 

[LI] 

 

0,20  

 

0,25  

 

0,30  

 

0,35 

 

Variáveis 

0,06 

2,469± 0,038x10-4 1,114±0,016x10-4 1,408±0,030x10-4 1,276±0,052x10-4 k'2 (s-1) 

0,125±0,016x10-4 0,0668±0,0043x10-4 0,0341±0,0088x10-4 0,853±0,140x10-4 k'-2 (s-1) 

0,012 0,017 0,018 0,029 [IFA]eq 

19,657 16,661 41,290 14,957 K’2 

Anexo 35. Equação de ajuste cinético e constantes de taxa direta/reversa como função da 

concentração de (1) (mol.L-1). 

 

   
 

 
 

 

 

  
 

 

 

 

 

  
  

  

 

  

  

  

  

  
  

  

 

 
  

 
   

  

  
  

   
 
  

  

 

 

 
 

 

  

 

 
  

   

   
    

 

 

 

  



Anexos 

138 

  

Equação de Arrhenius (Equação A10): 

𝑘 = 𝐴𝑒
(
−𝐸𝑎

𝑅𝑇)⁄
 

(Equação A10) 

ln(𝑘) = 𝑙𝑛 (𝐴) −  
𝐸𝑎

𝑅
 
1

𝑇
 

(Equação A11) 

Se tomarmos o logaritmo de ambos os lados da equação de Arrhenius, obtemos a 

equação para gerar um gráfico linear (Equação A11). O gráfico de ln (𝑘2
′ ) vs 1/T (Anexo 52) 

resulta em uma linha com inclinação de -Ea/R e uma interceptação no eixo y de ln (A). 

Para determinar o valor de ΔG⧧, a equação de Eyring é empregada (Equação A12), 

utilizando o valor de 𝑘2
′  de 9,67x10-5 a uma temperatura de 30 °C (303 K). Reorganizando a 

equação de Eyring, obtém-se a equação A13, que pode ser representada graficamente como 

uma linha reta. O gráfico de ln (𝑘2
′ )/T vs 1/T (Anexo 53) apresenta uma inclinação que 

corresponde a -ΔH⧧/R. 

Por fim, para calcular o valor de ΔS⧧, a equação fundamental (Equação A14) é utilizada. 

𝑘 = 𝜅 (
𝘬𝐵

ℎ
) 𝑒(

−𝛥𝐺⧧

𝑅𝑇
)   

 
(Equação A12) 

ln
𝑘

𝑇
=

−𝛥𝐻⧧

𝑅

1

𝑅
+ ln 𝜅 

𝘬𝐵

𝑇
+

𝛥𝑆⧧

𝑅
 

(Equação A13) 

𝛥𝐺⧧ = 𝛥𝐻⧧ − 𝑇𝛥𝑆⧧ (Equação A14) 
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Anexo 36. Gráfico de Arrhenius para a formação de (1) deuterado com valores k’2, exibindo 

ajuste de curva com energia de ativação (Ea = 20,78 kcal.mol-1, log(A) = 10,94) da reação de 

troca H/D isotópica. 

 

Anexo 37. Gráfico de Eyring para a formação de (1) deuterado com valores k2', exibindo 

resultados do ajuste de curva (ΔH⧧ = 20,18 kcal.mol-1; ΔS⧧ = -10,43 cal.mol-1.K-1 e ΔG⧧=23,35 

kcal.mol-1). 
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Anexo 38.  Espectro de RMN de 1H (600 MHz, 25 °C, CDCl3) de (1) deuterado e purificado. 

 

Anexo 39. Mapa de contorno COSY 1H-1H (600 MHz, 25 °C, CDCl3) de (1) deuterado e 

purificado. 

 

 


