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Resumo

A nevirapina ¢ o fArmaco antirretroviral mais utilizado nos paises em desenvolvimento para
combater o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Apesar dos seus efeitos benéficos, a nevirapina
tem sido associada a casos de hipersensibilidade cutanea e hepatoxicidade graves ou mesmo fatais.
Estudos recentes sugerem o envolvimento da bioactivagdo do seu metabolito de Fase I, 12-OH-
Nevirapina, a espécies electrofilicas capazes de formar adutos covalentes com proteinas. A identificagdo
dos adutos formados, por esta via de bioactivacdo, com a valina N-terminal da hemoglobina (Hb) isolada
de doentes sob terapéutica com a nevirapina foi ja efectuada. A técnica analitica utilizada envolveu a
utiliza¢do do método de derivatizacdo N-alquilo Edman que, por reac¢do com fenilisotiocianato (PITC),
permite destacar o aduto formado com o residuo N-terminal da Hb, sob a forma de uma hidantoina, que
foi posteriormente analisado e quantificado por cromatografia liquida acoplado a espectrometria de
massa de fandem por ionizagdo de electrospray.

O presente trabalho teve como objectivo inicial optimizar o procedimento experimental
envolvido no procedimento de N-alquilo Edman, tendo-se inicialmente comparado a sensibilidades
obtidas mediante a utilizacdo de dois agentes derivatizante: o PITC e o isotiocianato de fluoresceina
(FTIC). Este processo inicial permitiu estabelecer que a utilizacdo do PTIC como agente de
derivatizagdo conduzia a melhores resultados, tendo-se prosseguido com o desenvolvimento e a
validacdo do método analitico para a quantificagdo deste aduto por cromatografia liquida acoplado a
espectrometria de massa de alta resolugdo (LC-HRMS). O método analitico desenvolvido apresentou
recuperacdes entre 36 e 57 %, supressdo de sinal de 19 % e um limite de quantificagdo (LOQ) de 1,4
ppb (média da exactiddo = 98 %; CV = 5 %). A metodologia validada foi depois aplicada na
quantificacdo de adutos de nevirapina em duas amostras de Hb isolada de doentes de HIV e os niveis de

adutos obtidos foram de 95 e 92 pmol/g de Hb.

Palavras-chave: Nevirapina, Toxicologia, Adutos de proteinas, Bioactivagdo, Hemoglobina, LC-ESI-

MS.
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Abstract

Nevirapine is the antiretroviral drug most widely used in developing countries. Despite its
beneficial effects, nevirapine is associated with severe cutaneous hypersensitivity and hepatotoxicity.
Recent studies suggest that the bioactivation of its Phase I metabolite, 12-OH-Nevirapine, may be the
cause of these toxic reactions, involving the formation of electrophilic species capable of forming
covalent adducts with proteins. The identification of adducts formed by this bioactivation, pathway with
the N-terminal valine of hemoglobin (Hb) isolated from patients on nevirapine, was already performed.
The analytical procedure initially used involved the use of N-alkyl Edman derivatization method which,
by reaction with phenyl isothiocyanate (PTIC), allowed the detachment of the adduct formed with the
N-terminal of Hb residue, as an hydantoin, which was subsequently analyzed and quantified by liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry by electrospray ionization (LC-ESI-MS/MS).

This work had as initial objective to optimize the experimental procedure involved in the N-
alkyl Edman procedure. The first approach involved the comparison of the sensitivities obtained upon
use of two derivatizing agents: the phenyl isothiocyanate (PITC) and fluorescein isothiocyanate (FITC).
This initial process established that the use of PITC as derivatizing agent led to better results, having
pursued the development and validation of the analytical method for the quantification of this adduct by
liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry (LC-HRMS), using as internal
standard the deuterated derivative of the hydantoin. The analytical method developed showed recovery
of 36 - 57 %, 19 % suppression signal and a limit of quantification (LOQ) of 1,4 ppb (average accuracy
=98 %; CV =5 %). The validated methodology was then used for the quantification of nevirapine
adducts in two Hb samples isolated from HIV patients on NVP and adducts levels obtained were 95 and

92 pmol/g of Hb.

Keywords: Nevirapine, toxicology, protein adducts, bioactivation, hemoglobin, LC-ESI-MS
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1.Introducao




1.1.Nevirapina

A nevirapina (11-ciclopropilo-5,11-di-hidro-4-metil-6H-dipirido[3,2-b:2',3'-e][1,4] diazepina-
6-ona, NVP, 1, Figura 1) foi o primeiro inibidor da transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideos
(NNRTTI) aprovado pela U.S. Food and Drug Administration (FDA). No entanto, presentemente a NVP
continua a ser um dos NNRTIs mais utilizados globalmente, contribuindo para este facto diversos
factores. Nomeadamente, o baixo custo e a sua existéncia sob a forma de genérico justificam o facto da
NVP ser o NNRTI mais utilizado em paises em desenvolvimento (onde o HIV € mais prevalente), sendo
utilizado tanto na prevenc¢do da transmissdo vertical do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) de
mées para filhos como também na terapia combinada antirretroviral (cART)!"*. Adicionalmente, nos
paises desenvolvidos este continua ser o NNRTI de primeira linha indicado por norma para o tratamento
de criancas com idade inferior a 3 anos.”! A alta eficacia deste farmaco, conjuntamente com o facto de
ter um perfil lipidico favoravel® e de poder também ser utilizado durante a gravidez™, sdo factores
adicionais que justificam a grande utilizagdo da NVP nas estratégias terap€uticas anti-HIV.

Apesar da sua eficacia clinica, a utilizacdo da NVP tem sido associada a eventos téxicos, como

[6-8 9-11]

hipersensibilidade cutinea®® e hepatoxicidade® ", que podem ser fatais e muitas vezes levam a
descontinuag¢do da terapia. Estes efeitos tdxicos ocorrem mais frequentemente nas primeiras seis
semanas de toma do farmaco e tém uma incidéncia maior em mulheres com contagem de células CD4

superiores a 250 celulas/mL!"?
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Esquema 1.1. Estrutura da NVP (1), dos seus metabolitos de Fase I, 2-OH-NVP (2), 3-OH-NVP (3), 8-OH-
NVP (4) e 12-OH-NVP (5), 4-carboxi-NVP (6) e dos conjugados com glutationa (GSH) (7 € 8) e N-
Acetilcisteina (NAC) (9 e 10).



1.2. Biotransformacao

O figado recebe cerca de 80 % da corrente sanguinea pelo percurso gastrointestinal ¢ ¢ um dos
maiores responsaveis pelas biotransformagdes de Fase I ¢ Fase IL."*! A biotransformagdo da NVP ocorre
por interac¢do com as enzimas do sistema citocromo P450 (CYP) que conduz a formacao de metabolitos
hidroxilados, nas posi¢des aromaticas (2-, 3-, e 8-hidroxi-NVP) (2-4, Esquema 1) e na posi¢do C12 da
NVP, 12-OH-NVP (5). Ocorre ainda a formacdo do metabolito 4-carboxi-NVP (6), por oxidagdo
secundaria do metabolito 12-OH-NVP. A formacdo dos diferentes metabolitos hidroxilados esta
associada a diferentes isoformas do CYP. A formagdo do metabolito 2-OH-NVP e 3-OH-NVP ¢
mediada exclusivamente pelo CYP3A e pelo CYP2B6, respectivamente, enquanto que o metabolito 8-
OH-NVP ¢ mediado por um grupo de subfamilias CYP3A4, CYP2B6 e CYP2D6. A formagdo do
metabolito 12-OH-NVP ¢ mediada pelo CYP3A4 e pensa-se também ser mediada pelo CYP2D6 e
CYP2C9. As enzimas envolvidas na formag¢ao do metabolito 4-carboxi-NVP ainda sdo desconhecidas.
Todos os metabolitos hidroxilados da NVP formam conjugados glucurénidos que sdo posteriormente

.. . ., . 4
eliminados por via urinaria.!'

1.3. Bioactivacdo e Toxicidade

Muito embora o metabolismo/biotransformagdo tenha como objetivo fundamental transformar
o farmaco em metabolitos mais hidrofilicos, de modo a poder promover a sua excre¢do, muitas vezes
ocorre também bioactivacdo. Este processo consiste na formacdo de metabolitos reactivos capazes de
reagir com bionucleofilos (DNA ou proteinas), formando adutos covalentes que poderdo estar na génese
de eventos toxicos como a carcinogenicidade (no caso dos adutos de DNA) ou reac¢des imunogénicas
(no caso da formacao de adutos com proteinas) (Figura 1). Efectivamente, a bioactivacao de metabolitos
reactivos constitui um dos mecanismos mais frequentes na toxicidade induzida por farmacos.!'>'¥

Apesar de ndo se saber exactamente qual/ais o/os mecanismo/s envolvido/s nas reacgdes
adversas induzidas pela NVP, varios estudos indicam a possibilidade do envolvimento da bioactivagao

deste farmaco. [
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Figura 1.1. Esquema dos mecanismos de bioactivagio e toxicidade. Adaptado de "

A primeira evidéncia de bioactivagdo metabdlica da NVP foi obtida através da analise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) de urina de doentes sob terapia com
NVP, onde foram detectados os mercapturatos na posi¢do C3 da NVP (9) (maioritario) e na posi¢ao C-
12 (minoritario) (10)."*) Muito embora estes resultados sugiram a formagio de metabolitos reactivos
tanto na posicao fendlica como na posicdo C12 da NVP, ¢ esta ultima via de bioactivagdo que tem sido
mais frequentemente ligada a inducdo de reac¢do adversas pela NVP: 1) o metabolito de Fase 11 do 12-
OH-NVP (5), o 12-sulfoxi-NVP (12) (Esquema 1), identificado na urina e plasma de ratos,”'*'®) foi
sugerido como sendo responséavel pela hipersensibilidade cutinea induzida pela NVP!"; 2) a formagio
do derivado quinoide 11, que pode ser gerado por desidratacdo da NVP ou a partir do metabolito 9, foi

sugerido estar envolvido nas reac¢des de hepatotoxicidade.*”
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Esquema 1.2. Metabolitos reactivos da NVP (1), 12-sulfoxi-NVP (12), e derivado quinodide 11, aduto com a
hemoglobina 13, e aduto 14, detectado in vivo por LC-MS, ap6s tratamento da Hb recolhida de doentes sob
terapéutica com NVP por degradacdo de N-alquil Edman.

A primeira evidéncia de que os metabolitos reactivos 11 e/ou 12 subsistem tempo suficiente in
vivo para reagir com bionucle6filos foi dado por Caixas et al.(2012)?'"! Estes autores detectaram o aduto
14 (Esquema 2) apos tratamento da hemoglobina (Hb) isolada de doentes sob terapéutica com NVP,
por degradacdo de N-alquilo Edman seguida por analise de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa de tandem (LC-MS/MS), por comparagdo com padrao sintético. Efectivamente,
este aduto podera ser formado por ataque nucleoéfilo da valina N-terminal da Hb aos metabolitos 11 e
12. Embora este trabalho tenha tido um papel muito importante provando que a NVP pode efectivamente
ser bioactivada a espécies reactivas susceptiveis de reagirem com bionucledfilos, ndo permitiu o
estabelecimento de correlagdes entre a formagdo destes adutos e o diagnostico de eventos toxicos
induzidos pela NVP, ou a identificacdo de factores de risco, dado o reduzido numero de amostras
analisadas e falta de validagdo do método analitico utilizado. Posteriormente, a detec¢do de um aduto
compativel com a ligagdo da Histidina 146 da albumina do soro humano (HSA) com a posi¢do C12

NVP? veio corroborar os resultados anteriormente obtidos por Caixas et al.(2012) Muito embora as



abordagens analiticas usadas por estes dois grupos de investigacdo sejam adequadas para a detecgao de
adutos, para efeitos de quantificacdo, necessaria para o estabelecimento de relagdes risco-beneficio e a
identificagdo de factores de risco, o0 método usado por Caixas et al.(2012) sera mais adequado ndo s6
devido a maior simplicidade do método de tratamento da proteina ap6s recolha como também devido a

existéncia de padrdes sintéticos da hidantoina, 14.

1.4.Metodologias de deteccio e quantificacio de adutos formados com a valina terminal da

hemoglobina

Os metabolitos reactivos (em geral espécies electrofilicas), provenientes da bioactivagao dos
farmacos, s3o compostos quimicos com um periodo de vida muito curto e, consequentemente, torna-se
dificil a sua detecgdo in vivo. Por outro lado, por serem espécies extremamente reactivas conseguem
estabelecer ligagdes covalentes com biomacromoléculas (proteinas, lipidos € DNA), formando adutos
estaveis, com tempos de vida longos, tornando possivel a sua detecgdo e quantificagdo in vivo.*** A
importancia de se poder detectar e quantificar estes adutos deve-se a necessidade de monitorizar a
exposi¢do de tecidos ou orgdos a um determinado agente toxico. Os adutos formados com as proteinas
da Hb e da HSA sao frequentemente utilizados para monitorizar a exposicao a agentes toxicos por serem
facilmente obtidas em grandes quantidades por métodos ndo invasivos. A recolha de 1 mL de sangue
gera aproximadamente 150 mg de Hb (obtida a partir das células vermelhas) e 30 mg de HSA. O tempo
de vida relativamente elevado destas duas proteinas e o facto de os adutos de proteina ndo serem
reparados, tal como acontece com os adutos de DNA, sdo factores adicionais que contribuem para a

acumulagio dos adutos ao longo do tempo facilitando a sua monitorizagio.

A grande utilizagio dos adutos de Hb para a monitorizacdo da exposi¢do a agentes quimicos>*
] deve-se em grande parte ao desenvolvimento do método de degradagio de N-alquil Edman. Este é
um método quimico que, mediante a utilizagdo de um isotiocianato como agente derivatizante, permite
destacar selectivamente os adutos formados com a valina N-terminal da Hb sob a forma de hidantoinas
que sdo analisadas por recurso a técnica hifenada de cromatografia com detec¢@o por espectrometria de

(27281 Uma vantagem adicional deste método prende-se com a simplicidade da metodologia ¢ a

massa’
possibilidade de extrair selectivamente as hidantoinas formadas para um solvente orgénico, o que
minimiza as interferéncias da matriz e possibilita a detec¢do destes adutos com niveis elevados de
sensibilidade por métodos de detecgdo por espectrometria de massa. O sucesso da utilizacdo desta
metodologia para monitorizar a bioativagdo de agentes toxicos deve-se também maioritariamente a
grande acessibilidade dos residuos valina N-terminais da Hb a diferentes xenobidticos e ao facto de uma
grande fraccao destes residuos estar sob a forma ndo ionizada (portanto nucleo6fila) no pH do sangue, o

. . .. ’ O] : r 23
que justifica a grande reactividade destes residuos com espécies reactivas electrofilas.>!



A metodologia de degradacdo de N-alquil Edman desenvolvida inicialmente consistia na
deteccdo e quantificacdo dos adutos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-
MS). Dada a necessidade de volatilizar a amostra, inerente ao método analitico utilizado o reagente
derivatizante utilizado era o pentafluorofenil isotiocianato (PFPITC, 15, Esquema 3). Devido as
propriedades quimicas das moléculas a monitorizar, tornava-se, por vezes, necessario derivatizar

, o crer . 29,30
novamente a molécula por acetilagio ou sililagdo, tornando o método longo e demorado.”*"
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Esquema 1.3. Reaccdo de degradagdo de N-alquil Edman utilizando o reagente derivatizante PFPITC 15. A
formacdo da hidantoina 16, leva a quebra da ligagdo com o resto da proteina ndo modificada 17.

Apesar do método por GC-MS apresentar uma sensibilidade muito alta, devido as caracteristicas
obrigatorias para uma analise por cromatografia gasosa (as moléculas serem volateis, apolares e termo
estaveis), existiam dificuldades em analisar alguns analitos. Desta forma, o desenvolvimento de um
método analitico por cromatografia liquida de alta resolugdo-espectrometria de massa (LC-MS),
resultou no método modificado de degradacdo de N-alquil Edman, com anélises mais rapidas e
abrangentes a uma variedade de moléculas polares e ndo volateis. Este método, utiliza como agente
derivatizante o fenilisotiocianato (PITC, 18, Esquema 4) ¢ o método de preparagdo das amostras

consiste numa extracgio por fase sélida (SPE) que pode ser automatizada.”*'*!
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Esquema 1.4. Reac¢do de degradacdo de N-alquil Edman utilizando o reagente derivatizante PITC 18. A
formacdo da hidantoina 19, leva a quebra da ligagdo com o resto da proteina ndo modificada 17.

Com o aperfeigoamento da metodologia analitica por LC-MS para quantificar adutos com a
valina N-terminal da Hb, testou-se a utilizacdo de diferentes agentes ,derivatizantes para aumentar a
sensibilidade do método.”” A utilizagio do reagente derivatizante fenilisotiocianato de fluoresceina
(FITC, 20, Esquema 5) resultou no desenvolvimento do procedimento de FIRE®."*¥ Segundo varios

estudos, o reagente FITC apresentava uma sensibilidade muito superior a dos reagentes PITC e



PFPITC.*** A utilizagio do reagente FITC para a formagdo da hidantoina, conferia 4 molécula uma

caracteristica fluorescente que lhe permitia ser analisada tanto por LC-MS como por electroforese

capilar acoplada a um detector de fluorescéncia induzida por laser (CE-LIF)."*
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Esquema 1.5. Reac¢do de degradacdo de N-alquil Edman utilizando o reagente derivatizante FITC 20. A
formacdo da hidantoina 21, leva a quebra da ligagdo com o resto da proteina ndo modificada 17.

1.5.Metodologia de deteccdo e quantificacio por espectrometria de massa de alta resolucio

Nos tltimos anos, a espectrometria de massa de alta resolugdo (HRMS) é cada vez mais utilizada

1831 [36]

para variados tipos de aplicagdes, sejam elas na area ambiental”™, alimentar™ ou clinica
(metabolomica)®®”). Esta técnica permite utilizar a aquisi¢io em modo full-scan com alta sensibilidade,
combinada com alto poder de resolugio (>50000 FWHM) e medigio de massa exacta (1-5 ppm).’ A
utilizacdo de HRMS permite anélises répidas, selectivas e robustas para aplicacdes qualitativas e
quantitativas.®™ A possibilidade de guardar grande volume de informagio de dados obtidos do full scan
e a obtencdo de espectros de MS/MS dependentes dos dados com elevada exactiddo de massa, o que
permite uma analise retrospectiva, sdo alguns dos beneficios da utilizagdo de HRMS. A robusteza da
analise em full-scan depende maioritariamente da estabilidade da exactiddo da massa, da precisdo e do
poder de resolucdo em termos de ser capaz de distinguir espécies isobaricas. A confirmagdo da
identidade de cada analito ¢ obtida através da sua massa exacta e da informagdo isotdpica do ido
molecular, que estdo directamente disponiveis na aquisi¢do de full-scan. A informacgdo do espectro de
massa dos ides fragmentados, pode ser adquirida utilizando fungdes especificas.”™ A abordagem mais
comum utilizada nos aparelhos de Q-TOF/MS baseia-se em aquisi¢des dependentes dos dados, para
produzir espectros de MS/MS de alta qualidade. Numa primeira fase de filtragdo, os ides percursores

sdo isolados e depois sdo fragmentados selectivamente.”*!



As regras mais comuns aplicadas para confirmar a presenga do composto alvo nas amostras
analisadas sio:"”
1. Deteccdo da massa exacta com imprecisdo até 5 ppm;
2. Tempo de retencdo do composto analisado ndo pode variar mais de 2,5 % do tempo de
retencdo do padrio;
3. Perfil isotdpico de acordo com a composicao elementar;
4. Fragmentos caracteristicos do composto analisado.

Assumindo que o poder de resolugdo ¢ suficientemente alto para se obter a selectividade
necessaria, as varidveis a serem avaliadas para a validagdo do método sdo muito similares as de
espectrometria de massa de baixa resolucdo (MS).*l Em HRMS, a quantificagdo ¢ feita através da
constru¢do de uma curva de calibracdo, numa gama linear de concentragdes de padrao do metabolito a
analisar. As concentracdes de metabolito sdo estimadas pelas areas obtidas do padrdo em full-scan
versus as areas obtidas do padrdo interno. O limite de quantificagcdo (LOQ) ¢ determinado pela

concentracao de metabolito & qual a razdo de sinal/ruido (S/N) ¢ igual a 10 e o limite de deteccao (LOD)

¢ determinado pela concentragio de metabolito 4 qual a razdo de sinal/ruido (S/N) ¢é igual a 3.5

1.6. Validaciao dos métodos analiticos

A validagdo de um método analitico é o procedimento no qual ¢ provado, através de estudos
laboratoriais, que as caracteristicas de execugdo do procedimento correspondem as exigéncias das
aplicacdes analiticas pretendidas. Estas exigéncias sdo determinadas por regras estabelecidas por
entidades como a FDAP" e a European Medicines Agency (EMEA)*"). Os critérios e pardmetros, abaixo
descritos, sdo as regras estabelecidas pela FDA e EMEA, utilizadas para certificar que foi validado um

método de quantificagdo.

¢ Exactidao
A exactidao de um método analitico descreve a proximidade do valor determinado, obtido pelo
método analitico, em relagio ao valor de referéncia.*"! E determinada pela analise de réplicas
de amostras padrao com concentragdes conhecidas. A exactidao deve ser analisada, no minimo,
com trés niveis diferentes de concentracdo. Cada concentracdo deve ser analisada, no minimo,
cinco vezes. O valor médio determinado para cada concentragdo deve estar dentro dos 15 % do
valor real, excepto para o LOQ, que nio deve desviar mais do que os 20 %. O desvio do valor

determinado em relag@o ao valor de referéncia serve como medida de exactidao.

e Precisao

A precisdo descreve a proximidade das medi¢des individuais repetidas do analito. E usualmente

10



expressa como variagdo, desvio padrdo relativo (RSD) ou coeficiente de variagdo (CV). A
precisdo do método deve ser analisada, no minimo, com trés niveis diferentes de concentragoes
na gama de concentragdes esperadas. Cada concentragdo deve ser analisada, no minimo, cinco
vezes. A precisdo determinada para cada nivel de concentragdo ndo deve exceder os 15 % do

coeficiente de variacdo (CV), excepto para o LOQ, que ndo deve exceder os 20 %.13

Recuperacio

A recuperacdo ¢ definida como a frac¢@o de analito recuperado apds adicao de uma quantidade
conhecida do mesmo na amostra, e ¢ utilizada para a medi¢do da eficdcia do método analitico.
A recuperagdo do analito ndo necessita ser 100 %, no entanto, a concentracdo extraida de analito
e de padrao interno deve ser consistente e reprodutivel. As analises das recuperagdes devem ser
feitas por comparagdo dos resultados analiticos de 3 solugdes dopadas com diferentes
concentracdes (baixa, média e alta) com amostras fortificadas com padrio interno que

representam 100 % de recuperacao (eq. 1).5%

Média das areas obtidas de padrao interno das solugdes Dopadas

Recuperacio (%) = (Eq. 1)

Média das areas obtidas de padrio interno das solugdes Fortificadas

Linearidade

A linearidade de um método analitico ¢ a capacidade de obter resultados de teste que sdo
directamente proporcionais a concentragdo de analito na amostra. Para a determinagdo da
linearidade sdo recomendadas, pelo menos, cinco concentragdes de padrio.*”! Os padrdes fazem
parte da curva de calibracdo. A curva de calibracdo determina a relagdo entre a resposta do

. ~ . . 39
instrumento e as concentra¢des conhecidas do analito.””

Sensibilidade
A sensibilidade do método ¢ definida pela concentragdo minima medida com limite aceitavel

. .~ [43
de exactidio e precisio*’!

, sendo expressa como limite de detecgdo (LOD) e limite de
quantificacdo (LOQ). O LOD ¢ a quantidade minima de analito na amostra que pode ser
detectado sendo determinado pela concentracdo de metabolito & qual a razdo de sinal/ruido
(S/N) ¢ igual a 3. O LOQ ¢ determinado pela concentracdo de metabolito a qual a razdo de

sinal/ruido (S/N) é igual a 10.5”

Selectividade
A selectividade ¢ a capacidade do método analitico de diferenciar e quantificar o analito na
presenga de outros componentes da amostra.’”) Amostras de brancos da matriz biologica

adequada (soro, urina, plasma, ou outras matrizes) devem ser analisadas e obtidas a partir de
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pelo menos seis fontes diferentes. Cada amostra de branco deve ser testada no que respeita a

interferentes ao nivel do LOQ assegurando assim a selectividade do método analitico.

¢ [Efeito Matriz
O efeito matriz ¢ definido como a supressdo do sinal do analito que ocorre devido a outros
componentes da matriz da amostra que comprometem a reprodutibilidade, linearidade e

45,46 . . x
#1 Os compostos da matriz competem com os ides do

exactiddo do método analitico (eq. 2).t
analito durante o processo de ionizacdo, influenciando a eficiéncia de ioniza¢do do analito.*”!
Para minimizar os efeitos da matriz, vérias abordagens podem ser aplicadas para melhorar as
diversas etapas do processo analitico, incluindo a preparacdo da amostra, a separagdo por LC e
a detecgio por MS.P¥!

Média das areas obtidas de padrio interno das Solugdes Fortificadas

Efeito Matriz (%) =1 —

(eq. 2)

Média das areas obtidas de padrio interno das Solugdes Padrio

1.7. Objectivo do trabalho

Pretendeu-se desenvolver e validar um método analitico para quantificagdo de adutos da NVP
formados com a valina terminal da Hb por cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de massa
de alta resolugcdo (LC-HRMS). Para tal, foi necessario optimizar o procedimento de N-alquil Edman,
por comparagdo das sensibilidades de dois adutos de NVP com isotiocianatos diferentes, o FITC e o
PITC, por LC-ESI-MS.

No final, pretendeu-se ainda quantificar adutos da NVP formados com a valina terminal da Hb,

de amostras de doentes infectados com HIV.
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2.Discussao de Resultados
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2.1. Avaliacdo da utilizacdo dos agentes de derivatizacio fenilisotiocianato e isotiocianato de
fluoresceina (FTIC), na metodologia de degradacio de N-alquilo Edman para a deteccido dos

adutos formados entre o carbono C-12 da nevirapina e a valina /N-terminal da Hemoglobina

Uma vez que a sensibilidade dos métodos de detec¢do por LC-MS das hidantoinas obtidas de
degradagdo de N-alquilo Edman depende largamente do tipo de isotiocianato utilizado"™ surgiu a
necessidade de estudar qual o isotiocianato mais adequado para a detec¢do dos adutos formados na
posicdo C-12 da NVP. Para tal, sintetizaram-se os dois adutos padrdo, 12-[5-Isopropil-4-oxo-3-fenil-2-
tioxoimidazolidin-1-il]-NVP 14 e 12-[5-isopropil-4-oxo-3-fluoresceina-2-tioxoimidazolidin-1-il]-NVP
22 (Figura 2), correspondentes as hidantoinas obtidas por utilizagcdo de PITC e FTIC, respectivamente,
na degradagdo de N-alquil Edman dos adutos formados entre a valina N-terminal da Hb e a posi¢do C-
12 da NVP. Posteriormente fez-se uma analise comparativa das sensibilidades obtidas por analise em
LC-ESI-MS de solugdes padrdo preparadas a partir dos padrdes sintéticos. Avaliou-se ainda a
possibilidade da aplicacdo da metodologia de cromatografia liquida por detecc¢ao por fluorescéncia (LC-
FL) para a identificagdes do aduto 22 na gama de concentragdes expectaveis in vivo (0,5 a 5 ppb). Por
ultimo, comparou-se ainda a sensibilidade relativa obtida mediante a utilizacdo destes dois agentes de

derivatizag@o na analise dos adutos formados com a Hb de um doente sob terapia com NVP.

| S
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L A A o
A

14

Figura 2.1. Estruturas das hidantoinas 14 e 22.
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2.1.1. Sintese e caracterizacio aduto 12-[5-isopropil-4-oxo-3-fluoresceina-2-

tioxoimidazolidin-1-il]-NVP (22).

Para a sintese do padrao da hidantoina 22, seguiu-se uma metodologia similar a j& utilizada para
a preparacio da hidantoina 14, que envolve quatro passos reaccionais (Esquema 6):
I.  Oxidacdo da NVP (1) ao metabolito 12-OH-NVP (5)
II. Mesilagdo do metabolito 12-OH-NVP (5)
III. Substitui¢do nucleofilica do éster ao modelo electroéfilo 23

IV. Reaccdo de degradagdo de N-alquil Edman do aduto 24.

H3C0O,S0 O
) LDA 1) EtsN HN
MoOPH 2) Ms-Cl
= / AN
THF seco THF seco \ Y —
0°C

NDONOON
1 5 23
N
_‘
3 5
282 o8
mo Izz eS8
rgT | 2©
5 T
a 5
3
<
(6]
OH A
o) - ) 0
N N HN
0 s HN ! FiTe HN
)kN == \v 1) Dioxano —~ / N
2) KHCO,
Y

v NA

Esquema 2.1. Sintese do aduto com o FITC 22.
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A reacgdo de oxidacdo da NVP ao metabolito, 12-OH-NVP (5), foi efectuada por um

procedimento anteriormente descrito!*”!

, envolvendo a formacdo in situ dos anides na posi¢cdo 12 da
NVP, por adi¢do de um excesso de di-isopropilamideto de litio (LDA) a NVP dissolvida em THF. A
formacdo do anido na posicdo 12 ¢ termodinamicamente favorecida, pelo que a sua formacdo ¢
conseguida com um controlo da temperatura. De seguida, o anido ¢ directamente oxidado pela adigdo
do agente oxidante MoOPH. O produto obtido foi purificado por cromatografia em coluna, obtendo-se
um rendimento de 43 %. A formag¢do do modelo electréfilo 23, a partir do metabolito 12-OH-NVP (5)

foi efectuada adoptando um método ja descrito””

, envolvendo a utilizacdo de cloreto de
metanossulfonilo na presenca de uma quantidade equimolar de trietilamina.
A reaccao do valinato de etilo com o modelo electr6filo 23, decorreu de acordo com um

procedimento ja descrito na literatura!®!

, envolvendo inicialmente a libertacdo da base conjugada do
hidrocloreto do éster por reac¢do com carbonato de potassio em tampao fosfato 50 mM pH = 7,4, seguida
de incubagdo a 37°C durante 3 dias com o modelo electrofilo 23.

Para a formagao da hidantoina 22, efectuou-se a reac¢do do produto 24, com um excesso de FITC em
meio bésico, na presen¢a de hidrogenocarbonato de potassio, numa solugdo de dioxano, a temperatura
ambiente. Incubou-se a mistura reaccional a 60°C durante 72 h. O produto foi isolado e purificado por
cromatografia em camada fina preparativa (c.c.f.p.), tendo-se obtido um rendimento de 5,5 %. O
produto foi analisado por LC-ESI-MS e por RMN (‘"H-RMN e "*C-RMN). Na anélise por LC-ESI-MS
obteve-se um sinal a m/z 753, correspondente & molécula protonada da hidantoina 22. Os espectros de
RMN obtidos ('H RMN, HSQC e HMBC) confirmam a presenca das unidades de NVP ¢ da hidantoina

(Figura 3). Devido a pequena quantidade de aduto formado ndo foi possivel obter-se o espectro de

carbono. Contudo, os sinais de carbono foram extrapolados através da andlise dos espectros

bidimensionais de HSQC ¢ HMBC.
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Figura 2.2. Espectro de 'H-NMR do aduto 22.
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2.1.2. Sintese e caracterizacao do 12-[S-isopropil-4-oxo-3-fenil-2-tioxoimidazolidin-1-il]-NVP

(14).
C0,SO
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Esquema 2.2. Sintese do aduto com o PITC 14.

A sintese do aduto 14 foi efectuada por uma metodologia similar ao descrito em Antunes ez al.'**)

sendo similar a metodologia utilizada para a sintese de 22, nos passos, I, II e III. Para a formacao da
hidantoina 14, utilizaram-se condigdes idénticas as descritas por Bjellaas ez al..** Efectuou-se a reacgio
do produto 24, com um excesso de PITC em meio basico e na presenca de acetato de potassio, numa
solucdo de 2-propanol (40 %) em agua, a temperatura ambiente. Apds 18 h, a mistura reaccional foi
analisada por HPLC-DAD, tendo-se observado existir ainda material de partida por reagir. Assim, para
promover o consumo total do material de partida incubou-se a mistura reaccional a 45°C durante 2 h. O
produto foi purificado por HPLC semi-preparativo, tendo-se obtido com um rendimento de 29 %.
Quando o composto foi analisado por LC-ESI-MS obteve-se um sinal a m/z 499 que corresponde a
massa da molécula protonada. Quando analisado por espectrometria de massa de tandem (MS/MS)
obteve-se um padrio de fragmentagdo idéntico ao anteriormente descrito®). O fragmento a m/z 265

correspondente a perda da unidade de NVP a partir da molécula protonada do aduto 14. A analise por
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MS? deste fragmento gerou dois fragmentos a m/z 237 e 223 correspondentes a perda dos grupos

carbonilo e ciclopropilo, respectivamente, a partir do fragmento a m/z 265.
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Figura 2.3. Espectro de MS/MS do aduto 14.

2.1.3 Comparaciao dos resultados obtidos por anilise de LC-ESI-MS de solucdes padrao dos
adutos 14 e 22.

Tendo em conta as concentragdes de aduto 14 detectadas em Caixas et al.*'!, entre 0,5 ppb e 5
ppb, para a analise da sensibilidade dos adutos 14 e 22 por LC-ESI-MS, prepararam-se duas solucdes
de concentracdes diferentes (0,5 e 5 ppb) a partir de uma solugdo padrao stock de aduto 14 e 22, de
concentracao 0,5 mg/mL. As solugdes padrao foram analisadas por MS/MS do ido a m/z 499 e 753, por
ordem crescente de concentragdo. Os sinais obtidos por analise do aduto 14 apresentavam uma area
consideravel mesmo para a concentracdo mais baixa de 0,5 ppb. No entanto, a analise do aduto 22 ndo
revelou qualquer sinal nesta gama de concentragdes. Apenas se conseguiu detectar sinal para o aduto
22, quando se analisou a solucdo mae de aduto com concentracdo de 0,5 mg/mL. Os resultados obtidos
permitiram concluir que a ionizagdo do aduto 22 ¢ muito menos efectiva em relagdo ao aduto 14, nas

condic¢des de analise, muito provavelmente devido a estabilidade da molécula 22.
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2.14. Comparacio do método de degradacio de N-alquil Edman utilizando
fenilisotiocianato e isotiacianato de fluoresceina, na analise LC-MS de adutos de nevirapina

formados com a hemoglobina isolada de doentes sob terapéutica com este farmaco.

Apesar de nas solucdes padrdo de aduto 22 ndo se ter observado sinal na gama de concentragdes
onde foram detectados os adutos por Caixas ef al.(2012)"), procedeu-se a analise de uma amostra de
um doente infectado com HIV. Como o procedimento de degradagdo de N-alquil Edman utilizando o
FITC, para amostras de Hb isolada de doentes, incluiu um passo de purificacdo por extraccdo em fase
solida de troca anidnica, pensou-se que este poderia aumentar o sinal. Para tal, compararam-se trés
métodos diferentes de degradacdo de N-alquil Edman, a partir de uma amostra de doente de HIV.

Os métodos utilizados foram:

1. Degradagdo de N-alquil Edman utilizando o FITC, descrito por Stedingk et al.(2010)""
2. Degradagdo de N-alquil Edman utilizando o PITC:
29]

2.1. Método I, descrito por Térnqvist (1994)!
2.2. Método 11, descrito por Bjellaas et al.(2007)"

No método de degradagdo de N-alquil Edman com o FITC (Esquema 8), a formacdo da
hidantoina ocorre em meio basico numa solugdo aquosa de 0,5 M KHCO3/2-propanol (2:1, v/v). Estudos
anteriores demonstraram que as hidantoinas obtidas com o agente derivatizante, FITC, apresentavam
uma maior sensibilidade quando analisadas por LC-MS, comparativamente as obtidas com outros
agentes de derivatizagdo. Contudo, neste trabalho, a semelhanga do que havia acontecido para as
solucdes padrao de 22, a amostra de Hb recolhida do doente que foi sujeita ao processo de degradagao

33]

de N-alquilo Edman descrito por Stedingk et al. (2010)"* ndo apresentou qualquer sinal quando

analisada por LC-MS/MS do ido a m/z 753 correspondente a molécula diprotonada de 22.

1) FITC Extracgdo em fase .
20 mg Hb 2) Sol. Aquosa 0,5 M 1,5ha30C s6lida de troca Analise por
KHCO;/2-propanol anibnica LC-MS/MS
(2:1, v/v)

Esquema 2.3. Degradagdo de N-alquil Edman utilizando o FITC.

A degradacdo de N-alquil Edman com o PITC pode ser realizada utilizando dois métodos

diferentes ja descritos!?**

, em que a principal diferenga reside no solvente utilizado como meio
reaccional para a formagdo da hidantoina. O método I, utiliza uma solu¢do de dimetilformamida (DMF)

(Esquema 9) enquanto que o método I, utiliza uma solugdo de 40 % 2-propanol/H,0O.
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Extracgao
1) PITC 1) 2ha37 (O: liquido-liquido Analise por
2) DMF 2) 1,5ha45C (3x1 mL acetato de LC-MS/MS
etilo)

20 mg Hb

Esquema 2.4. Degradagdo de N-alquil Edman utilizando o PITC, método I.

Quando se analisaram, por LC-MS/MS do sinal a m/z 499 correspondente a molécula protonada
de 14, as amostras de Hb sujeitas aos processos de degradagdo com PITC, apenas a amostra obtida pelo
método II apresentou um sinal no cromatograma, confirmando o padrado de fragmentagao j& descrito em
Caixas ef al.(2012)*!Y Muito provavelmente a presenca de DMF nas amostras obtidas pelo método I
pode suprimir o sinal do espectrémetro de massa, observando-se assim um decréscimo da sensibilidade.
Assim sendo, concluiu-se que para andlise dos adutos de NVP por LC-MS o melhor procedimento a
adoptar serd a utilizacdo de PTIC como agente derivatizante, usando uma solugdo de de 40 % 2-

propanol/H,O como solvente de derivatizacdo (Esquema 10).

1) PITC Extracgio
2)  40% 2- 1) 18hata. liquido-liquido Anélise por
20 mg Hb propanol/H,0 2) 2had45cC (3x1 mL acetato de LC-MS/MS
v/v) etilo + 3x1 mL éter)

Esquema 2.5. Degradagdo de N-alquil Edman utilizando o PITC, método II.

2.1.5. Analise do aduto 22 por cromatografia liquida por detec¢ao de fluorescéncia

Tendo em conta os resultados obtidos por analise de 22 por LC-MS experimentou-se uma
abordagem alternativa para o detectar. O facto do aduto 22 ter na sua constituicdo uma molécula de
fluoresceina oferece a possibilidade deste aduto poder ser analisado por técnicas de LC-FL, em analogia
com o que ja foi reportado por outros autores na analise de adutos similares””. Anteriormente a analise
da sensibilidade do aduto com o FITC por LC-FL, foi necessario determinar os maximos de excitagdo
e de absorg¢do deste aduto a diferentes valores de pH. Desta forma, prepararam-se duas solugdes de aduto
22: solu¢do A) contendo 0,5 mg de aduto 22 diluidas em 5 mL de uma solucdo ACN/H,O com 0,1 %
de 4cido formico, pH = 7 e solugdo B) contendo 0,5 mg de aduto 22 diluidas em 5 mL de uma solucao
de ACN/H,O com 5 % de hidréxido de amonia, tendo-se obtido espectros de absor¢do e espectros de
emissdo das mesmas. Os resultados obtidos permitiram concluir que a fluorescéncia do aduto em meio
alcalino pH > 8 (Aexcitagdo = 480 nm, Améx emissdo = 529 nm, & = 13822,5 M'em™) (Figura 5) ¢
muito superior em comparagdo a fluorescéncia do aduto em meio acido pH < 7 (hexcitacdo = 440 nm,
Amax emissdo = 548 nm, & = 547,6 M"'cm’") (Figura 6), como seria espectavel pelas estruturas do aduto

22 (Esquema 6).
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Figura 2.4. Espectros de excitagdo e emissdo do aduto 22 em meio alcalino, pH > 8.
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Figura 2.5. Espectros de excitagdo e emissdo do aduto 22 em meio acido, pH < 7.

Como a hidantoina 22, em meio alcalino, apresentava maior fluorescéncia, analisaram-se por
cromatografia liquida acoplada a um detector de fluorescéncia (LC-FL) solucdes de 22, preparadas em
tampao ACN/H,0 contendo 2 mM de acetato de amoénia pH 8, na mesma gama de concentracdes das
analisadas por LC-ESI-MS. Na analise das solugdes padrao observou-se que apenas na solucdo mae e
na solucdo de trabalho de aduto 22, com concentragdes de 0,5 mg/mL e 5 ug/mL respectivamente, se
obteve sinal. Analisou-se também a mesma amostra do doente infectado com HIV analisada
anteriormente por LC-ESI-MS, que foi evaporada a secura e redissolvida no mesmo tampao utilizado
para preparar as solugdes padrdo a pH 8. Apesar de se ter detectado sinal, os resultados obtidos ndo
permitiram concluir se o sinal observado correspondia ao aduto 22 ou se seria devido a um excesso de

FITC que tivesse ficado por reagir na solugao.
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2.2 Desenvolvimento e optimizacio do método analitico para a quantificacdo do aduto 14.

Depois de identificado qual o melhor método de degradagdo de N-alquil Edman para a hidantoina
em estudo, foi necessario proceder ao desenvolvimento do método analitico. A metodologia adoptada
para quantificagdo do aduto 14 baseia-se na utilizagdo de um padrio interno, que deve ter as mesmas
propriedades fisico-quimicas que o analito que se quer quantificar. Desta forma, o melhor padrao interno
que se poderia utilizar seria um derivado do aduto 14 isotopicamente marcado, pois teria a recuperagao

de extraccdo, o tempo de reten¢do e o padrao de fragmentacdo similar ao do andlogo nao deuterado.

2.2.1. Sintese do padrio interno

A sintese do padrao interno efectuou-se de forma similar a do aduto 14 e 22, descrita em Antunes
et al.(2010)"*), seguindo a mesma metodologia nos passos, I e I (Esquema 5 e 6). Apos a formagio
do modelo electrofilo 23, efectuaram-se mais trés passos reaccionais:

L. Reaccgao de esterificacdao da valina-dy
II. Substituicao nucleofilica do éster 26, ao modelo electréfilo 23

III. Reacc¢do de degradacio de N-alquil Edman do aduto 27

o
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Esquema 2.6. Sintese do padrdo interno 28.
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Para a esterificagdo da valina-ds, gerou-se in situ o cloreto de acido por reac¢gdo com uma
quantidade equimolar de cloreto de tionilo. A reaccdo foi efectuada em etanol na presenca de peneiros
moleculares (4A). O sal de hidrocloreto 26, foi seco no excicador com NaOH sob vacuo. Obteve-se um
solido branco com um rendimento de 95,65 %. O produto foi analisado por LC-ESI-MS tendo-se obtido
um sinal a m/z 154 correspondente & massa da molécula protonada e, quando analisado por
espectrometria de massa de tandem (MS/MS), apresentou um sinal a m/z 80 que corresponde a perda do
grupo éster.

A reaccdo do éster deuterado 26, com o modelo electrofilo 23 foi efectuada por um
procedimento similar ao utilizado para a formagio do aduto ndo deuterado 24,*! envolvendo
inicialmente a libertacdo da base conjugada do hidrocloreto do éster 26, por reaccdo com carbonato de
potéssio em tampao fosfato 50 mM pH = 7,4, seguida de incubagdo a 37°C durante 3 dias com o modelo
electrofilo 23. A unica alteracdo ao método utilizado anteriormente para o analogo ndo deuterado foi a
utilizagio de DMF (e ndo THF)*® como solvente organico para a dissolugdo do éster e do 12-MsO-
NVP. Esta modificagdo foi necessaria para contornar a maior insolubilidade do éster deuterado nas
condic¢des anteriormente utilizadas. O produto obtido 27, nesta reacgdo foi confirmado por injec¢ao no
HPLC-DAD e evaporado a secura para seguir reac¢do com o PITC.

Para a formagdo da hidantoina 28, efectuou-se a reac¢do do produto 27, com um excesso de
PITC em meio basico, na presenga de acetato de sédio, numa solucao de 2-propanol (40 %) em agua, a
temperatura ambiente. Apds 18 h, a mistura reaccional foi analisada por HPLC-DAD, tendo-se
observado existir ainda material de partida por reagir.

Assim, para promover o consumo total do material de partida incubou-se a mistura reaccional a
45°C durante 2 h. O produto foi purificado por HPLC semi-preparativo, tendo-se obtido com um
rendimento de 4,5 %. Quando o composto obtido foi analisado por LC-ESI-MS, obteve-se um sinal a
m/z 506. Este sinal apresenta menos uma unidade de massa em relagdo a molécula protonada do aduto,
28, esperado, indicando que muito provavelmente houve a troca de um deutério por um protao no passo
final de formacao da hidantoina. Poder-se-4 explicar esta troca devido ao carécter acidico do deutério
na posi¢do o da valina. O aduto deuterado, quando analisado por espectrometria de massa de tandem
(MS/MS), apresentou um padrio de fragmentacdo similar ao apresentado pelo seu analogo ndo
deuterado™, sendo observado o fragmento a m/z 265 correspondente a perda da unidade de NVP a
partir da molécula protonada do aduto 28. A anélise por MS® deste fragmento gerou dois fragmentos a
m/z 237 e 223 correspondentes a perda dos grupos carbonilo e ciclopropilo, respectivamente, a partir do
fragmento a m/z 265. Também por LC-MS/MS, verificou-se que este padrao deuterado sintético contém
aproximadamente 1% de padrdo ndo deuterado, sendo esta contaminagdo contabilizada na construgdo

de curvas de calibragdo e na quantificacdo de metabolito (LOD).
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29
Figura 2.6. Estrutura do aduto deuterado utilizado como padrio interno, 29.

2.2.2. Optimizacio das condicdes de degradacio de N-alquil Edman dos adutos da valina terminal

da hemoglobina.

Para a optimizagdo das condi¢des de degradagdo de N-alquil Edman, utilizou-se um

procedimento j4 descrito por Bjellaas et al.(2007)"*

no qual, a 20 mg de Hb foram adicionados 950 uL
de uma solugdo de 40 % 2-propanol/H,O (v/v), 50 uL. de uma solugdo de acetato de potassio e ainda 5
uL de PITC. A mistura reaccional resultante foi incubada a t.a. durante 18 h e depois a 45°C durante 2
h. Evaporou-se o 2-propanol sob pressao reduzida e adicionou-se adgua (1 mL). O produto foi extraido
com acetato de etilo (3x1 mL) e éter (3x1 mL). No final, juntaram-se as fases organicas e evaporou-se
a secura. O so6lido obtido foi redissolvido numa solugdo de 50% metanol/H,O para ser analisado por
LC-MS (Esquema 12).

Reaciio de degradacio de N-alquil Edman

1° Passo 2° Passo
AW {_\ 1) 18hat. ambiente
Adicionar 20 mg Hb 2) 2ha45cC
+950 pL de 2-propanol/H,0 40% (v/v) —_—
o + 50 pL de CH;COOK \ )
\'/  +5puL dePITC \// 3°Passo
Evaporar o
2-propanol

4° Passo
Adicionar | mL H,O
Extracgdes liquido liquido (3x1
mL acetato de etilo + 3x1 mL
éter)

& D

5° Passo

Juntar as fases
orgéanicas

3

1) Evaporar asecura
6° Passo 2) Reconstituirem 100 pL
metanol/H,0 50:50 (v/v)

Esquema 2.7. Procedimento experimental da degradacdo de N-alquil Edman dos adutos da valina terminal da
Hb.
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A analise de adutos de NVP formados com a valina terminal da Hb por LC-ESI-MS/MS foi
realizada anteriormente por Caixas ef al.(2012), utilizando espectros de transi¢des MS® do aduto
protonado para aumentar a selectividade do método.”"! A desvantagem desta técnica é que ao aumentar
a selectividade da andlise, diminui a sensibilidade do método. A utilizagdo de LC-HRMS permite a
analise dos adutos directamente em auto-MS/MS obtendo uma elevada sensibilidade e selectividade, na
medida em que a confirmagdo do aduto ¢ obtida através da sua massa exacta, da informagao isotopica e
fragmentagao do ido (pseudo)-molecular (Figura 8).

A separagdo cromatografica realizou-se com um fluxo de 150 uL/min, utilizando como fase
movel um gradiente linear de acetonitrilo, contendo 0,1 % de acido férmico (eluente A), e H,O, contendo
0,1 % de acido formico (eluente B): dos 0 aos 2 minutos elui¢do isocratica de 5 % de B, dos 2 aos 15
minutos gradiente de 5 - 100 % de B, dos 15 aos 20 minutos eluicdo isocratica de 100 % de B, dos 20
aos 22 minutos gradiente de 100 - 5 % de B, dos 22 aos 30 minutos elui¢do isocratica de 5 % de B. O
volume de injecg¢do utilizado foi de 5 uL. Os espectros de massa foram obtidos em full-scan e MS/MS
e a confirmacdo do analito foi feita através da massa exacta, do seu perfil isotopico e fragmentagdo. Para

a quantificacdo, utilizou-se o padrao interno 29.

Figura 2.7. (A) Cromatograma idnico obtido por extrac¢do do ido de m/z 499,1911 de uma solucdo dopada
(188 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrado interno 29); (B) espectro de massa do aduto 14, apresentando a
distribuicdo isotdpica.

2.2.3. Primeira abordagem para o estudo da linearidade do método

Para testar a linearidade do método, construiu-se uma curva de calibracdo para seis solugdes de
diferentes concentragdes de solucdo padrao (940, 650, 470, 188, 94 ¢ 0 ppb de aduto 14 contendo 90
ppb de padrdo interno 29). Obteve-se uma curva de calibrac¢do linear com um declive de 0,0191 e um
coeficiente de correlagdo (r*) de 0,99617, o que significa um bom ajuste para a curva de calibragdo.
Todas as solugdes foram feitas em quadruplicado e o desvio do valor nominal das concentracdes nao

excedeu os 10 %.
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Curva de Calibracao
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Figura 2.8. Primeira curva de calibrac¢do para as concentragdes testadas numa gama de 0 — 940 ppb de aduto 14
contendo 90 ppb de padrdo interno 29.

2.2.4. Exactidio e Precisio do método

Para validar o método foi necessario realizar ensaios intra e inter dia. Numa primeira
abordagem, realizaram-se ensaios intra dia e determinaram-se os RSD, a exactiddo e a recuperagdo para
trés niveis diferentes de amostras dopadas de concentragdes de aduto padrao (650,470 e 94 ppb de aduto
14 contendo de 90 ppb de padrdo interno 29). A exactiddo dos ensaios foi avaliada por comparagdo do
valor da média experimental com o valor nominal das concentracdes de trés solugdes dopadas
independentes (940, 470 e 188 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrio interno 29, num total de 5
amostras por nivel de concentragdo e por dia, em dois dias diferentes). A precisdo dos ensaios foi
estimada pelos coeficientes de variagcdo obtidos dos ensaios intra dia.

Os resultados dos ensaios do primeiro dia dos inter e intra dia mostraram que a exactiddo esta
dentro dos 15% admitidos pela FDA e EMEA mas a precisdo para a solugdo de 94 ppb de aduto padrao
14 contendo 90 ppb de padrao interno 29, esta superior aos 15 % admitidos, o que sugere um erro de

preparagdo da amostra.
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Tabela 2.1. Resultados obtidos para a exactiddo, precisdo, recuperagdo e efeito matriz para o primeiro dia de inter dia.

Amostras Concentracio Concentragao Média SD RSD | Exactiddo @ Recuperacio Supressiao
(ppb) real (ppb) (ppb) (%) (%) (") (%) Sinal (%)
la 650 523 557 43 8 86 17 18
1b 650 503
lc 650 573
1d 650 604
le 650 583
2a 470 415 419 22 5 89 17
2b 470 409
2c 470 446
2d 470 389
2e 470 437
3a 94 111 95 17 17 101 18
3b 94 112
3c 94 75
3d 94 83
3e 94 93
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2.2.5. Efeito de matriz e Recuperacio

O efeito matriz foi testado e estimado pela razdo entre as areas dos picos provenientes de
amostras fortificadas com 90 ppb de solu¢do de padrio interno, isto €, amostras que passam pelo mesmo
processo experimental (Esquema 12) mas que, no final, sdo reconstituidas com padrao interno, e as
areas de padrdo interno obtidas de uma solugdo de padrao (188 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de
padrdo interno 29).

Para o estudo da recuperagdo foram preparadas trés solugcdes dopadas de concentragdes (650,
470 e 94 ppb de aduto 14 com 90 ppb de padrio interno 29). A recuperacdo das extrac¢des foi calculada
pela razdo entre as areas obtidas de padrdo interno das amostras dopadas em funcdo das areas obtidas
de padrao interno das amostras fortificadas com 90 ppb de padrio interno 29 (Esquema 13). As amostras
fortificadas foram realizadas em triplicado.

A recuperagdo obtida para cada concentragdo de analito para o primeiro dia de inter dia foi muito
baixa, nomeadamente, entre 17 a 18 %. Portanto, foi necessario testar em qual/quais do/dos passos

envolvidos na degradacdo de N-alquil Edman seria o principal responséavel pela perda de analito.

1° Passo 3° Passo 4° Passo 6° Passo 7° Passo
. 5° Passo Adicionar
< A 2° Passo & {\ 1) 18hat ambiente <, Evaporar o &y {\ 3x1 mL de %
Adicionar Evaporar & secura Adicionar20 mg Hb  2) 2had5C 2-propanol Adicionar acetato de etilo
100 pL ——— +950 uL de 1mLH,0 >
2 |~/ desolugdo | 2-propanol/H,O | “‘
] \/ padrio ex.: Vo 40% (viv) v
= (650 ppb aduto 14 +50 uL CH3;COOK ‘ 82 Passo
E - + ?0 ppb padrio +5 uL PITC Centrifugar
3 interno 29) %\ﬁ 3 min.
53
E] +
(% 1) Evaporar asecura Extrair e juntar as
—
2) Reconstituirem 100 pL U fases orgdnicas
metanol/H,0 50:50 (v/v) (3x0,7 mL)
1° Passo 3° Passo 4° Passo 6° Passo
5° Passo
< ) 2" Passo I 1) 18hat. ambiente <y Evaporar o £\ X
Adicionar Evaporar a secura Adicionar20 mg Hb ~ 2) 2ha45°C 2-propanol Adicionar
—_—
2 100 pL' +950 uL de | 1mLh0
2 || de solugdo || 2-propanol/H,O '\ /
& \/ metanol/H,O ' 40% (viv) v
= 50:50 (v/v) + 50 uL CH;COOK ‘ 82 Passo
“E T +5 pL PITC Centrifugar
% 3 min.
E o
% 1) Evaporar asecura Extraire juntar as
2) Reconstituirem 100 pL fases orgénicas
de padrao interno 29 (3x0,7 mL)
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Esquema 2.8. Descrigdo da metodologia experimental utilizada para estudar a recuperagao.



2.2.6. Optimizacdo da metodologia experimental para aumentar a recuperacio do método

analitico

A primeira abordagem para aumentar a recupera¢do do método analitico foi comparar as
recuperacdes obtidas por extracgdo liquido-liquido (ELL), reduzindo o numero de extracgdes s6 para
trés de acetato de etilo, e por extraccdo em fase solida (EFS) usando uma fase estacionaria de RP18.
Para tal, partiu-se de 6 solugdes padrao de 470 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrao interno 29,
e seguiu-se a reac¢do de degradagdo de N-alquilo Edman até ao passo 4, como descrito no Esquema 12.
Destas solugdes, trés seguiram o passo 5 e 6 utilizando a extrac¢do liquido-liquido enquanto que as
outras trés solucdes foram extraidas por fase so6lida, recorrendo a cartuchos HLB C18, tendo sido
utilizado 3x1 mL de acetonitrilo para a sua eluicdo. Foram também feitas seis solugdes de amostras
fortificadas com 90 ppb de padrao interno 29, que foram extraidas como as acima descritas, trés solucdes
por ELL e as outras trés por EFS.

Os resultados descritos na Tabela 2 mostram que as extrac¢des por EFS e ELL apresentam
percentagens de recuperagdo muito semelhantes, o que indica que, muito provavelmente, o erro ndo

advém do método de extrac¢do mas sim de um passo anterior.

Tabela 2.2. Diferentes métodos de extrac¢ao e as suas respectivas recuperagoes.

. Concentracio . ~ Recuperacio
Ensaio Método de extrac¢ao
(ppb) ¢ (%)
1 470 EFS 7
2 470 ELL 5

A segunda abordagem foi testar a influéncia da polaridade do solvente utilizado para reconstituir
os analitos antes da andlise por espectrometria de massa (Esquema 12, passo 7). Testaram-se varios
procedimentos:

1. Reconstituir em 100 uL de metanol;
2. Reconstituir em 50 pL de metanol, levar 5 minutos aos ultrassons e depois adicionar mais 50

pL de H,O.

3. Reconstituir em 100 pL de uma solugdo previamente preparada de 50 % metanol/H,O (v/v).

Como se pode observar na Tabela 3, os resultados foram muito semelhantes. Notou-se apenas
uma ligeira melhoria quando se utilizou 100 % de metanol na reconstitui¢cdo. Apesar do resultado ndo
ter sido significativo o suficiente para resolver a questdo da baixa percentagem de recuperagdo, passou-
se a utilizar 100 uL. de metanol para reconstituir as solugdes e avangou-se para o estudo dos passos das

extraccoes.
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Tabela 2.3. Diferentes métodos de reconstituicao e as suas respectivas recuperacoes.

Ensaio Concentracio Método de Recuperacio
(ppb) reconstituicio (%)
1 188 LD 130
metanol
50 pL metanol
2 188 +50 uL H,0 99
100 pL
. L metanol/ H,O 10
4 188 metanol/H,O
5 188 metanol/H,O

De seguida, testou-se a influéncia da ordem de adigdo dos solventes aquoso e orgéanico apds a
evaporacdo do 2-propanol (Esquema 12, passo 5). Os resultados obtidos (Tabela 4) mostram que a
ordem de adi¢do do solvente orgénico e solvente aquoso ¢ indiferente, pois as areas obtidas de ambos

sdo muito idénticas. Assim sendo, manteve-se a ordem de adicdo de H,O e depois o acetato de etilo.

Tabela 2.4. Diferentes métodos de extrac¢ao e as suas respectivas recuperagoes.

Ensaio Concentracio Método de Recuperacio
(ppb) extracio (%)
1° acetato de etilo—
1 188 2° H,0 98
2 188 1° H,0-2 .acetato 100
de etilo

3 188 -
4 188 -

No passo de extraccdo liquido-liquido, testou-se ainda se efectivamente a presenca de 2-
propanol poderia influenciar a extrac¢ao do aduto e se a utilizagdo de ultrassons poderia ou ndo facilitar
este processo. Estes ensaios foram efectuados com uma solugdo padrao (188 ppb de aduto 14 contendo
90 ppb de padrio interno 29) na presenga e na auséncia de 20 mg de Hb.

Os resultados obtidos, presentes na Tabela 5, mostram que na presenca de Hb a diferenca da
percentagem de recuperacao na presenca de 2-propanol ¢ apenas 14 %, o que ndo ¢ significativo para a
percentagem de perda que se estd a verificar, ou seja, a maior perda de produto esta relacionada com a
presenca de Hb na reac¢do. Como se pode observar, pelos resultados obtidos para os ensaios 1 e 2, ou
seja, amostras dopadas sem Hb, as recuperagdes sdo de 67 a 72 %, enquanto que nos ensaios 3 e 4,

utilizando o mesmo método de extrac¢do a recuperacdo desce drasticamente para os 30 a 44 %.
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Tabela 2.5. Diferentes métodos de extraccdo com e sem a presenga de 2-propanol no meio de extrac¢do e as suas respectivas recuperagoes.

Ensaio  Concentracio (ppb) Massa de Hb (mg) Método de extracao Recuperacio (%)

1 188 0 sem 2-propanol 67

2 188 0 com 2-propanol 72

3 188 20 sem 2-propanol 30

4 188 20 com 2-propanol 44

5 188 20 sem 2-propanol, 30
com ultra-sons

6 188 20 com 2-propanol, 40
com ultra-sons

7 188 0 -

8 188 0 -
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Tendo em conta estes resultados, colocou-se a hipotese do aduto poder estar a ficar retido na
Hb. Para testar esta hipdtese, testou-se o processo de ELL para duas quantidades de Hb diferentes (20 e
80 mg) e testou-se a inclusdo de um passo adicional envolvendo a desnaturagdo da Hb antes do inicio
das extrac¢des e, depois de uma primeira extrac¢do com acetato de etilo, aquecendo a mistura reaccional
a 60°C durante 15 minutos (sec¢do 5.4.1.5.). Estes ensaios foram mais uma vez efectuados a partir de
uma solugdo 188 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrio interno 29, e foram realizados em
duplicado.

Como se pode observar na Tabela 6, os resultados mostram que ao se utilizar menor quantidade
de Hb, existe menos possibilidade do aduto ficar retido e, por conseguinte, as percentagens de extrac¢ao
aumentam. Outra consideracdo a ter em conta é que utilizando o passo de aquecimento, apos uma
primeira extrac¢do, a percentagem de recuperacdo aumenta dos 20 % para os 33 %, o que significa que
o aduto 14 ndo se degrada com o aumento da temperatura e, ainda, a desnaturacdo da proteina ajuda a

liberta-lo.
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Tabela 2.6. Diferentes métodos de extraccao com e sem aquecimento a 60 °C, para diferentes quantidades de Hb e as suas respectivas recuperagoes.

Ensaio Cong;;]tjr)agéo Massa Hb (mg) Método de extragao Recuperacdo (%)
la 188 20 Antes do aquecimento 60°C
1b 188 20 Antes do aquecimento 60°C 3
2a 188 20 Depois do aquecimento 60°C
2b 188 20 Depois do aquecimento 60°C 26
3a 188 20 Sem aquecimento
3b 188 20 Sem aquecimento 20
4a 188 80 Antes do aquecimento 60°C
4b 188 80 Antes do aquecimento 60°C o
5a 188 80 Depois do aquecimento 60°C
5b 188 80 Depois do aquecimento 60°C ’
6a 188 80 Sem aquecimento
6b 188 80 Sem aquecimento a
Ta 188 0 -
7b 188 0 -
Te 188 0 -
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A optimizacdo das condi¢des experimentais para degradacdo de N-alquil Edman permitiram
chegar ao procedimento descrito no Esquema 14. Como se pode observar, as alteragdes realizadas em
relacdo ao procedimento do Esquema 12, foram a diminui¢do do nimero de extrac¢des de seis (trés de
acetato de etilo mais trés de éter) para trés de acetato de etilo, e o acréscimo do passo de aquecimento a

60 °C, apos uma primeira extrac¢do com acetato de etilo, para desnaturar a proteina.

Reacio de degradacgio de N-alquil Edman optimizada

1° Passo 2° Passo

N {\ 1) 18hat.ambiente

Adicionar 20 mg Hb 2) 2ha45C
+950 uL de 2-propanol/H,0 40% (v/v)
|| +50puL de CH;COOK

\ “-‘ +5 }J,L de PITC 3° Passo

Evaporar o

2-propanol
4° Passo prop

Adicionar 1| mL H,O
Extracgdo liquido-liquido
1 mL acetato de etilo

6° Passo % {-\

5° Passo

{-\ Extracgdo liquido-liquido (2x1 15 minutosa 60 °C
Q Z ——

mL) acetato de etilo

7° Passo
Juntar todas as fases

orgénicas

1) Evaporar asecura

8° Passo 2) Reconstituirem 100 pL metanol

Esquema 2.9. Descri¢do da metodologia de degradagdo de N-alquil Edman optimizada.
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2.3. Validacao do método de quantificacio optimizado

2.3.1. Linearidade do método

As solugoes de aduto padrdo 14 foram preparadas individualmente a partir de uma mistura de 50
% metanol/H,O (v/v). A resposta obtida, a partir das razdes das areas de aduto padrdo ndo deuterado
versus as areas de padro interno, foi linear numa gama de concentracdes de aduto 14, de 0 — 940 ppb
contendo 90 ppb de padrao interno 29. Obteve-se uma curva com declive de 0,0173 e com coeficiente
de correlagdo (r’) de 0,9861. As sete solugdes de concentracdes diferentes foram analisadas em

duplicado e os desvios obtidos dos valores nominais ndo excederam os 15 %.

Curva de calibracao
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s 2 - «®
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Valores nominais de concentragdo (ppb)

Figura 2.9. Curva de calibracdo optimizada para as concentragdes testadas numa gama de 0 — 940 ppb de
aduto padrdo 14 contendo 90 ppb de padrao interno 29.
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2.3.2. Exactiddo, Precisio, Efeito de matriz e Recuperacio

O método foi validado pelos ensaios dos inter e intra dias feitos para trés niveis de concentragdes
diferentes de aduto 14 (940, 470 e 188 ppb) contendo 90 ppb de padrido interno 29, ja com a nova
metodologia de degradagdo de N-alquil Edman optimizada (Esquema 14).

Em ambos os dias, os valores obtidos para os desvios dos valores nominais ndo excederam os
10 % e os RSD foram sempre inferiores a 10 % (excepto para o LOQ, onde o valor de RSD foi de 15
%).

O efeito matriz foi testado e estimado pela razdo entre as areas dos picos provenientes de uma
amostra fortificada com 90 ppb de solugdo de padrdo interno e as areas obtidas da solucdo padrdo (188
ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrao interno 29). A supressdo de sinal obtido para o primeiro dia
foi de 13 % e para o segundo dia foi de 24 %.

Para o estudo da recuperagdo foram preparadas trés solugcdes dopadas de concentragdes (650,
470 e 94 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrio interno 29) que foram submetidas ao procedimento
experimental descrito acima (Esquema 14). As recuperacdes das extracgdes foram calculadas pela razao
das areas obtidas das amostras dopadas em funcdo das areas obtidas das amostras fortificadas com 90
ppb de padrdo interno 29. As amostras fortificadas foram realizadas em triplicado.

A média das percentagens obtidas para a recuperagdo em ambos os dias foi de 43 % para o 1°

dia e 46 % para o 2° dia.
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Tabela 2.7. Resultados obtidos para o primeiro dia dos ensaios inter e intra dia.

Amostras Concentracio Concentracio Média SDh RSD | Exactiddo Recuperacio Supressio
(ppb) Real (ppb) (ppb) (“o) (“o) (“o) (%) Sinal (%)
la 940 830 874 46 5 93 36 13
1b 940 819
lc 940 904
1d 940 895
le 940 921
2a 470 453 452 28 6 96 50
2b 470 488
2c 470 458
2d 470 410
2¢ 470 449
3a 188 184 184 12 7 98 41
3b 188 198
3¢ 188 196
3d 188 172
3e 188 172
Amostra Fortificada 0 1
Amostra Fortificada 0 2
Amostra Fortificada 0 1
Sol. Padrio 188 202
Sol. Padrio 188 202
Sol. Padrio 188 213
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Tabela 2.8. Resultados obtidos para o segundo dia dos ensaios inter e intra dia.

Amostras Concentracio Concentracio Média SD RSD | Exactidio Recuperacio Supressio
(ppb) Real (ppb) (ppb) (%) (") (%) (%) Sinal (%)
la 940 988 953 91 10 101 36 24
1b 940 1028
lc 940 817
1d 940 1029
le 940 904
2a 470 507 514 16 0 109 44
2b 470 523
2c 470 489
2d 470 525
2e 470 527
3a 188 165 174 13 0 92 58
3b 188 192
3¢ 188 161
3d 188 167
3e 188 183
Amostra Fortificada 0 1
Amostra Fortificada 0 2

Sol. Padrao 188 189

Sol. Padrao 188 207

Sol. Padrao 188 201
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2.3.3. Limite de deteccao (LOD) e limite inferior de quantificacio (LLOQ)

O limite de deteccao (LOD) foi estimado pela média das concentragdes obtidas para as amostras
fortificadas, ou seja, o LOD ¢ de 1,39 ppb.

O limite inferior de quantificacdo (LLOQ) foi estimado pela anélise de duas solu¢des dopadas
com diferentes concentragdes (30 e 15 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrao interno 29, num total
de 5 amostras por composto) e determinou-se a concentragdo minima a qual o desvio do valor nominal
da concentragdo e o coeficiente de variagdo nao excederam os 20 %. O valor obtido para o LLOQ foi

de 15 ppb.
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Tabela 2.9. Resultados obtidos para o estudo de determina¢do do LLOQ.

Amostras | Comeentragio | Concentracio Média SD RSD Exactiddo Recuperagio Su[s)il‘::;%
(ppb) Real (ppb) (ppb) (%) (%) %) %) ina

la 30 26 28 2 9 92 46 13
1b 30 30

lc 30 27

1d 30 30

le 30 26

2a 15 17 15 2 13 102 45

2b 15 14

2c 15 18

2d 15 14

2e 15 14
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2.4. Anadlise das amostras dos doentes pelo método validado

Tendo em conta o método optimizado, foram analisadas duas amostras de dois doentes que tomam
NVP hé mais de 3 anos. Os resultados obtidos (Tabela 10) mostram que foram encontrados adutos nos

dois doentes com concentragdes na ordem dos 95 pmol/g e 92 pmol/g de Hb.

Tabela 2.10. Dados dos pacientes analisados e respectivas concentragdes de aduto obtidas.

Amostra Anos de toma Sexo Concentracio
de NVP pmol/g de Hb

Doente 1 9 M 95

Doente 2 13 F 9

2.5. Conclusoes

Optimizou-se e validou-se a metodologia de degradacdo de N-alquil Edman para a identificagdo e
quantificacdo de adutos formados entre o carbono C-12 da NVP e a valina N-terminal da Hb, por LC-
HRMS. O método foi testado em duas amostras de doentes infectados com HIV sob a terapéutica com
NVP e foram obtidos bons resultados.

De futuro, pretende-se analisar um maior numero de amostras de doentes infectados com HIV para
se estabelecer correlacdes entre os niveis de adutos encontrados e os eventos téxicos mencionados.

Pretende-se ainda identificar os factores de risco que estdo envolvidos na formacao de adutos.
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3. Procedimento Experimental
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3.1. Incluséo de pacientes, recolha de dados clinicos e amostras de sangue

As amostras de sangue foram recolhidas por punc¢do venosa no Centro Hospitalar de Lisboa
Central, EPE. Este trabalho foi realizado em concordancia com a Declaragdo de Helsinki. O protocolo
de estudo recebeu aprovacio prévia da Comissdo de Etica do Centro Hospitalar de Lisboa Central, EPE
(nimero do processo 32-CHLC) e do Hospital Prof. Doutor Fernando Fonseca, EPE (nimero do
processo CA 21/2011), e também foi aprovado pela Comissdo Nacional de Proteccdo de Dados (numero
do processo 6567/2009).

Todos os pacientes deram o seu consentimento escrito e a sua adesdo foi controlada por
questiondrio pelo clinico. Todos os pacientes eram adultos infectados com HIV documentados, que
receberam tratamento continuo com NVP contendo regime de cART (400 mg uma vez todos os dias)
por mais de um més, independentemente do seu passado terapéutico. O critério de exclusdo foi definido
como sendo menor de 18 anos de idade, condi¢des definidas de HIV, e complicacdes associadas. Os
dados clinicos recolhidos para cada paciente foram: idade, género, etnia, peso e altura, tempo de toma
de NVP, carga viral, contagens de células CD4 T, e parametros lipidicos (HDL, LDL, TG e TC). As

amostras de sangue foram recolhidas por punc¢do venosa.

3.2. Reagentes, Solventes e Materiais

A nevirapina foi adquirida a Cipla (Mumbai, India), a L-valina-ds foi fornecida pela Cambribge

Isotope Laboratories, Inc., Andover, MA, USA. Todos os restantes reagentes e solventes foram
fornecidos pela Sigma-Aldrich. O reagente fenilisotiocianato de fluoresceina (FITC) foi purificado
segundo um método ja descrito.”®! Sempre que necessario, os solventes foram purificados e secos de
acordo com os métodos padronizados.”"!
Para a realizagdo das cromatografias em camada fina (c.c.f.) e camada fina preparativa (c.c.f.p.) foram
utilizadas placas de silica gel GF254 da Merck com espessura 0.2 mm e 0.5 mm, respectivamente. A
deteccdo dos compostos foi feita por irradiacdo de raios ultravioleta (UV) a 254 nm ou com revelador
de ninidrina, seguido de calor. A cromatografia em coluna foi realizada com Silica Gel A60 da Merck
70-230 mesh, e o eluente usado foi CH,CIlp/AcOEt (8:2, v/v).

Para as extrac¢des em fase solida (SPE) de troca anidnica utilizaram-se cartuxos OASIS MAX
da Waters e de RP18 utlizaram-se cartuxos OASIS HLB C18 da Waters.

Para as SPE, condicionou-se a coluna com metanol (3 mL), de seguida lavou-se com H,O (6 mL)
e depois de secar adicionou-se a amostra (3 mL) (pH = 12/14). Adicionou-se uma solug¢do de 5 %
hidréxido de amonia (5 mL) e lavou-se novamente a coluna com metanol (4 mL). A eluigdo foi feita
com uma solucdo de 0,5% de acido ciano acético em ACN/H,O (v/v) (5 mL).

Para as filtragdes com filtro de crivagem molecular, utilizaram-se AMICON (10 kDa) da Waters.
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3.3. Equipamento

A cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) foi efectuada com um aparelho Dionex Ultimate
3000, equipado com uma bomba UltiMate 3000 da Dionex, injector automatico Rheodine 27385, loop
de 1000 pL e detector UltiMate 3000 Photodiode Array da Dionex. A coluna analitica utilizada foi uma
Phenomenex Luna C18 100 A (250 x 4,60 mm, i.d., tamanho da particula 5 pm) com um fluxo de 1
mL/min e a coluna preparativa utilizada foi uma Phenomenex Luna C18 100 A (250 x 10 mm, i.d.,
tamanho da particula 5 pm) com um fluxo de 3 mL/min. A fase movel utilizada para a coluna analitica
foi um gradiente linear de tampao H,O com 0,1 % de 4cido férmico (eluente C) e ACN (eluente A): dos
0 aos 30 minutos gradiente de 95 - 30 % de C, dos 30 aos 32 minutos gradiente de 30 — 0 % de C, dos
32 aos 40 minutos elui¢do isocratica de 100 % de A. A fase movel utilizada para a coluna preparativa
foi um gradiente linear de tampao H,O com 0,1 % de 4cido férmico (eluente B) e ACN (eluente A): dos
0 aos 30 minutos gradiente de 95 — 30 % de B, dos 30 aos 32 minutos gradiente de 30 — 0 % de B, dos
32 aos 37 minutos eluicdo isocratica de 100 % de A, dos 37 aos 39 minutos gradiente 0 - 95 % de B e

por fim dos 39 aos 44 minutos eluig¢do isocratica de 95 % de B.

Os espectros de massa foram obtidos por aparelho Ion trap LC-MS com duas bombas
cromatograficas 210-LC com um injector automatico da ProStar 410, loop de 20 pL e detector da
ProStar 335 Photodiode Array, acoplado a um espectrometro de massa LCQ Fleet'™ Ion trap da Thermo
Scientific.. A coluna analitica utilizada foi uma Phenomenex Luna C18 100 A (150 x 2,0 mm, i.d.,
tamanho da particula 3 pm) com um fluxo de 0,2 mL/min. A temperatura do forno da coluna foi 30 °C.
A fase movel utilizada foi um gradiente linear de tampao dgua com 0,1 % de acido férmico (eluente A)
e ACN (eluente B): aos 0 minutos tem-se 95 % de A e 5 % de B, dos 0 aos 30 minutos gradiente de 95
—30% de A, dos 30 aos 35 minutos gradiente de 30 — 0 % de A, dos 35 aos 40 minutos eluigdo isocratica
de 100 % de B, e dos 40 aos 45 minutos gradiente linear de 0 — 5 % de A. O volume de injecg¢ao utilizado
foi de 20 uL.

O espectrometro de massa foi operado em modo positivo e os parametros optimizados foram:
temperatura do capilar: 300 °C; voltagem do capilar a 28 V; voltagem do spray de ides a 4,5 kV; fluxo

do gas de varrimento a 5 a.u.; fluxo do gas auxiliar a 10 a.u.; fluxo do gas de arrefecimento a 35 a.u.

As andlises por LC-FL foram realizadas num aparelho de cromatografia liquida da Shimadzu LC-
10ADVP, com duas bombas cromatograficas Shimadzu FCV-10ALVP, com um injector automatico da
Shimadzu SIL-20AC, loop de 100 pL e detector da Shimadzu SPD-10AVP UV-Visivel, acoplado a um
detector de fluorescéncia Shimadzu RF-10AXL. A coluna analitica utilizada foi uma Phenomenex Luna
C18 100 A (150 x 2,0 mm, i.d., tamanho da particula 3 um) com um fluxo de 0,8 mL/min. A temperatura

do forno da coluna foi 30°C. A fase movel utilizada foi uma eluicdo isocratica 70:30 (v/v) de 4gua com
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2 mM de acetato de amodnia (eluente A) e ACN (eluente B). O volume de injeccdo utilizado foi de 20

ul.

A optimizagdo e a validagdo do método analitico por cromatografia liquida (Dionex Ultimate
3000 RSLC nano) acoplada a espectrometria de massa de alta resolugdo (LC-HRMS), usando um
espectrometro de massa quadrupolo-tempo de voo (Q-ToF), Impact II, Bruker. A separacdo
cromatogréfica realizou-se com uma coluna Kinetex C18 100 A (2,1 x 150 mm, 1,7 um) mantida a
35°C, com um fluxo de 150 uL/min. A fase modvel utilizada foi um gradiente linear de ACN contendo
0,1 % de acido foérmico (eluente A) e H,O contendo 0,1 % de 4cido férmico (eluente B): dos 0 aos 2
minutos elui¢do isocratica de 5 % de B, dos 2 aos 15 minutos gradiente de 5 - 100% de B, dos 15 aos
20 minutos eluicdo isocratica de 100 % de B, dos 20 aos 22 minutos gradiente de 100 - 5 % de B, dos
22 aos 30 minutos elui¢do isocratica de 5 % de B. O injector automaético foi arrefecido aos 8°C e o
volume de injec¢do utilizado foi de 5 uL. A andlise foi efectuada numa fonte de electrospray (Bruker)
operando em modo positivo e os parametros optimizados foram: voltagem do capilar a 4500 V; gama
de massa/carga: 50 a 1000 m/z; nebulizador: 40 psi; fluxo do gas de secagem: 8 L/min; temperatura de
secagem: 200°C; velocidade de aquisi¢do: 3 Hz; modo de aquisi¢do: Andlise de dados dependente (auto-
MS/MS) com lista de precursores (499,1911 e 506,2350 m/z); tempo de ciclo: 3 s.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de protdo ('H-RMN) foram obtidos num
espectrometro Bruker Avance III 300 ou Bruker Avance III 400 operando a 300 MHz e 400 MHz,
respectivamente. Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear de carbono 13 (*C-RMN) foram
obtidos num espectrometro Bruker Avance 111 400 e Bruker Avance III Plus 500, operando a 100,6 MHz
e 120,8 MHz, respectivamente. Os desvios quimicos sdo expressos em partes por milhdo (ppm) em
relacdo ao tetrametilsilano (TMS), e as constantes de acoplamento (J) em Hz. Em cada situagdo sera
indicado o solvente usado bem como os dados obtidos que serdo apresentados da seguinte forma: Nucleo
estudado (solvente): desvio quimico (8, ppm) [intensidade relativa (nH, como numero de protdes),
multiplicidade (s -singuleto; d - dupleto; t - tripleto; dd - duplo de dupleto; m - multipleto), constante de

acoplamento (J, Hz) e atribui¢@o na molécula].

A elucidagdo estrutural de todos os compostos sintetizados foi efectuada com base na anélise dos
resultados obtidos nas experiéncias bidimensionais. As experiéncias de Heteronuclear Single Quantum
Coherence (HSQC), Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) e Homonuclear Correlation

Spectroscopy (COSY) foram efectuadas usando os programas de pulso standard da Bruker.
Os espectros de emissao e de absor¢cdo de uma solugdo contendo 0,5 mg de aduto 22 diluido em

ACN/H,0 (1:1, v/v) com 0,1 % de 4cido férmico, pH < 7 e de uma solucdo contendo 0,5 mg de aduto
22 diluido em ACN/H,O (1:1, v/v) contendo 5 % de hidréxido de amoénia, pH > 8, foram obtidos por
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um fluorimetro Horiba-Jobin Yvon Fluorolog-3 e por um espectrofotdémetro Jasco V-660 com um
controlador de temperatura. Os espectros de emiss@o foram realizados em scans de 1 em 1 nm dos 500

aos 750 nm. Os espectros de absor¢ao foram realizados em scans de 1 em 1 nm dos 800 aos 350 nm.

3.4. Sintese dos padroes

3.4.1. Sintese do aduto 12-[S-isopropyl-4-oxo-3-fenil-2-tioxoimidazolidin-1-il]-NVP, 14.

3.4.1.1. Preparacido do complexo hexametilfosforamida (oxodiperéxido)(piridina)

molibdénio (MoOPH)™

Adicionou-se H,O, (150 mL) a MoO; (30,0141 g). A mistura reaccional foi colocada num banho
de 4gua com temperatura controlada, aproximadamente 40°C. Apds o periodo exotérmico (30 minutos)
a mistura ficou a 35°C durante 3,5 h até formar um sélido branco suspenso na solu¢do. A mistura foi
arrefecida a 20°C, filtrada a vacuo sob uma camada de celite.

O filtrado foi arrefecido a 10°C num banho de gelo e adicionou-se 36 mL de HMPA gota-a-gota durante
5 minutos. Obteve-se um precipitado de cristais amarelos. Apds mais 15 min de reacc¢do o precipitado
foi filtrado sob véacuo. Os cristais obtidos foram transferidos para um erlenmeyer a que se adicionou
uma quantidade minima de metanol (25 mL) de modo a dissolver os cristais a 40°C sob agitacdo. A
solugdo saturada foi colocada no congelador durante a noite. Obtiveram-se cristais amarelos que foram
filtrados em vacuo e lavados com metanol gelado (30 mL). O sélido obtido de MoOsH,O' HMPA, com
um rendimento de 14 % (23,8 g) foi desidratado, protegido da luz, num excicador com pentoxido de
fosforo sob vacuo durante dois dias, até peso constante. Obteve-se um so6lido amarelo de MoO5S HMPA
(22,0 g), que foi dissolvido em THF anidro (100 mL) sob agitagdo numa atmosfera de azoto. A 20°C foi
adicionada piridina (5 mL) gota-a-gota durante 10 min. Formou-se um precipitado amarelo que foi
filtrado em vacuo e lavado com THF anidro e éter etilico anidro. Os cristais obtidos foram transferidos
para um frasco escuro e desidratados num excicador com 6xido de fésforo sob vacuo durante 2,5 h.

Obteve-se o produto s6lido MoO5PyHMPA com um rendimento de 83,3 % (42 g).

3.4.1.2. Preparacio de 11-ciclopropil-5,11-di-hidro-4-(hidroximetil)-6H-dipirido-[3,2-
b:2’,3’-e]diazepina-6-ona, (12-OH-NVP, 5)

A uma solugdo de nevirapina (3 g, 11,28 mmol, 1.0 eq.) em THF (120 mL), sob fluxo de azoto
e num banho de gelo, adicionou-se gota a gota LDA (7 mL, 53 mmol, 1,3 eq.). A solugdo foi

posteriormente arrefecida a -40°C e foi adicionado LDA (20 mL, 151,5 mmol, 1,3 eq) durante 1 min.
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Apos a adicdo de MoOPH (6 g, 18,5 mmol, 1,6 eq.) a mistura foi agitada a -40°C durante 3h. No final
adicionou-se 100 mL de NH4Cl saturado para parar a reac¢do. A fase aquosa foi saturada com NaCl e o
produto foi extraido com acetato de etilo (5x100 mL). Juntaram-se as fases organicas recolhidas e secou-
se com sulfato de magnésio anidro. O produto foi filtrado o solvente foi destilado a secura num
evaporador rotativo. O s6lido amarelo esbranqui¢ado obtido (mistura de NVP com 12-OH-NVP) que
foi purificado por cromatografia em coluna CH,Cl,/AcOEt (8:2, v/v). Obteve-se 12-OH-NVP, sob a
forma de um solido esbranquigado, com um rendimento de 43 % (1,36 g). "H-NMR (DMSO, d): §
9,72 (1H, s, troca com D,0O, NH), 8,51 (1H, dd, J=4,77 ¢ J=1,98, H9), 8,19 (1H, d, J=4,9, H2), 8,01
(1H, dd, J=7,6 e J=1,98, H7), 7,25 (1H, d, J=4,9 H3), 7,19 (1H, dd, J=7,59 e J=4,77 HS), 5,55 (1H, m,
OH), 4,75 (1H, dd, J=15,5 e J=6 H12), 4,53 (1H, dd, J=15,2 e J=4,6 H12), 3,63 (1H, m, H13), 0,89 (2H,
d, J/=6,78 H14 ou H15), 0,41-0,29 (2H, m, H14 ou H15). Os sinais obtidos estdo de acordo com os

descritos descrito na literatura.’’!

3.4.1.3. Preparacio de 11-ciclopropil-5,11-di-hidro-4-metil-(metanossulfoximetil)-6H-
dipirido-[3,2-b:2’,3’-e]diazepina-6-ona, (12-MsO-NVP, 23)

A uma solugdo de 12-OH-NVP (109,4 mg, 0,3893 mmol, 1.0 eq.) foram adicionados
trietilamina (70 uL, 0,506 mmol, 1,3 eq.) e cloreto de mesilo (39 uL, 0,506 mmol, 1,3 eq.) em THF seco
(8 mL). A mistura reacional foi agitada durante 40 minutos num banho de 4gua e gelo. No final,
adicionou-se 38 mL de 4gua e o produto foi extraido com diclorometano (5x12 mL). As fases organicas
foram reunidas, secas com sulfato de magnésio anidro ¢ o solvente foi evaporado a pressdo reduzida.
Obteve-se um solido amarelo com um rendimento de 87,20 % (95,4 mg). '"H-NMR (CDCly): 8 9,33
(1H, s, troca com D,0, NH), 8,55 (1H, dd, /=4,68 ¢ J=1,6 H9), 8,33 (1H, d, /=4,88 H2), 8,15 (1H, dd,
J=15,2 e J=7,4 H7), 7,15 (1H, d, J=4,9 H3), 7,09 (1H, dd, J=2,72 HS), 5,39-5,26 (2H, m, H12), 3,77-
3,64 (1H, m, H13), 2,83 (3H, s, CH3), 0,93-0,85 (2H, m, H14 ou H15), 0,49-0,48 (2H, m, H14 ou H15).

. . . ~ . . 50
Os sinais obtidos estio de acordo com os descritos na literatura.>”

3.4.1.4. Formacio do aduto 12-(valinato de etilo-N"-il)-NVP, 24

A uma solug¢do hidrocloreto de valinato de etilo (39,28 mg, 0,27054 mmol, 3,9 eq.) em tampao
fosfato 50 mM pH = 7,4 (2 mL) adicionou-se KHCO3 (37,39 mg, 0,271 mmol, 3,9 eq.). A solucdo obtida
foi incubada a 37°C durante 30 min, apds o que se adicionou uma solu¢do de 12-MSO-NVP (25 mg,
0,0698 mmol, 1,0 eq.) em THF (200 uL). A reacg¢ao foi incubada a 37°C durante 27 h. No final evaporou-
se o solvente sob pressdo reduzida. A reaccdo foi controlada por HPLC-DAD. A formagao do aduto foi

comprovada por comparagdo com um padrdo existente no laboratério.
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3.4.1.5. 12-[5-Isopropil-4-oxo-3-fenil-2-tioxoimidazolidin-1-il]-NVP, 14.

A uma solu¢do de mistura reaccional obtida no ponto IIL3.1.4. (40 mg), 40 % de 2-
propanol/H,O (v/v) (1,9 mL) adicionou-se uma solu¢do de acetato de potassio 5 M (100 uL), e ainda
PITC (10 uL). A mistura reaccional resultante foi incubada a t.a. durante 18 h e depois a 45°C durante
2 h. Evaporou-se o 2-propanol sob pressao reduzida e adicionou-se H,O (1 mL). Extraiu-se com acetato
de etilo (3x1 mL) e éter (3x1 mL). Juntaram-se as fases orgénicas e evaporou-se a secura. A mistura
reaccional foi purificada por HPLC semi-preparativo, tendo-se obtido um so6lido branco com um
rendimento de 29,30 % (6,1 mg). MS (ESI): m/z 499 [MH]"; 265 [M-C,H4,N,0S]". Os sinais obtidos

~ - - 21
estdo de acordo com os descritos na literatura.*

3.4.2 Sintese do aduto 12-[S-isopropyl-d~4-0x0-3-fenil-2-tioxoimidazolidin-1-il]-NVP, 29.

3.4.2.1 Preparacio do éster etilico da L-valina-d§

Preparou-se uma solucdo de L-valina-d8§ (25 mg, 0,1997 mmol, 1,0 eq.) em etanol (1 mL) na
presenca de peneiros moleculares 4A. Apos arrefecimento da solugdo a 0°C adicionou-se cloreto de
tionilo (15 uL, 199,7 umol, 1,0 eq.). A solugdo obtida foi posteriormente refluxada a 100°C durante 2
h. A reaccdo foi controlada c.c.f. (eluido com uma solugdo 2:1 metanol/H,O (v/v), revelagdo com
ninidrina). No final das 2 h transferiu-se a reac¢do para um baldo tarado, evaporou-se o etanol a secura
e adicionou-se mais etanol (2x2 mL) e evaporaram-se novamente os solventes no rotavapor. O produto
final foi seco sob vacuo na presenga de NaOH. Obteve-se um sélido branco, com um rendimento de

95,6 % (30,3 mg). MS (ESI): m/z 154 [MH]"; 80 [M-C;H0,]".

3.4.2.2. Formacio do aduto 12-(valinato de etilo-ds-N"-il)-NVP, 27.

A uma solugdo de valina-d§ (27,5 mg, 0,176 mmol, 1,0 eq.) em DMF (2,67 mL) foi adicionada
uma solugdo de K,CO; (25 mg, 0,176 mmol, 1,0 eq.) em tampao fosfato 50 mM pH = 7,4 (1,3 mL). A
solucdo foi incubada durante 30 minutos e depois foi-lhe adicionada uma solucdo de 12-MSO-NVP
(170 mg, 0,529 mmol, 3,9 eq.) em DMF (400 uL). A mistura reaccional resultante foi incubada a 37°C
durante 3 dias. No final evaporou-se o solvente sob pressdo reduzida. A reac¢do foi controlada por

HPLC-DAD.
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3.4.2.3. 12-[S-isopropyl-d ~4-0x0-3-fenil-2-tioxoimidazolidin-1-il]-N VP, 29.

A uma solucdo da mistura reaccional obtida no ponto 111.3.2.2. (27,5 mg), 40 % 2-propanol/H,O
(v/v) (1,3 mL) adicionou-se uma solugdo de acetato de potassio 5 M (69 uL), e ainda PITC (7 uL). A
mistura reaccional resultante foi incubada a t.a. durante 18 h e depois a 45°C durante 2 h. Evaporou-se
0 2-propanol sob pressao reduzida e adicionou-se H,O (1 mL). Extraiu-se com acetato de etilo (3x1 mL)
e éter (3x1 mL). Juntaram-se as fases orgénicas e evaporou-se a secura. A mistura reaccional foi
purificada por HPLC semi-preparativo, tendo-se obtido um sélido branco com um rendimento de 4,5 %
(1,5 mg). MS (ESI): m/z 506 [MH]"; 265 [M-C,H4,N,0S]"; 237 [M-C;3H¢DsN,0,8]" e 223 [M-
C,sH;;DgN,0OS]".

3.4.3. Sintese do aduto 12-[5-isopropyl-4-0x0-3-fluorescein-2-tioxoimidazolidin-1-il]-NVP 22.

A uma solugdo do aduto 12-(valinato de etilo-N®-il)-NVP, 23, (preparado de acordo com o
procedimento descrito no ponto 111.3.1.4.) (9,9 mg, 0,0242 mmol, 1,0 eq.). em dioxano (0,6 mL)
adicionou-se uma solu¢do aquosa de 0,125 M de KHCO; (164 puL). A mistura resultante foi incubada
durante 5 min a t.a. ap6s o que se adicionou uma solucdo de FITC (21,4 mg, 0,0549 mmol, 1,13 eq.) em
dioxano (1mL). A mistura reaccional foi aquecida a 60°C durante 72 h e monitorizada por c.c.f. [acetato
de etilo/Hexano (6:4, v/v)]. Adicionou-se HCI (109 pL) e H,O (4 mL) e fizeram-se extrac¢des com
acetato de etilo (1x4 mL). Ap6s evaporagao do solvente da fase organica sob pressdo reduzida, o produto
foi purificado por c.c.f.p. [metanol/CH,Cl, (1:9, v/v)]. Obteve-se um so6lido amarelo fluorescente com
um rendimento de 5,5 % (1,0 mg). "H-NMR (MeOD, d,): 4 8,53 (1H, m, NH), 8,26 (2H, d, J=5,1 OH),
8,15 (1H, m, H9-NVP), 8,01 (1H, d, J=6,9 H7-Hidantoina), 7,74 (2H, dd, J=8,3 e J=23,4 H1I-
hidantoina ¢ H2-NVP), 7,36 (1H, m, H10-hidantoina), 7,31 (1H, d, /=15 H7-NVP), 7,24 (2H, m, H8 ¢
H3-NVP), 6,77-6,6 (6H, m, xanteno), 3,78 (1H, s, H5-hidantoina), 3,65 (1H, s, H12-NVP), 2,54 (1H,
m, H15-hidantoina), 2,41 (1H, m, H13-NVP), 1,25 (3H, d, /=4 H16 ou H17-hidantoina), 1,16 (2H, m,
H14 ou H15-NVP), 0,98 (3H, d, J/=6,9 H16 ou H17-hidantoina), 0,93-0,90 (2H, m, H14 ou H15-NVP).
BC-NMR (MeOD, d,): & 140,3 (C9-NVP), 135,2 (C11-hidantoina), 129,4, 113,4, 102,7 (C-xanteno),
126,1 (C10-hidantoina), 126 (C7-hidantoina), 119,9 (C7-NVP), 119,5 (C8/C3), 70,1 (C12-NVP), 29,9
(C5-hidantoina), 29,3 (C15-hidantoina), 26,7 (C13-NVP). MS (ESI): m/z 753 [MH]". FL: (0,5 mg de
aduto X diluido em H,O/ACN, (1:1, v/v), com 0,1% tampao fosfato pH 7) Aexcitacdo 440 nm, Aemissdo
548 nm (max); (0,5 mg de aduto 22 diluido em H,O/ACN, (1:1, v/v), com 5 % NaOH pH 4) Aexcita¢do

480 nm, Aemissdo 529 nm (max).
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3.5. Comparacio dos diferentes métodos de degradaciio de N-alquil Edman

3.5.1 Comparacao da intensidade dos dois sinais obtidas por analise de LC-ESI-MS de solugdes

padrio dos adutos 14 e 22

3.5.1.1. Aduto padrio 14

Solucao padrao stock do aduto 14: pesou-se 0,5 mg de aduto 14 para um eppendorf de 1 mL
e perfez-se o volume com uma solu¢do 50 % ACN/H,0 (1:1, v/v), obtendo-se uma solugdo final com

uma concentracao de 0,5 mg/mL.

Solucdes de trabalho de aduto 14: foram obtidas a partir de 10 uL. da solugd@o padrao stock do
aduto 14 diluindo-a em 1000 uL de uma solugdo 50 % ACN/H,O (1:1, v/v). Obteve-se uma solugdo

com concentragdo final de 5 ug/mL.

Solucdo mae de aduto 14: foram obtidas a partir de 10 uL. da solucao de trabalho de aduto 14
diluindo-a em 1000 uL de uma solugao 50 % ACN/H,O (1:1, v/v). Obteve-se uma solucao final com

uma concentracao de 50 ng/mL.

Solucdes analisadas de aduto 14: foram obtidas a partir de (10, 20, 40, 60, 80 e 100 uL) da
solu¢do mae do aduto 14 diluindo-a em 1000 uL de uma solug¢ao 50 % ACN/ H,O (1:1, v/v). Obtiveram-

se seis solugdes finais com concentracdes de aduto 14 de: 0,5, 1, 2, 3, 4 e 5 ppb.

3.5.1.2. Aduto padrio 22

Solucio padrio stock do aduto 22: pesou-se 0,5 mg de aduto 24 para um eppendorf de 1 mL

e perfez-se o volume com uma solu¢do 50 % ACN/H,0 (1:1, v/v), obtendo-se uma solugdo final com

uma concentracao de 0,5 mg/mL.

Solucdes de trabalho de aduto 22: foram obtidas a partir de 10 uL. da solug@o padrao stock do
aduto 22 diluindo-a em 1000 uL de uma solugdo 50 % ACN/H,O (1:1, v/v). Obteve-se uma solugao

com concentragdo final de 5 ug/mL.
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Solucdo mae de aduto 22: foram obtidas a partir de 10 uL. da solucdo de trabalho de aduto 22
diluindo-a em 1000 uL de uma solugao 50 % ACN/H,O (1:1, v/v). Obteve-se uma solucao final com

uma concentracao de 50 ng/mL.

Solucdes analisadas de aduto 22: forma obtidas a partir de (10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 uL) da
solu¢do mae do aduto 22 diluindo-a em 1000 uLL de uma solugdo 50 % ACN/H,0 (1:1, v/v). Obtiveram-

se seis solugdes finais com concentragdes de aduto 22 de: 0,5, 1, 2, 3, 4 e 5 ppb.

3.5.2. Comparacdo da intensidade dos sinais obtidos por andlise de LC-ESI-MS apoés
degradacio de N-alquil Edman da Hb isolada de doentes

3.5.2.1. Usando como reagente derivatizante o isotiocianato de fluoresceina (FITC)

A 20,4 mg de Hb adicionou-se uma solugdo aquosa de 0,5 M KHCO; em 2-propanol (2:1, v/v)
(0,8 mL) e FITC (6 mg, 0,0154 mmol, 1,0 eq.). Incubou-se durante 1 h 30 a 60°C. Apds filtragcdo com
um filtro de crivagem molecular, adicionou-se uma solug¢do de 5 % de hidroxido de amonia (1,5 mL)
para acertar o pH para 14 e fez-se uma separagdo por SPE de troca anidnica. Obteve-se um liquido
amarelo claro que foi evaporado a secura e finalmente redissolvido em metanol para ser analisado por

LC-MS.

3.5.2.2. Usando como reagente derivatizante o fenil-isotiocianato (PITC)

3.5.2.2.1. Meétodo 1

A 20,2 mg de Hb adicionou-se uma solugdo de DMF (0,6 mL), uma solu¢do de 1 M NaOH (26
uL) e PITC (6 uL). Incubou-se durante 2h a 37°C e depois 1,5 h a 45°C. Adicionou-se H,O (2,4 mL).
Extraiu-se com acetato de etilo (3x0,8 mL). Juntaram-se as fases organicas e evaporou-se a secura. O

solido obtido foi redissolvido em metanol para ser analisado por LC-MS.

3.5.2.2.2. Método I1

A 20,3 mg de Hb adicionou-se uma solugao de 40 % 2-propanol/H,O (v/v) (950 uL), uma solucao
de acetato de potassio 5 M (50 uL), e ainda PITC (5 uL). A mistura reacional resultante foi incubada a
t.a. durante 18 h e depois a 45°C durante 2 h. Evaporou-se o 2-propanol sob pressdo reduzida e

adicionou-se H,O (1 mL). Extraiu-se com acetato de etilo (3x1 mL) e éter (3x1 mL). Juntaram-se as

52



fases organicas e evaporou-se a secura. O s6lido amarelo obtido foi redissolvido em metanol para ser

analisado por LC-MS.

3.53. Andlise do aduto 22 por cromatografia liquida acoplada a um detector de

fluorescéncia (LC-FL).

Solucao padrao stock do aduto 22: pesou-se 0,5 mg de aduto 22 para um eppendorf de 1 mL
e perfez-se o volume com uma solugdo 50 % ACN/H,O (1:1, v/v) contendo 2 mM de acetato de amonia,

obtendo-se uma solucdo final com uma concentragao de 0,5 mg/mL.

Solucdes de trabalho de aduto 22: foram obtidas a partir de 10 uL. da solugdo padrao stock do
aduto 22 diluindo-a em 1000 uL de uma solucao 50 % ACN/H,O (1:1, v/v) contendo 2 mM de acetato

de amonia. Obteve-se uma solugdo com concentragdo final de 5 ug/mL.

Solucdo mae de aduto 22: foram obtidas a partir de 10 uL. da solucdo de trabalho de aduto 22
diluindo-a em 1000 uL de uma solug¢ao 50 % ACN/H,0 (1:1, v/v) contendo 2 mM de acetato de amonia.

Obteve-se uma solugdo final com uma concentragdo de 50 ng/mL.

Solucdes analisadas de aduto 22: forma obtidas a partir de (10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 uL) da
solu¢do mae do aduto 22 diluindo-a em 1000 uL de uma solug¢do 50 % ACN/H,O (1:1, v/v) contendo 2
mM de acetato de amonia. Obtiveram-se seis solugdes finais com concentragdes de aduto 22 de: 0,5, 1,
2,3,4¢e5 ppb.

3.6. Optimizacio e Validacao do método analitico
3.6.1. Preparacio das solucdes padrio stock, solucdes de trabalho e solucdes mie.
3.6.1.1. Aduto padrio 14
Solucdo padrao stock do aduto 14: pesou-se 4,7 mg de 12-[5-Isopropil-4-oxo-3-fenil-2-

tioxoimidazolidin-1-il]-NVP, 14, para um baldo volumétrico de 5 mL e perfez-se o volume com uma

solucdo 50 % metanol/H,0, obtendo-se uma solucdo final com uma concentrag¢do de 0,94 mg/mL.
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Solucdes de trabalho do aduto 14: foram obtidas a partir de 250 uL. da solu¢@o padrio stock
de 14 diluindo-a em 4750 uL de uma solug¢do 50 % metanol/H,O. Obtiveram-se duas solugdes com

concentragdes finais de 47 ug/mL.

Solucdes mae do aduto 14: foram obtidas a partir de 100 uL da solucdo de trabalho de aduto
14 diluindo-a em 4850 uL de uma solugdo de 50 % metanol/H,O e adicionando-lhe 50 uL de solugao

de trabalho deuterada. Obtiveram-se duas solu¢cdes com concentragdes finais de 940 pg/mL.

3.6.1.2. Padrao interno, 29

Solucao padrao stock do padrao interno 29: pesou-se 0,9 mg de padrio interno, 29, para um
baldo volumétrico de 5 mL e perfez-se o volume com uma solucdo 50 % metanol/H,O, obtendo-se uma

solugdo final com uma concentragdo de 0,18 mg/mL.

Solucdes de trabalho do padrao interno 29: foram obtidas a partir de 250 uL da solugdo
padrdao stock do padrdo interno 29 diluindo-a em 4750 puL de uma solucdo 50 % metanol/H,0.

Obtiveram-se duas solugdes com concentragdes finais de 9 ug/mlL.

Solucdo miae do padrio interno 29: foram obtidas a partir de 200 uL da solucdo de trabalho
de padrdo interno 29 diluindo-a em 19800 uL de uma solug¢do de 50 % metanol/H,O. Obteve-se uma

solugdo final com uma concentragdo de 90 pg/mL.

3.6.1.3. Curva de calibracio

Solucdes para a curva de calibracao: forma obtidas a partir de (53, 100, 200, 500, 692 ¢ 1000)
uL da solugdo mae do aduto 14 diluindo-a em (947, 900, 800, 500, 308 ¢ 0) uL da solu¢do mae do
padrdo interno 29. Obtiveram-se 6 solugdes finais com concentragdes de aduto 14 de 50, 94, 188, 470,
650 e 940 ppb, contendo 90 ppb de padrio interno 29. Determinou-se o limite de quantificagdo aos 15

ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrio interno 29.
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3.6.1.4. Preparacio das solugdes dopadas e solucoes fortificadas

Solugdes dopadas: foram preparadas a partir de 100 uL. de uma solucdo de aduto 14, que ¢
evaporada a secura. Adicionou-se 20 mg de Hb, uma solugdo de 40 % 2-propanol/H,O (v/v) (950 uL),
uma solugdo de acetato de potassio 5 M (50 uL), e ainda PITC (5 uL). A mistura reaccional resultante
foi incubada a t.a. durante 18 h e depois a 45°C durante 2 h. Evaporou-se o 2-propanol sob pressdo
reduzida e adicionou-se H,O (1 mL). Extraiu-se com acetato de etilo (3x1 mL). Juntaram-se as fases
organicas e evaporou-se a secura. O solido amarelo obtido foi redissolvido em 100 uL de metanol para

ser analisado por LC-MS.

Solugoes fortificadas: foram preparadas a partir de 100 uL de uma solugdo 50 % agua/metanol,
que ¢ evaporada a secura. Adicionou-se 20 mg de Hb, uma solucdo de 40 % 2-propanol/H,O (v/v) (950
uL), uma solugdo de acetato de potassio 5 M (50 uL), e ainda PITC (5 uL). A mistura reaccional
resultante foi incubada a t.a. durante 18 h e depois a 45°C durante 2 h. Evaporou-se o 2-propanol sob
pressdo reduzida e adicionou-se H,O (1 mL). Extraiu-se com acetato de etilo (3x1 mL). Juntaram-se as
fases orgénicas e evaporou-se a secura. O s6lido amarelo obtido foi redissolvido em 100 uL de solucao

mae do padrdo interno 29 para ser analisado por LC-MS.

3.6.1.5. Avaliacao da estabilidade

As solugoes foram preparadas a partir de 100 uL de uma solugdo de aduto 14, que ¢ evaporada
a secura. Adicionou-se uma solugdo de 40 % 2-propanol/H,O (v/v) (950 uL), uma solucdo de acetato
de potéassio 5 M (50 uL), e ainda PITC (5 uL). A mistura reaccional resultante foi incubada a t.a. durante
18 h e depois a 45°C durante 2 h. Evaporou-se o 2-propanol sob pressdo reduzida e adicionou-se H,O
(1 mL). Extraiu-se com acetato de etilo (3x1 mL). Juntaram-se as fases orgénicas e evaporou-se a secura.

O so6lido amarelo obtido foi redissolvido em 100 uL de metanol para ser analisado por LC-MS.

3.6.2. Determinacio da exactidao e precisio do método

A exactidao do método foi avaliada pelos ensaios inter e intra-dias por comparagdo do valor da

média experimental com o valor nominal das concentragdes de trés solugdes dopadas independentes

(940,470 e 188 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrio interno 29, num total de cinco amostras por

composto por dia, em dois dias diferentes).
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A precisdo do método foi estimada pelos coeficientes de variagdo obtidos dos ensaios inter e
intra dias. O limite de quantificacdo (LOQ) foi estimado pela andlise de duas solucdes dopadas com
diferentes concentracdes (30 e 15 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrio interno 29, num total de
cinco amostras por composto) e determinou-se a concentracdo minima a qual o desvio do valor nominal

da concentragdo e o coeficiente de variagao nao excederam os 20 %.

3.6.3. Determinacio da recuperacio e efeito matriz

O efeito matriz foi testado e estimado pelo racio entre as areas dos picos provenientes de
amostras fortificadas com 90 ppb de padrdo interno 29 e as areas do padrdo interno obtidas das solucdes
padrdo injectadas (188 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrio interno 29). As recuperagdes das
extracgdes foram calculadas pelo racio das areas obtidas das amostras dopadas descritas na secc¢ao
II1.5.1.4. em funcgdo das areas obtidas das amostras fortificadas com 90 ppb de padrdo interno. As

amostras fortificadas foram realizadas em triplicado.

3.6.4. Testes para melhorar a percentagem de recuperacio

3.6.4.1. Extracio em fase sélida (EFS) vs extracao liquido-liquido (ELL)

A trés solugdes dopadas de uma solucdo de 470 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrio
interno 29, e a trés solugdes fortificadas com 90 ppb de padrao interno 29, fizeram-se extracg¢des liquido-
liquido (ELL). A outras trés solu¢des dopadas de uma solugdo de aduto 14 igual a anterior, e a outras
trés solucdes fortificadas com 90 ppb de padrao interno 29, fizeram-se extracgdes em fase solida (EFS).
As seis solugdes foram redissolvidas em 100 uL. de uma solugdo de 50 % metanol/H,O para serem

analisadas por LC-MS.

3.6.4.2. Influéncia da polaridade do solvente utilizado para reconstituir os analitos

Prepararam-se trés solucdes padrdo de 100 uL (188 ppb aduto 14 contendo 90 ppb de padrdo
interno, 29) e evaporou-se a secura. A solugdo A foi reconstituida com metanol (100 uL). A solugdo B
foi reconstituida com metanol (50 uL). A solugdo C foi reconstituida com uma solugdo de 50 %
metanol/H,O (100 uL) ja preparada. Colocaram-se as trés solugdes nos ultrassons durante 5 minutos. A

solucdo 2, adicionou-se H,O (50 uL) de forma a perfazer o volume final de 100 pL.
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As trés solugdes foram analisadas por LC-MS.

3.6.4.3. Influéncia da ordem de adicido de um solvente aquoso ou orginico apés a evaporacio

do 2-propanol

Prepararam-se duas solugdes padrao de 100 uL (188 ppb aduto 14 contendo 90 ppb de padrdo
interno 29) e evaporou-se a secura. Na solu¢do A, adicionou-se H,O (1 mL) e extraiu-se com acetato de
etilo (3x1 mL). Na solu¢do B, adicionou-se acetato de etilo (1 mL) e levou-se aos ultrassons durante 5
minutos. Adicionou-se H,O (1 mL) e extraiu-se com acetato de etilo (2x1 mL). As duas solugdes foram

evaporadas a secura e redissolvidas em 100 uL de metanol para serem analisadas por LC-MS.

3.6.4.4 Influéncia do 2-propanol no meio reaccional e 0 uso de ultrassons

Prepararam-se duas solugdes padrao de 188 ppb de aduto 14 contendo 90 ppb de padrio interno
29 (A e B) e procedeu-se a degradagdo de N-alquilo Edman, mas sem a presenca de Hb. Paralelamente,
prepararam-se quatro solugdes dopadas de 100 uL de uma solucdo de 188 ppb de aduto 14 contendo 90
ppb de padrdo interno 29, e evaporou-se a secura. Nas duas solugdes padrdo (A e B) e em duas das
solucdes dopadas (C e D), testou-se a influéncia do 2-propanol na solucdo da reacg¢ao.

Na solugdo A e C, evaporou-se o 2-propanol e nas solu¢des B e D ndo se evaporou o 2-propanol.
Nas duas solucdes dopadas restantes (E e F) testou-se a influéncia do 2-propanol na solugdo com o uso
de ultrassons antes das extrac¢oes. Na solugdo dopada E, evaporou-se o 2-propanol e levou-se 5 minutos
aos ultrassons antes do passo das extrac¢des. Na solugcdo dopada F, ndo se evaporou o 2-propanol e
levou-se 5 minutos aos ultrassons antes do passo das extracgdes.

Todas as solugdes foram extraidas com acetato de etilo (3x1 mL) e evaporadas a secura. As seis

solugdes foram redissolvidas em 100 uL de metanol para serem analisadas por LC-MS.

3.6.4.5 Influéncia da quantidade de hemoglobina utilizada

Prepararam-se seis solugdes dopadas de 100 uL. de uma solugdo padrao (188 ppb aduto 14
contendo 90 ppb de padrdo interno 29), das quais trés continham 20 mg de Hb (A, B e C) e as outras
tré€s continham 80 mg de Hb (D, E e F). As seis solugdes foram preparadas em duplicado. Nas solugdes
A e D, evaporou-se o 2-propanol e adicionou-se H,O (1 mL). Extraiu-se com acetato de etilo (1 mL). A

reacg¢do foi incubada durante 15 minutos a 60°C. Extraiu-se com acetato de etilo (2x1 mL). Nas solugdes
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B e E, evaporou-se o 2-propanol. A reac¢do foi incubada durante 15 minutos a 60°C e adicionou-se H,O
(1 mL). Extraiu-se com acetato de etilo (3x1 mL). Nas solugdes C e F, evaporou-se o 2-propanol e
adicionou-se H,O (1 mL). Extraiu-se com acetato de etilo (3x1 mL). Todas as solugdes foram

redissolvidas em 100 uL. de metanol para serem analisadas por LC-MS.

3.7. Analise das amostras obtidas apés aplicacio do procedimento optimizado de degradacgao de

N-alquil Edman a hemoglobinas isoladas de doentes

3.7.1. Procedimento para isolar a hemoglobina a partir das células vermelhas

Aqueceu-se a 60°C 500 uL de hemadcias durante 1h. Adicionaram-se 500 uL de uma solugdo
salina a 0,9 %. De seguida, o hemolisado foi diluido com 750 uL de H,O destilada. A 1 mL da diluigao
adicionou-se 6 mL de HCI 50 mM em 2-propanol gelado e centrifugou-se a 3000 g durante 10 minutos
para remover as membranas celulares. Posteriormente, recolheu-se o sobrenadante e precipitou-se a Hb
adicionando com agitacdo 30 mL de acetato de etilo. No final, lavou-se o precipitado com 1 mL de

pentano e secou-se no speed-vaccum.

3.7.2. Reaccdo de degradacio de N-alquil Edman para as hemoglobinas dos doentes e solucdes

dopadas

A 20 mg de Hb adicionou-se uma solugdo de 40 % 2-propanol/H,O (v/v) (950 uL), uma solugdo
de acetato de potassio 5 M (50 uL), e ainda PITC (5 uL). A mistura reaccional resultante foi incubada
a t.a. durante 18 h e depois a 45°C durante 2 h. Evaporou-se o 2-propanol sob pressdo reduzida e
adicionou-se H,O (1 mL). Extraiu-se com acetato de etilo (1x1 mL). Incubou-se novamente a reac¢ao
15 minutos a 60°C. Extraiu-se com acetato de etilo (2x1 mL). Juntaram-se as fases organicas e evaporou-
se a secura. O so6lido amarelo obtido foi redissolvido em 100 uL de metanol para ser analisado por LC-

TOF-MS.
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