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ANALISE DE RMN DA FRAGAO SOLUVEL DAS CAPSULAS DE FOSFOETANOLAMINA (FOS)
(FOSFOETANOLAMINA FORNECIDA PELO 1QSC-USP E ENCAMINHADA PELO MCTI AO LQOS, VIA CIEnP)

Inicialmente, foram realizadas andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
hidrogénio-1, de carbono-13 e de fésforo-31 (RMN-'H, RMN-"C e RMN-*'P) da fragdo solidvel em
agua (H,0), de cdpsulas de FOSFOETANOLAMINA (FOS) provenientes do Instituto de Quimied de
Sdo Carlos da Universidade de S3do Paulo (IQSC-USP) encaminhadas ao Centro de“lnovagdo e
Ensaios Pré-clinicos (CIEnP) pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inova¢Go,MMEII)® Foram
entregues no Laboratdrio de Quimica Orgdnica Sintética (LQOS), no Institute,de ‘Quimica da
UNICAMP (IQ-UNICAMP), 03 (trés) cadpsulas de FOS do 1QSC-USP, encaminfadasypelo CIEnP, via
Sedex-10, no dia 05/01/2016 e recebidas no LQOS no dia 06/01/2016.As 03 (trés) capsulas foram
abertas e o material sélido branco contido em cada capsula foi pesado. Oysdlido branco contido nas
capsulas apresentou-se bem compactado, sendo necessario leve pressionamento da capsula para
forcar a liberagdao do material. O peso do material sélido cantide, emicada capsula foi: capsula 01:
480 mg; cdpsula 02: 503 mg; capsula 03: 509 mg. Em seguida, /830, mg do sélido branco da capsula
01 foram suspensos em 0,6 mL de 4dgua deuterada (P,0;%quantidade suficiente e necessaria para
realizar as analises de RMN-"H, RMN-C e RMN-*P). A suspensio foi submetida a agitacdo
magnética com auxilio de barra magnética par 30 minutos, a temperatura ambiente. Observou-se
gue o conteudo da cdpsula ndo se dissolveu‘powcompleto nessas condicdes, restando um depdsito
sélido, branco, insolivel em D,0, que foi Separatio por filtracdo através de filtro de papel, com leve
sucgdo. O material soluvel em DO que,«@pds a filtracdo, resultou numa solugdo limpida,
apresentou pH na faixa de 5-6 (medidoseom papel indicador de pH de “4 listras”, marca Macherey-
Nagel, ref. 921 10), o que caragterizakcarater levemente acido ao meio contendo o material soltvel
em D,0.

» 03 Capsulas=recebidas no LQOS; 03 capsulas abertas, pesando: capsula 01: 480 mg;
capsula®02;503'mg; capsula 03: 509 mg (todas contendo um sélido branco);

» 30 mg de ,amostra; 0,6 mL de D,0; agitagdo magnética por 30 minutos a temperatura
ambiente; filtracdo; analise de RMN-"H, de RMN-"3C e de RMN-'P do filtrado limpido;

» PpH = 5:6, determinado;

N’ figura 1, estd o espectro de RMN-"H em D,O para o material soltvel da capsula 01 em
D,@, obtido em equipamento Bruker DRX com o nucleo de hidrogénio tendo frequéncia de
ressonancia de 250,13 MHz, com expansdo da regido de 2,95-4,25 ppm mostrada na parte
superior. O sinal na forma de singleto em 4,75 ppm no espectro completo mostrado na parte
inferior da figura 1, refere-se a agua residual (HDO) presente no solvente D,0 e serve como padrdo
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de referéncia interna (quando a D,0 utilizada ndo contém o padrdao interno TMSP (acido
trimetilsililpropidnico), usado para calibrar espectros de RMN-'H e de RMN-"3C).

Figura 1. Espectro RMN-"H (250,13 MHz - D,0) - Capsula 01 1QSC-USP-MCTI via CIEnP - Fragao
soluvel em D;0.
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Neste gspectro)sdo claramente visiveis dois grupos distintos de sinais contendo um
conjunto de 03*(trés) sinais cada, perfazendo um total de 06 (seis) sinais diferentes, que sdo
(multiplicidadessentre parénteses): em 4,10 ppm (aparente quarteto); 3,98 ppm (aparente tripleto
de duibletos);$3,79 ppm (aparente tripleto), 3,26 ppm (aparente tripleto); 3,20 ppm (aparente
trig/etd); 3,11 ppm (aparente tripleto), com integral das areas relativas para cada um destes sinais
nafseguinte relacdo aproximada (da esquerda para a direita): 3:10:7:3:10:7. Um sinal adicional
pod& ser observado em 3,29 ppm, confirmado pela aquisicio do espectro de RMN-'H em
equipamento Bruker DRX com o nucleo de hidrogénio tendo frequéncia de ressonancia de 500
MHz (figura 11, pagina 19, sinal em 3,27 ppm). Alguns outros sinais menos intensos, relativos a
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impurezas contidas na amostra, sdo observados na regido em torno de 3,30-3,45 ppm, préximo a
3,74 ppm e entre 3,83-3,90 ppm.

Neste ponto pode-se adiantar que os dois aparente tripletos em 3,11 ppm (J = 5,2 Hz) e em
3,79 ppm (J=5,2 Hz) referem-se & monoetanolamina protonada (MEA.H), cuja estrutura estd

mostrada na parte superior da figura 1. O sinal em 3,11 ppm aparece como um aparente tripleto,
pois corresponde aos dois atomos de hidrogénio do grupo CH, ligado ao dtomo dg,_nitkogénio,
acoplando com os dois atomos de hidrogénio do grupo CH, ligado ao atomo de oxigénio. O sinal
centrado em 3,79 ppm, também como um aparente tripleto, corresponde ao aéoplamento dos
atomos de hidrogénio do grupo CH, ligado ao atomo de oxigénio com 0§, deis atomos de
hidrogénio do grupo CH, ligado ao dtomo de nitrogénio. Os aparentes trip/etos«sao, na realidade,
tripletos distorcidos: a relagao entre os picos é diferente da relagag teodrica esperada de 1:2:1
devido a distor¢do causada pela protonacdo do atomo de nitrogénio basico desta substancia, bem
como pelo efeito quadrupolar causado pelo nucleo de nitrogénio-14, e”"que afeta a relaxacdo dos
hidrogénios, alargando o sinal. Este efeito também pode sérobservado no espectro do cloridrato
da_monoetanolamina, preparado sinteticamente no LAOS (figura 6, pagina 9), que corrobora a

atribuicdo dada para o sal da monoetanolaminag{MEAM’).” Resta ainda, identificar os sinais
centrados em 3,20; 3,26; 3,98 e 4,10 ppm nosrespectro de RMN—lH, que estdo discutidos nas
paginas 11-13 deste relatério.

A figura 2 apresenta o espectro desRMIN-"C(calibrado externamente usando como padrdo
de referéncia o sinal de TMSP, & = 0.00=ppm) adquirido em equipamento Bruker DRX com o nucleo
de carbono tendo frequéncia de ressonantcia de 62,9 MHz, em D,0, para a mesma fracao soluvel
em D0, ja utilizada para a aquisigdo do espectro de RMN-'H mostrado na figura 1, obtida da
capsula 01 1QSC-USP-MCTI efnviada via CIEnP.

Este espectro aprésentou 07 (sete) sinais na regido entre 40,0 ppm e 70,0 ppm (expansao
parte superior da figdra 2). €@m relagdo a multiplicidade, os sinais em 44,09 ppm e 60,45 ppm,
apresentam-se cofo singletos e os sinais centrados em 42,83 ppm (d, 3J(;,p = 7,8 Hz); 43,34 ppm (d,
3.jc’p = 6,9 Hz)#63,39 ppm (d, 2Jc,p = 4,6 Hz) e 64,85 ppm (d, ch,p = 5,1 Hz), apresentam-se como
dubletos. Um sinakadicional, de menor intensidade, aparece como um singleto em 69,28 ppm e foi
atribuido a imptreza nao identificada até aqui. Como este espectro foi adquirido no modo com
desaCoplamento em banda larga de hidrogénio, o desdobramento dos sinais em dubletos é
pesultadosdo acoplamento dos nucleos de carbono com o nucleo de fésforo, que possui spin %. A
obServacdo desse acoplamento confirma a existéncia de um atomo de fésforo na estrutura dos

compostos relacionados.

Os sinais na forma de singletos em 44,09 ppm e em 60,45 ppm referem-se aos atomos de
carbono da monoetanolamina protonada (MEA.H"), presente na cépsula do 1QSC-USP, conforme

pode ser comprovado pelo espectro de RMN-'3C mostrado na figura 7, pagina 10, para o cloridrato
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de _monoetanolamina preparado no LQOS (IQ-UNICAMP). O sinal em 44,09 ppm corresponde ao

atomo de carbono do grupo CH, ligado ao d4tomo de nitrogénio, enquanto o sinal em 60,45 ppm
corresponde ao atomo de carbono do grupo CH, ligado ao dtomo de oxigénio. Os deslocamentos
quimicos para os mesmos carbonos no espectro de RMN-"C do cloridrato de monoetanolamina
sintetizado no LQOS sdo 44,09 e 60,39 ppm (figura 7, pagina 10), confirmando a presencga do,Sal de
monoetanolamina entre os componentes das capsulas estudadas.

Figura 2. Espectro RMN-C (62,9 MHz — D,0) — Capsula 01 1QSC-USP-MCTI via\C¥ENnR, — Fragdo
soluvel em D;0.
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A figura 3 (pagina 6) mostra o espectro de RMN->!P no modo com desacoplamento em
bandalarga de hidrogénio, adquirido em equipamento Bruker DRX com o nucleo de fésforo tendo
fregquéncia de ressonancia de 101,25 MHz, em D,0 — para a fra¢do solivel em D,0 - capsula 01 do
IQSC-USP-MCTI encaminhada via CIEnP, mesma amostra utilizada na aquisicao dos espectros das
figuras 1 e 2 (péaginas 3 e 5). Na parte superior da figura 3, estd mostrada uma expansao da regido
entre 4,5 ppm e —1,5 ppm. Este espectro evidencia claramente a presenca de 03 (trés) espécies

distintas contendo fosforo em suas estruturas, conforme mostram os sinais em 2,74 ppm, em 0,50
Pédgina | 5
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ppm e em —0,15 ppm, numa razao molar aproximada de 100:32:16. Neste experimento, apenas
com a fracdo soluvel em D,0, nenhuma outra espécie contendo fésforo foi observada na janela
espectral analisada (140 ppm a —220 ppm, parte inferior da figura 3). Ver continuacdao desta
discussdo nas paginas 10 e 11.

Nas figuras 4 e 5 (paginas 7 e 8), estdo representados os espectros de RMN-'H (250,
- D,0) e de RMN-"3C (62,9 MHz - D,0), respectivamente, para a monoetanolamina ne

(MEA), adquirida comercialmente (marca Sigma-Aldrich) e utilizada como padrao s\ .
s de 2,73

O espectro de RMN-"H apresentado na figura 4 mostra dois tripletos, nas
ppm (J/=5,0 Hz) e de 3,61 ppm (J = 5,0 Hz).
Figura 3. Espectro RMN->'P desacoplado (101,25 MHz - D,0) - C& 015 1QSC-USP-MCTI via

CIEnP — Fragdo soluvel em D,0.
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No espectro mostrado na figura 1 (pagina 3), os sinais em forma de aparente tripletos em
3,11 ppm (J = 5,2 Hz) e em 3,79 ppm (J = 5,2 Hz) correspondem a monoetanolamina protonada
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(MEA.H") e por esta raz3o est3o deslocados para campo mais baixo em rela¢gdo a monoetanolamina

padrao comercialmente disponivel, mostrada na figura 4, que ndo se encontra protonada.

Para fins de confirmacdo inequivoca, foi realizado um experimento complementar no qual
adicionou-se HCIl (acido cloridrico) a monoetanolamina padrdo para a preparacdo do respectivo
cloridrato (MEA.HCI). Em seguida, foram adquiridos os espectros de RMN-'H e de 3¢

(esquema 1, figuras 6 e 7, paginas 9 e 10, respectivamente).
Figura 4. Espectro RMN-'H (250,13 MHz - D,0) - monoetanolamina comercial dgt& A).
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Esq@ieagéo de monoetanolamina padrdao (MEA) com HCl para formar o cloridrato da
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Os deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN-'H para o cloridrato da
monoetanolamina na figura 6 (pagina 9) sdo: 3,13 ppm (J = 5,0 Hz) e 3,81 ppm (J = 5,0 Hz). Assim
sendo, estdo em absoluta concordancia com os deslocamentos quimicos da espécie protonada da
monoetanolamina presente na capsula IQSC-USP-MCTI recebida via CIEnP, mostrados no espectro
da figura 1 (pagina 3), que sdo de 3,11 ppm (J/ = 5,2 Hz) e de 3,79 ppm (J = 5,2 Hz). As consta de
acoplamento (/) na ordem de 5,0 Hz, sdo préximas para os dois compostos.

arca
mm 42,98

FOS do 1QSC-
caso o atomo de

O espectro de RMN-*C da monoetanolamina padrdo comercialmente di
Sigma-Aldrich, figura 5) mostrou o atomo de carbono ligado ao atomo de nitr
ppm, mais protegido do que o mesmo atomo de carbono no espectro da amo
USP, em 44,09 ppm mostrado na figura 2 (pagina 5), visto que neste ul
nitrogénio encontra-se protonado.

Figura 5. Espectro RMN-"C (62,9 MHz - D,0) - monoetanolamina comerc lada (MEA).
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Figura 6. Espectro RMN-"H (250,13 MHz - D,0) — cloridrato da monoetanolamina (MEA.HCI).
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No espectro de RMN-"8.da figura 2 (pagina 5), o sinal em 44,09 ppm, corresponde ao
atomo de carbono ligado ao ‘étomo de nitrogénio e o sinal em 60,45 ppm, corresponde ao atomo
de carbono ligade ao“atomo ‘de oxigénio. Além disto, os deslocamentos quimicos observados no
espectro de RMNEC paravo cloridrato da monoetanolamina na figura 7 (pagina 10) sdo 44,09 ppm

e 60,39 ppmgem total/concordancia com os deslocamentos quimicos observados no espectro de
RMN-"3C p@ra_a mlenoetanolamina protonada presente na capsula 01 1QSC-USP-MCTI recebida via
CIEnP,smostra@dos no espectro da figura 2 (pdgina 5), que sdo de 44,09 ppm e 60,45 ppm. Estes
resdltados,comprovam que um dos componentes presentes nas capsulas provenientes do 1QSC-
USP-MCT, recebida via CIEnP, é a monoetanolamina protonada (MEA.H*).
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Figura 7. Espectro RMN-"C (62,9 MHz - D,0) — cloridrato da monoetanolamina (MEA.H*CI).
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A figura 8 mostra o especthd de RMN->'P totalmente acoplado (A), a expans3o da regido
entre —0,5 ppm e 3,5 ppm (B), bem como uma expansdo do sinal em —0,15 ppm (C) para a fragdo
da amostra soluvel em D,0, adguirido em equipamento Bruker DRX com o nucleo de fosforo tendo
frequéncia de ressonancia.de 101,25 MHz - cdpsula IQSC-USP-MCTI encaminhada via CIEnP, mesma
amostra utilizada fha aguiSicio dos espectros de RMN-"H, RMN-"*C e RMN->'P com desacoplamento

em banda lagga, de*hidrogénio mostrados nas figuras 1, 2 e 3, paginas 3, 5 e 6, respectivamente.
Neste exp@rimente, observa-se o sinal de fésforo com deslocamento quimico em 2,74 ppm,
desdobrado'efm Um tripleto com constante de acoplamento Jp,y = 6,8 Hz. Este sinal corresponde ao
atomo deMdsforo presente na molécula de FOSFOETANOLAMINA (FOS) na forma de seu sal, como

Mmostrade’na expansao (B) na figura 8, sendo que o nucleo do fésforo acopla com os dois dtomos
deshidrogénio do grupo CH, ligado ao atomo de oxigénio, resultando num tripleto, conforme
predito pela teoria de espectroscopia de RMN->'P. O sinal em 0,50 ppm mostra apenas um singleto
devido a presenga de fosfatos inorganicos de calcio e magnésio (P;) presentes no meio (como

comprovado pelos experimentos apresentados nas paginas 38-39 deste relatorio).
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O sinal em -0,15 ppm mostra-se desdobrado em um quinteto com constante de
acoplamento Jpy = 6,2 Hz. Essa multiplicidade é explicada pelo acoplamento do dtomo de fésforo
com quatro atomos de hidrogénio ndao permutaveis com o meio, como dois grupos CHs.

Estes resultados sugerem a presenga na amostra de um diéster do acido fosforico, a

FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA). A estrutura da FBEA esta mostrada na expansdo (B) na figiira 8,
na forma de seu sal.

Figura 8. Espectro RMN->"P acoplado (101,25 MHz - D,0) - Capsula 1QSC-USP-MCT{ Via ‘€lEhP (com

expansoes).
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Voltando a expansao da regidao de 2,95 ppm a 4,25 ppm no espectro de hidrogénio-1 da
figra™d (pagina 3, reproduzido novamente na figura 9 (pagina 12), para a regido de 3,00 a 4,35
ppm), pode-se agora atribuir todos os sinais observados as trés substancias organicas presentes na
fracdo solivel em D,0 das cdpsulas provenientes do IQSC-USP. A quarta espécie presente na fracdo
soluvel em D,0 diz respeito a sais de fosfato inorganico (P;) na forma de calcio e de magnésio.
Dessa forma, os sinais com multiplicidade de aparente tripletos em 3,11 ppm e em 3,79 ppm sdo
devidos a monoetanolamina protonada. Os sinais centrados em 3,20 ppm (aparente tripleto) e em
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3,98 ppm (aparente tripleto de dubletos) correspondem a FOSFOETANOLAMINA (FOS) na forma de
seu sal. O sinal em 3,20 ppm aparece como um aparente tripleto, pois corresponde aos dois
atomos de hidrogénio do grupo CH, ligados ao dtomo de nitrogénio, acoplando com os dois
atomos de hidrogénio do grupo CH, ligado ao atomo de oxigénio. O sinal em torno de 3,98 ppm
corresponde ao acoplamento dos atomos de hidrogénio pertencentes ao grupo CH, ligade,ao
atomo de oxigénio com os dois dtomos de hidrogénio do grupo CH, ligado ao 4tomo de nitgogénio,

além do acoplamento com o atomo de fdsforo (que possui spin %, assim comoyo atomo de
hidrogénio). Por isto este sinal aparece com 6 linhas, na forma de um aparente triplete. de,dubletos.

Estes resultados indicam a presenca da FOSFOETANOLAMINA (FOS).na amostra em exame,
sob a forma de sal, como sugerem os deslocamentos quimicos dos atomos de Ridrogénio do grupo
CH, ligados ao nitrogénio (3,20 ppm), em comparagdo com os deslocamentos quimicos observados
para os mesmos hidrogénios no cloridrato de monoetanolamina (3513 ppm), sintetizado no LQOS-
UNICAMP (figura 6, pagina 9).

Figura 9. Espectro RMN-'H (250,13 MHz - D,0) - Capsula 0 1QSC-USP-MCTI recebida via CIEnP
(expansdo da regido entre 3,00 ppm e 4,35 ppm):
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A presenca de FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) na forma de seu sal na mistura contida nas
capsulas provenientes do 1QSC-USP, também pdde ser evidenciada pela analise do espectro de
RMN-'H reproduzido na figura 9 (pagina 12). O aparente tripleto em torno de 3,26 ppm
corresponde ao acoplamento dos dois dtomos de hidrogénio do grupo CH, ligado ao dtomo de
nitrogénio com os dois atomos de hidrogénio do grupo CH, ligado ao atomo de oxigénie, (o

pequeno sinal em 3,29 ppm corresponde a uma impureza, ver figura 11, pagina 19, sinaltem: 3,27
ppm). O aparente quarteto em torno de 4,10 ppm, resulta do acoplamento dos_deis dtomos de
hidrogénio do grupo CH; ligado ao atomo de oxigénio com os dois atomos de hidragénie,do grupo
CH, ligado ao atomo de nitrogénio e com o nucleo de fésforo, que possui spih, Ysassim como o
nucleo de hidrogénio.

Além disto, a presenga de FBEA no material contido nas cdpsulas deyFOS do IQSC-USP é
reforcada através da avaliacdo dos valores das integrais dos espectros de RMN-'H e RMN-*'p
adquiridos para a parte soluvel em D,0 do conteddo da capsula, A=inspecao das integrais no
espectro de RMN-'p (figura 8, pagina 11) indica que os valokes das integrais dos sinais relativos a
FOS (2,74 ppm) e o valor da integral dos sinais relativastao diéster (FBEA, —0,15 ppm) estdo numa
razdo de 100:15 (em nimeros redondos). Ja no espéctro de RMN-"H (figura 9, pagina 12) a razdo
entre as dreas relativas aos sinais correspondept@s,a“EO$ (3,98 ppm e 3,20 ppm) e a FBEA (4,10
ppm e 3,26 ppm) é de 100:30 (em numergs redondos), ou seja, duas vezes maior que a razao
extraida do espectro de RMN->'P. Essa aparent€ discrepancia pode, no entanto, ser perfeitamente
racionalizada a partir da analise estrutural"désses dois compostos. Assim, tanto a FOS quanto a

FBEA possuem um Unico atomo de fésforoyem sua estrutura, logo a razdo entre as areas sob seus
respectivos sinais no espectro de RIVIN-24p expressa diretamente a razdo molar na qual elas estdo
presentes na mistura, ou gSeja, 100:15. Por outro lado, a FBEA comporta dois residuos de
monoetanolamina em su@estrutura, enquanto a FOS possui apenas um. Dessa forma, no espectro
de RMN-H a razdo nidlak d&FOS:FBEA equivalente a 100:15 (conforme determinada no espectro
de RMN-*'p) é expressa ‘pela razdao de area entre os respectivos sinais desses dois compostos de
100:30, visto gue, ho caso da FBEA, o dobro de atomos gera os sinais em relacdo aos atomos que
geram os pespectivos sinais da FOS. Tanto o espectro de RMN-'H como o de RMN-*'P levam a
mesma conelusde, de que a proporgdo relativa entre FOS:FBEA nas capsulas 1QSC-USP é de fato
100:15.

Vojtando ao espectro de RMN-">C mostrado na figura 2, pagina 5, os sinais centrados em
43;34%pm e em 63,39 ppm, correspondem aos carbonos da FOSFOETANOLAMINA (FOS). O sinal
em 43,34 ppm corresponde ao carbono ligado ao nitrogénio e o sinal em 63,39 ppm ao carbono
ligado ao oxigénio. Os sinais centrados em 42,83 ppm e em 64,85 ppm, correspondem aos
carbonos da FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA). O sinal em 42,83 ppm corresponde ao carbono
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ligado ao nitrogénio e o sinal em 64,85 ppm ao carbono ligado ao oxigénio. Estes sinais aparecem
como dubletos em virtude de acoplamentos com o nucleo de fésforo, que apresenta spin %.

CONCLUSAO DA ANALISE DA FRACAO SOLUVEL EM D,0: ANALISE DE RMN DA FRACAO SOLUVEL
EM D,0 DA CAPSULA DE FOSFOETANOLAMINA (FOS) - (FOSFOETANOLAMINA FORNECIDAPELO
1QSC-USP E ENCAMINHADA PELO MCTI AO LQOS, VIA CIEnP)

A anadlise de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio-1, de carbono-13\e de fésforo-
31 (RMN-"H, RMN-"C e RMN-*'P) da fragio soltivel em D,0 permitiu a identificagdostle 04 (quatro)
componentes presentes nas capsulas de FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornegidas,pelo 1QSC-USP e
encaminhadas pelo MCTI ao LQOS via CIEnP (esquema 2). Dentre eles, 08, (trés) destes compostos
contém fésforo na sua estrutura: componente 1: fosfato inorganico de calcio e magnésio (P;);
componente 2: a FOSFOETANOLAMINA (FOS) na forma de,séu Ssal e associada ao sal da
monoetanolamina (MEA.H'); componente 3: a FOSFOBISEFANOLAMINA (FBEA), diéster do &cido
fosforico, na forma de seu sal. O quarto componente presentg’néesta fragdo é a monoetanolamina
protonada. Segundo a analise de RMN de 'H, a #az30 Molar entre FOS, MEA.H'e FBEA é de
100:70:15. Segundo a anélise por RMN de >'P, a#faz36, melar entre FOS, P; (fosfato inorgénico de
calcio e magnésio) e FBEA é de 100:33:16, sendo, que a relacdo encontrada para FOS e FBEA pelas
duas técnicas é a mesma (variacdo considerada’dentro dos limites do erro experimental inerente a

técnica). Em solucao de D,0, estas espécies estdo presentes em equilibrio em virtude do pH na
faixa de 5-6 para o meio. Também,foi.observada a presenca de fosfatos inorgéanicos de célcio e de
magnésio (P;) nas capsulas. (Experirentos comprovando a presenca de calcio e magnésio sdo

apresentados nas paginas 3839%desterrelatdrio).

Esquema 2. Espécies goresenteésna fracdao solivel em D,O - capsulas de FOSFOETANOLAMINA
(FOS) fernecidas pelo IQSC-USP e encaminhadas pelo MCTI ao LQOS via CIEnP.

O O
I W _OH + HO + W_0O
HO—P~4z 0P NHs STONH; RO NH,
O O MEAH* Q
Fasfatos,de FOS H FBEA
Ca’*e Mg®*
+NH3
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Esquema 3. Equilibrio quimico entre as espécies presentes na fracdo soluvel em D,0 - cédpsulas de
FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornecidas pelo IQSC-USP e encaminhadas pelo MCTI ao
LQOS, via CIEnP, em solugdo de D,0.

o -
O\|\3/OH + HO\/\N H2 . \E,/O + HO 3
AN NHz + - 0N NH3 +
FOS sal de FOS + sal de

OQ‘ /;:\/\ QQ\IV
H FBEA
I Q{,\V
_O’\lg\lg;\/ltng, +‘0/\ﬁ’\/§ \/c_%s
O

N

sal de FOS + sal de
| Qs

g ressaltar a variagao observada na massa encontrada nas capsulas de

Outro ,
FOSFOET %A (FOS) fornecidas pelo 1QSC-USP e encaminhadas pelo MCTI ao LQOS via
CIEnP:480 mg, 503 mg e 509 mg (pagina 2).

&
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ANALISE DE RMN DA FRACAO SOLUVEL DA CAPSULA DE FOSFOETANOLAMINA (FOS)
ENCAMINHADA PELO MCTI AO LQOS, VIA LASSBio-UFRIJ

12 FASE: Recebimento e pesagem das amostras de FOSFOETANOLAMINA enviadas pelo MCTI ao
Laboratorio de Avaliagdo e Sintese de Substdncias Bioativas (LASSBio), da Universidade Federal
do Rio de Janeiro - UFRJ

O Laboratdrio de Avaliagdo e Sintese de Substdncias Bioativas (LASSBio), 'da, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, recebeu no dia 07/01/2016, 360 capsulas enviadas“pelo MCTI. Estas
capsulas foram enviadas em 06 pequenas embalagens plasticasy “identificadas como
“FOSFOETANOLAMINA SINTETICA” — 500 mg.

Do total de 360 capsulas recebidas no LASSBio, 30 capsulas feramiseparadas em 03 frascos
novos de vidro ambar, contendo 10 capsulas cada.

Os trés frascos (A, B, C) tiveram o conteudo deuas 10" c@psulas pesados individualmente,
fornecendo: Frasco A = 3729 mg; Frasco B = 3964 mgg Frasce,C = 3804 mg;

Baseado nos pesos desses 03 conjuntos de 10hcapsulas cada, infere-se que, em média, cada
capsula contém: frasco A = 372 mg; frasco B& 396'mg; frasco C = 380 mg.

O peso médio de cada capsulasnos 03 frascos A, B e C é de 383 mg (considerados o
conteudo mais invélucro da cédpsula).{Comg o peso médio dos invélucros das capsulas é de 77 mg,
calcula-se o peso médio do contetido de cada capsula de FOS em 306 mg (383 mg menos 77 mg).
Uma vez que cada capsula devetia conter 500 mg de material, conforme informado na embalagem,
as capsulas fornecidas contém, em média, 38,8% a menos de material, ou seja, as capsulas contém,
em média, apenas 61;2%/do peso indicado.

22 FASE: ANALISE 'DO CONTEUDO DAS CAPSULAS DE FOSFOETANOLAMINA (FOS)
ENCAMINHADAS,PELO MCTI AO LQOS, VIA LASSBio

Inicialmente, foram realizadas no Laboratdrio de Quimica Orgdnica Sintética (LQOS) — 1Q-
UNICAMPN—fanalises de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio-1, de carbono-13 e de
fosforos3® (RMN-'H, RMN-*C e RMN-*'P) da fragio solivel em &gua, das cépsulas de
FOSFOETANOLAMINA (FOS) do 1QSC-USP encaminhadas ao Laboratdrio de Avaliagéo e Sintese de
Substdncias Bioativas (LASSBio), da Universidade Federal do Rio de Janeiro, pelo Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovagéo (MCTI).

Foi recebido no Laboratdrio de Quimica Orgdnica Sintética (LQOS) um total de 60 capsulas
de “FOSFOETANOLAMINA SINTETICA — 500 mg” produzidas pelo Instituto de Quimica da USP de
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Sdo Carlos (IQSC-USP), assim distribuidas: 3 frascos de vidro ambar, contendo 10 cdpsulas cada
(total de 30 cdpsulas) e uma embalagem plastica transparente lacrada contendo as demais 30
capsulas. Essas capsulas foram encaminhadas pelo LASSBio via Sedex-10, no dia 08/01/2016, tendo
sido recebidas no LQOS no dia 09/01/2016.

No LQOS foram abertas 03 cdpsulas (uma de cada frasco de vidro ambar) send®wseu
conteddo pesado individualmente. O sdlido branco contido nas capsulas pode ser _facilmente
despejado por simples inversdao da capsula aberta, ao contrario do observado pata as, cdpsulas
recebidas do CIEnP (bem mais compactadas). Por inspecdo ética, também foi possivelhconstatar

gue a granulometria do material contido nas capsulas provenientes de diferentes ‘origens (LASSBio

vs. CIEnP) é um pouco distinta: o material solido da capsula recebida do LASSBiowapresenta-se com

granulos mais finos do que o material sélido contido nas capsulas enviadas pele CIEnP. Os pesos do

material sdlido contido em cada uma das capsulas analisadas apresentaram grande variacdo:

capsula 01: 325 mg; capsula 02: 273 mg; capsula 03: 345 mg.

» 03 Capsulas abertas no LQOS, pesando: capsula 01: 325umg, capsula 02: 273 mg e capsula
03: 345 mg (todas contendo um sélido branco)

» 30 mg amostra; 0,6 mL D,0; agitacdo por 30\niinutos a temperatura ambiente; filtragao;
analise de RMN-"H, de RMN-"C e de RMN->"R.dofiltrado limpido

» pH =5-6, determinado;

Foram pesados, separadamefnte, 80 ng de material de cada uma das capsulas abertas
(capsulas 01, 02 e 03). Em trés experimentos independentes, foram adicionados 0,6 mL de D,0 ao
material de cada amostra e_as misturas, assim obtidas, foram mantidas sob agitacdo magnética
com auxilio de barra magnéticapor 30 minutos, a temperatura ambiente. Sob essas condigdes,
observou-se uma dissoluga®,apefias parcial das amostras, restando um sélido branco insoluvel que
foi separado por filtracad @m papel de filtro. A solugao limpida da fragao soluvel em D,0, obtida
apos filtracdo, apresentou’valor de pH em torno de 5-6 (medido com papel indicador de pH de “4
listras”, mar€a Macherey-Nagel, ref. 921 10), o que confere cardter levemente acido ao meio
contendo oymaterial solivel em D,0. O valor de pH foi o mesmo observado anteriormente para as

capsulas.recebidas do CIEnP (pagina 2).

Na “figura 10, estdo apresentados os espectros de RMN-'H em D,0 (parciais) para as
amostras das cdpsulas 01, 02 e 03, adquiridos em equipamento Bruker DRX com o nucleo de
hidregénio tendo frequéncia de ressonancia de 250,13 MHz, para o material solivel em D,0, com
expansao da regido de 2,80-4,20 ppm.
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Figura 10. Espectro RMN-"H (250,13 MHz - D,0) - Filtrado limpido das capsulas 01, 02 e 03 — 1QSC-
USP MCTI/LASSBio.
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A andlise destes espectros demonstrou que as mesmas espécies estao presentes nas trés
capsulas provenientes dONLASSBiIO, nas mesmas razdes molares. Como na analise anterior das
capsulas provenientessda.CIEnP (figura 1, pagina 3), pode-se observar nitidamente a presenca de
seis sinais diferentes), distribuidos em dois conjuntos de trés sinais cada, assim descritos
(multiplicidadés,entre parénteses): em cerca de 4,10 ppm (aparente quarteto), 3,98 ppm (aparente
tripleto dendubletgs), 3,79 ppm (aparente tripleto), 3,26 ppm (aparente tripleto), 3,21 ppm
(aparente tripleto), 3,13 ppm (aparente tripleto), com integral das dareas relativas para cada um
destes sinaissna seguinte relacdo aproximada, da esquerda para a direita: 3:10:7:3:10:7. Estes sinais
¢orrespondem aos compostos FOSFOETANOLAMINA (FOS) na forma de seu sal e associada ao sal
daimohoetanolamina (MEA.H*) e a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) e s30 exatamente 0os mesmos
compostos observados nas capsulas provenientes do CIEnP, inclusive apresentando as mesmas
proporcdes. Novamente, alguns outros sinais adicionais menos intensos, sdo observados na regido
em torno de 3,30 a 3,45 ppm, em torno de 3,75 ppm e entre 3,83-3,90 ppm.
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A figura 11 retne as expansdes dos espectros de RMN-'H (500 MHz, parte superior) e RMN-
13C (125 MHz, parte inferior) adquiridos para o filtrado limpido da capsula 01 — 1QSC-USP
MCTI/LASSBio onde podemos observar a relagdo FOS, MEA.H" e FBEA na razdo molar 100:70:15,
respectivamente, muito semelhante ao observado anteriormente para as cdpsulas provenientes do
CIEnP (figura 1, pagina 3). Com equipamento de campo mais alto, o espectro de RMN-'H (500"MHz,
parte superior) evidencia a presenca de impurezas na amostra (sinais de menorgintensidade
espalhados ao longo da janela espectral, entre 3,25-3,40 ppm; entre 3,55-3,74 ppm, eéntre”3,80-
3,90 ppm e entre 3,99-4,03 ppm).

Figura 11. Espectro RMN-'H (500 MHz - D,0, parte superior) e RMN — *C{125.MHz - D,0, parte
inferior) do filtrado limpido da capsula 01 — 1QSC-USP MCTI/LASSBio
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A figura 11 apresenta na parte inferior, o espectro de RMN-3C (calibrado externamente
usando como padrao de referéncia o sinal de TMSP, 6 = 0.00 ppm) adquirido em equipamento
Bruker DRX com o nucleo de carbono tendo frequéncia de ressonancia de 125 MHz, em D,0, para a
fragao soluvel em D,0 obtida da cdpsula 01 1QSC-USP-MCTI enviada via LASSBio. Como ja
observado anteriormente no espectro de RMN-"3C para as capsulas provenientes do CIEnP (figura
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2, pagina 5), o espectro de RMN-"C (parte inferior da figura 11) apresenta 07 (sete) sinais na
regidao entre 40,0 ppm e 70,0 ppm. Com relagdo a multiplicidade, os sinais em 44,10 ppm e em
60,45 ppm, apresentam-se como dois singletos e os sinais centrados em 42,82 ppm (3JC’p = 8,0 Hz),
43,34 ppm (3.Ic’p = 7,0 Hz), 63,37 ppm (ZJc,p = 4,0 Hz) e 64,86 ppm (z.lc'p = 5,0 Hz), apresentam-se
como dubletos. Um sinal adicional, de menor intensidade e atribuido a uma impurezawnao
identificada, aparece como um singleto em 69,28 ppm.

Como este espectro foi adquirido no modo com desacoplamento em _banda, larga de
hidrogénio, os sinais com multiplicidade de dubletos referem-se a acoplamentos com ownucleo de
fosforo, que apresenta spin %. Os sinais na forma de singletos em 44,10 _ppm,é«em 60,45 ppm
referem-se aos atomos de carbono do sal da monoetanolamina na sua»forma protonada
(MEA.H), presente na capsula 01 do IQSC-USP conforme pode-se comproyar através dos espectros
de RMN-'H e de RMN-"3C mostrados nas figuras 1 e 2, paginas 3 e 5.e figlras 6 e 7, paginas 9 e 10,
respectivamente. Os sinais centrados em 43,34 ppm e em 63,3Zppm, €arrespondem aos carbonos
da FOSFOETANOLAMINA (FOS). O sinal em 43,34 ppmingcorresponde ao carbono ligado ao
nitrogénio e o sinal em 63,37 ppm ao carbono ligado &0 oxigénio. Os sinais centrados em 42,82
ppm e em 64,86 ppm, correspondem aos carbonos da FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA). O sinal em
42,82 ppm corresponde ao carbono ligado ao nitrégénio eso sinal em 64,86 ppm ao carbono ligado
ao oxigénio. Estes sinais aparecem como dubletes em virtude de acoplamentos com o nucleo de
fésforo, que apresenta spin %.

EXPERIMENTO DE ADICAO DE MONOETANOLAMINA (MEA), A FRACAO SOLUVEL EM D,O:
CONFIRMACAO DE SUA PRESENCA,NA AMOSTRA

A figura 12 apresenta, na parte superior, o espectro de RMN-'H do contetido da capsula 01
— 1QSC-USP MCTI/LASSBig, soltivél em D,0. O pH da solugdo esta na faixa de 5-6, levemente &cido.
O espectro na partesinfefionfoi adquirido apds adigdo de monoetanolamina (MEA, destilada e com
altissimo grau de pureza) até pH = 10, bastante bdsico) a solu¢gdo em D,0 da amostra mostrada na
parte superibr.NCom®” agora a MEA.H" originalmente presente no material da capsula troca
rapidamente™e, préton a ela associado (H') com a de MEA (base livre) adicionada, observa-se
deslocamento esperado dos hidrogénios ligados ao grupo CH, ligado ao atomo de nitrogénio para
campo’mais’alto. Os sinais de monoetanolamina (MEA) agora aparecem em 2,89 ppm e em 3,69
ppm, M4dis protegidos que os sinais da MEA.H", que aparecem em 3,14 ppm e em 3,83 ppm e ji
bem,préoximos dos sinais de MEA neutra em 2,73 ppm e em 3,61 ppm, como pode-se observar no
espectro de RMN-"H da figura 4, pagina 7.

Estes resultados confirmam, mais uma vez, a presenca da monoetanolamina protonada
(MEA.H") entre os componentes da capsula proveniente do IQSC-USP-MCTI, via LASSBio.
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Figura 12. Espectro RMN-'H (250,13 MHz - D,0) — Expansdo superior: Filtrado limpido da capsula
01 IQSC-USP MCTI/LASSBio) — Expansdo inferior: apds adicdo de monoetanolamina
(MEA) até pH 10.

Acguisioon T Sae IS4 ||::w.nw1r ST 235 MCT Sleps Ol WA 0G0 SSOMEE BTy
Fiig Barg TPTSOACT BUTIERCT T aspecos o ki SN IH S i ek Caros T mei T il O0Y 00
Miusdets 1= [ Mumiber of Transients £ | Orgined Poing Counr 15554
Pl §auansd IgEt [ Eawanr D= T= b CHEE | Sewan Wam Hz) s
FOS_MCTh LASSEID 01
FOS
MEA H* MEA H

ol a . - A
T D

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4z 49 s 23 3B = 38 El- R p

_=h 7

MEA
FOS JACTI bASSBIo 01 + MEA
FBEA FOS

FBEA

FOSs \

Na figura 13 estdp apréséntados os espectros de RMN-*'P no modo totalmente acoplado,
adquiridos em equipameéntesBruker DRX com o nucleo de fésforo tendo frequéncia de ressonancia
de 101,25 MHz em D,0, para as capsulas 01, 02 e 03 do IQSC-USP-MCTI recebidas via LASSBio.
Estes espectros‘mostfam claramente a presenca de 3 (trés) espécies distintas contendo fésforo na
sua estruturajyem 2,74 ppm, em 0,50 ppm e em —0,15 ppm, em uma razdo molar média de
100:36:13. Os,trés espectros sao muito parecidos, o que mostra que o conteudo das trés capsulas é
praticafente o mesmo, contendo as mesmas espécies de fosforo e em boa concordancia com as
amostras enviadas pelo MCTI via CIEnP (que apresentam uma quantidade levemente maior de
FBEA na sua composicdo), como mostrado na figura 8, pdgina 11. Conclui-se que as mesmas trés
espécies de fosforo estdo presentes na fracdao solivel em H,0, obtida das cdpsulas 1QSC-USP
provenientes tanto do CIEnP como do LASSBio, sendo estas espécies a FOSFOETANOLAMINA
(FOS), a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA), fosfato inorganico de calcio e magnésio (P;) além da
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monoetanolamina protonada (MEA.H'). Experimentos comprovando a presenca de fosfato de
calcio e de magnésio estdo mostrados nas paginas 38-39 deste relatdrio.

Figura 13. Espectro RMN->'P (101,25 MHz - D,0) - Filtrado limpido das capsulas 01, 02 e 03 — 1QSC-
USP MCTI/LASSBio).
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capsulas &, contém aproximadamente:
% de FOSFOETANOLAMINA (FOS)
;7% de MONOETANOLAMINA (MEA)

E 16,3% de Fosfatos (P;)

e 6,8% de FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA)

A A3 s
N>
Estes @

Pégina | 22



| LABORATORIO DE AVALIACAO E SINTESE DE SUBSTANCIAS

/N BIOATIVAS — LASSBio
COORDENADOR: PROF. ELIEZER J. BARREIRO v @
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ

obsratiiodefeliegboentese e substbmiesBlecties Oy Postal 68006 — Rio de Janeiro — 21941-910, RJ - BRASIL Ww
http://www.lassbio.ich.ufrj.br

CONCLUSOES DA ANALISE DA FRAGAO SOLUVEL EM D,0: ANALISE DE RMN DA FRACAO SOLUVEL

EM D,0 DA CAPSULA DE FOSFOETANOLAMINA
(FOSFOETANOLAMINA FORNECIDA PELO 1QSC-USP E ENCAMINHADA PELO MCTI AO LQOS, VIA LASSBio)

Essencialmente, as mesmas conclusdes da andlise das cdpsulas provenientes dGMEIEnP

(paginas 14 e 15) aplicam-se ao lote recebido via LASSBio.

A analise de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio-1, de carbono-13,e'de fosforo-
31 (RMN-'H, RMN-"3C e RMN-*'P) da fragdo soltvel em D,0 permitiu a identificacao,déd (quatro)
componentes presentes nas cdpsulas fornecidas pelo IQSC-USP e encaminhadas pelo MCTI ao
LQOS, via LASSBio. Podemos observar a presenca de 03 (trés) destes compestos que possuem
fosforo na sua estrutura: componente 1: fosfatos de cdlcio e magnésio (P;); componente 2: a
FOSFOETANOLAMINA (FOS) na forma de seu sal e associada ao sal §a monoétanolamina (MEA.H")
e componente 3: a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA). O compohentes4 é a monoetanolamina
protonada (MEA.H"). Segundo a andlise por RMN-'H, a razde.molar entre FOS, MEA.H'e FBEA é de
100:70:15 e segundo a analise por RMN->'P, a razdo mdlar eptre FOS, P; e FBEA é de 100:36:13,
respectivamente. Estas espécies estdo presentes emsequilibrio’em virtude do pH entre 5-6 para o
meio, em solugdo de D,0 (esquema 4).

Esquema 4. Espécies presentes na fracde Seldvel™em D,0 - capsulas de FOSFOETANOLAMINA
(FOS) fornecidas pelo IQSC-USP'esenicaminhadas pelo MCTI ao LQOS via LASSBio.

o] 0
I W _OH . HO * w_0O
HO_/P_\O_ _O/P\ ™~ NH3 \/\NH3 _O/P\ \/\NHz
O O MEA.H* o
Fosfatos de FQS H FBEA
Ca?*e Mg?*

"NH3

A anadfisexda fracao soluvel mostra que as seguintes espécies podem estar em equilibrio em
meio acidojcemo na solugdo de D,O com pH 5-6 (esquema 5).
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Esquema 5. Equilibrio quimico entre as espécies presentes na fragdo soltvel em D,0 - cdpsulas de
FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornecidas pelo IQSC-USP e encaminhadas pelo MCTI ao
LQOS via LASSBio em solu¢do de D,0.

0 @)

WOH O~ ™NH, — )
O MLRN NH; + O™\ NH3
FOS sal de FOS + sal

N
sal de FOS + sal de
| @

Cabe a grande variacdo de peso do conteldo das capsulas como mostrado nas
paginas 1$ deste relatério, indicando um menor rigor quanto a quantidade de material

&

s capsulas.
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32 FASE: ANALISE DE RMN-*P DO CONTEUDO INTEGRAL DAS CAPSULAS DE
FOSFOETANOLAMINA FORNECIDAS PELO IQSC-USP E ENCAMINHADAS PELO MCTI AO LQOS, VIA
LASSBio

ANALISE GRAVIMETRICA

Foi efetuada uma andlise gravimétrica das capsulas encaminhadas pelo MCTI ae,LQOS, via
LASSBio (figura 14). Para tanto, o conteudo de trés cdpsulas foi pesado separadamgnte; cdpsula 01:
328 mg, cadpsula 02: 278 mg e capsula 03: 352 mg, totalizando 958 mg. Novamente, foi 6bservada
grande variagdo nas quantidades de material sélido presente em cadagumaydas capsulas. O
material contido nas trés cdpsulas foi combinado em um Erlenmeyer e recebeu avadicdo de 20 mL
de H,O destilada. A suspensdo obtida foi deixada em banho degultrassony por 30 minutos a
temperatura ambiente (~25 °C, a 4gua do banho foi trocada 2 veze$). Ap6s 30 minutos, observou-
se apenas a dissolugdo parcial do material sélido contido na§*eapsulas. O material insoluvel foi
separado através de filtragdo por gravidade com filtro déwpapel, que havia sido previamente
pesado. Ao término da filtracdo, o material retido nefiltro\foi lavado com mais 10 mL de H,0
destilada. O material sélido que ficou retido no filtro deypapel foi acomodado dentro de um
béquer, juntamente com o filtro. A solucdo aquosanobtida a partir do material da capsula soluvel
em H,0, também foi transferida para um bggueh.e, entdo, ambos foram deixados em estufa a 70
°C para secagem até peso constante. ApdS se€agem, as amostras foram resfriadas a temperatura
ambiente em dessecador, sob vacuo.

1. Material insolivel em H50: apésfsecagem do material sélido a 70 °C, o sélido branco
resultante foi pesadogemacusot,um peso de 340 mg, o que corresponde a cerca de 35,5% do
total contido nas trés cdpsulas, de material sélido insoluvel em H,0, com relagdo a massa
inicial de 958 pg!

2. Material soltivel'em H,0: a solucdo limpida do material soltvel em H,0 também foi deixada
para secar'a 70 ’C, resultando em uma massa sdlida de aspecto vitreo, de colorag¢do parda,
gue.ao ség pesado, acusou uma massa equivalente a 549 mg, correspondente a 57,3% do
pesoyda™massa inicial de 958 mg. Esse material se mostrou higroscépico, uma vez que a sua
massasaumentou quando exposto a atmosfera ambiente ao mesmo tempo que o material
passou a apresentar uma consisténcia pegajosa.

Obs, Do total de 958 mg presentes nas 03 cdpsulas, cerca de 69 mg (7,2%) corresponde a H,0, em
virtude de o contetdo das cdpsulas ser higroscopico.

340 mg (material soluvel em D,0) + 549 mg (material insoluvel em D,0) + 69 mg (H,0) = 958 mg
(conteudo de 3 cdpsulas)
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Figura 14. Analise gravimétrica das capsulas de FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornecidas pelo 1QSC-
USP e encaminhadas pelo MCTIl ao LQOS via LASSBio.

3 capsulas FOS

328 mg, 278 mg e 352 mg
2=958 mg
20 mL H,0 destilada \

30’ ultrassom, 25 °C

lavagem com
10 mL H,0 destilada

filtragao
gravidade : %)
: material
insolivel em
agua destilada

549 mg (57,3%)
material

lim pido secagem 70 °C solivel em 4gua
destilada

69 mg H,0 (7,2%)

filtraao

A figura 15 mostra o espe de RMN->'P totalmente acoplado para a fragdo soluvel em

H,0, adquirido em equip Bruker DRX com o nucleo de fésforo tendo frequéncia de
em D,0 - Capsula IQSC-USP-MCTI recebida via LASSBio. Neste

presenca de trés compostos contendo fésforo em sua estrutura (esse

espectro é muita @ Nante ao espectro da figura 8, pdgina 11, como é esperado). Primeiro
componente:& al«de fésforo com deslocamento quimico em torno de 2,62 ppm, desdobrado
em um to Wpy = 6.8 Hz, correspondendo ao atomo de fosforo da molécula de
FOSFOETANQLAMINA (FOS). O nucleo de fésforo acopla com os dois atomos de hidrogénio do

0Mzdos ao atomo de oxigénio, assim desdobrando em um tripleto, conforme previsto

ru
.@ de espectroscopia de RMN-3'p. Segundo componente: o sinal em 0,41 ppm mostra
apenas um singleto e é devido a presenca de fosfatos inorganicos de célcio e magnésio (P;) no meio

o

(como comprovado pelos experimentos apresentados nas paginas 38-39 deste relatério). Terceiro
componente: o sinal em torno de —0,18 ppm aparece como um quinteto com constante de
acoplamento Jpy = 6.2 Hz e indica que o atomo de fésforo esta acoplando com dois grupos CH..

Este sinal indica a presenca de FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) no meio. Ndo ha outra espécie de
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fosforo na fracao solivel em H,0 destilada. Este experimento confirma o que ja havia sido
observado anteriormente (figuras 8 e 13, paginas 11 e 22, respectivamente).

Figura 15. Espectro RMN-'P (101,25 MHz - H,0) da fracdo soltvel em agua destilada da capsula
de FOS (IQSC-USP-MCTI-LASSBio).
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ANALISE DA FRA@ LUVEL EM H,0 APOS DISSOLUCAO EM HCI DILUIDO

Emeeutro ‘experimento, a fragdo insoltiivel em H,O (obtida a partir do experimento de
capsula 1QSC-USP-MCTI, via LASSBio) foi dissolvida com solucdo aquosa de HCI

ndo em uma solucdo totalmente limpida, desprovida de residuos sélidos, com pH

| <20. @ valor de pH foi elevado a 3-4 pela adi¢ao de solu¢dao aquosa de hidréxido de sddio (1 M)

( <0, a FOS e o P; apresentam deslocamentos quimicos muito préximos e a elevagao do pH
acima desse valor resulta na separac¢do de um precipitado branco). A figura 16 mostra na sua parte
superior, o espectro de RMN->'P com desacoplamento em banda larga de hidrogénio adquirido em
equipamento Bruker DRX com o nucleo de fdésforo tendo frequéncia de ressonancia de 101,25
MHz, em D,0 para essa amostra. Nesse espectro observa-se um sinal de fdésforo com
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deslocamento quimico em torno de 4,2 ppm que corresponde ao dtomo de fésforo da molécula de
FOSFOETANOLAMINA (FOS) residual, ndo dissolvida na dgua destilada.

Figura 16.Espectros de RMN->"P (101,25 MHz — HCl diluido) da fracdo insoltvel em agua da capsula
de FOS (IQSC-USP-MCTI) a pH 3-4 (parte superior), apds adicdo de FOS auténticanparte

inferior).
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Para fins\de c6Mmprovacgao, a parte inferior da figura 16 mostra o espectro de RMN-3'P com
desacoplamento em banda larga de hidrogénio adquirido em equipamento Bruker DRX com o
nucleo 'de fosforo tendo frequéncia de ressonancia de 101,25 MHz para uma amostra que foi
prepardda‘da seguinte maneira: uma mistura contendo material insolivel da cédpsula (30 mg) e
uma,amostra de FOS auténtica (10 mg, sintetizada no LQOS, conforme discussdao na parte B deste
relatdrio) foi completamente dissolvida com solugdo aquosa de HCl (0,5 M). O valor de pH da
solucdo resultante foi igualmente aumentado ao valor de 3-4 antes da aquisicdo do espectro.
Pode-se observar o aumento na intensidade do sinal de FOS, apds a adicao de FOS pura preparada
no LQOS, embora com pequena variacdo no deslocamento quimico. Esta fracdo insoluvel de
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FOSFOETANOLAMINA pode estar associada a FOSFOETANOLAMINA na forma de seu sal de cdlcio
combinada com fosfato de calcio, embora outros ions metdlicos como de magnésio, zinco, ferro,
manganés, aluminio e bario estejam presentes no meio (esquema 6).

Esquema 6. Fosfoetanolamina em combinagao com fosfato de calcio.

fosfatos de

I _
HO=P~ - -0 +
Ca?*, Mg**, Zn?* G ~0 Ca® oA~ __NHJ
Fe3* Mn2* AI%* Ba2* O
’ ’ ’ sal de FOS

O sinal em 4,0 ppm mostra a presenca principalmente de fosfatos inorganicos (P;) de calcio
(Ca) e magnésio (Mg), além de pequenas quantidades de ions zinco (Zn)ysferro (Fe), manganés
(Mn), aluminio (Al) e bario (Ba) presentes no meio (como cemprovado pelos experimentos
apresentados nas paginas 38-39 deste relatdrio). Observou-se‘a présenca de mais um sinal em
torno de —6,0 ppm, nao detectado anteriormente nas frac6es soltiveis em H,0, que evidencia a
presenca de espécies de pirofosfato inorganico (PP;) déycéleio (Ca) e magnésio (Mg), além de
pequenas quantidades de ions zinco (Zn), ferro ke)manganés (Mn), aluminio (Al) e bario (Ba),
formados como produtos secunddrios durante.o processo de sintese da FOSFOETANOLAMINA,
como sera demonstrado nas paginas 38-39\deste=relatdrio. Pirofosfatos sdo anidridos do 4acido
fosfdrico contendo dois dtomos de fésforesem, sua estrutura. Nao foi possivel observar a presenca
de FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) no meio;#6 que comprova que a FBEA é totalmente soluvel na
quantidade de dgua utilizada no éxperimento.

Este experimento mostra que‘a fragao insolivel em H,0 apresenta cerca de:

o 72,3% de¢fosfatas,inorganicos (P;)
e 17,5% de FOSFOETANOLAMINA associada a ions metalicos
e 10,2% de pirofosfatos inorganicos (PP;)

Em meio dcido, todos os sais de cdlcio e outros ions metalicos serdo protonados, formando
acido fosférieo, a fosfoetanolamina e ions calcio em solugdo aquosa acida (esquema 7).
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Esquema 7. Fosfoetanolamina em combinacdo com fosfato de calcio e outros ions metdlicos em

meio acido.
HO—P OH 1O (IF?’ 3 CI_
N /p —_— —P<
ca®* 0 NH * HO~ \
O o} O/\/ 3 H,0 HO/ OH
fosfato de calcio FOS acido fosférico FOS. H
e fosfatos de
Mg2*, Zn?*, Fe?* + jons Ca?, Mg?*, Zn%*, Fe?*, Fe¥*, * Ba®*
Fe3* Mn2* AI3* Ba2* em solucao aci
ANALISE DO CONTEUDO DAS CAPSULAS NA iNTEGRA APOS DISSO HCI DILUIDO
Em um novo experimento, uma amostra do material in e uma das capsulas de FOS
IQSC-USP-MCTI recebida via o LASSBio foi completam a com solug¢dao aquosa de HCI
(0,5 M), resultando em uma solugdo totalmente I apresentando pH < 0. O espectro de

RMN-*'P com desacoplamento em banda larga de roge io dessa amostra estd mostrado na
parte inferior da figura 17.

Em pH < 0, os deslocamentos quim mpostos fosforilados presentes na mistura
contida na capsula de FOS mudam drasti em relagdao aos deslocamentos quimicos medidos
levemente dcido, conforme se configura o caso do
0 em banda larga de hidrogénio adquirido para a fragao

¢a moderada, é formado a partir da protonacao dos sais de fosfato

inorganico pre eio pelo HCI, um 4acido forte). A atribuicdo dos sinais de FOS e P; foi feita

com base na@nalise @6 espectro de RMN-*'P no modo totalmente acoplado (figura 18, pagina 32 e

figura 20, %
A
N\

Pédgina | 30



LABORATORIO DE AVALIACAO E SINTESE DE SUBSTANCIAS .
BIOATIVAS — LASSBio Inct
COORDENADOR: PROF. ELIEZER J. BARREIRO )
‘I‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ

Cx. Postal 68006 — Rio de Janeiro —21941-910, RJ - BRASIL W
http://www.lassbio.ich.ufrj.br

Figura 17. Espectro de RMN-3!P (101,25 MHz) - FOS - (Capsula 01) — 1QSC-USP MCTI/LASSBIo) —
fracdo soluvel em agua destilada (D,0, parte superior) e (parte inferior) apds dissolucao
total com soluc¢do aquosa de HCI (0,5 M).
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Figura 18. Espectro de RMN->'P acoplado (101,25 MHz, D,0) - FOS - (Capsula 01) — 1QSC-USP
MCTI/LASSBio) — amostra integral apds dissolucdo total com solu¢do aquosa de HCI
(0,5 M).
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No modo totalmentesacoplado, o sinal relativo a FOS diferencia-se do sinal relativo ao P;
pelo fato daquelefdesdobrar-se num tripleto, ao passo que a multiplicidade do sinal devido ao P;
continua send0® a“de singleto. Cabe ressaltar, que neste pH baixo, a FOS e o diéster (FBEA)
apresentam, praticamente os mesmos valores de deslocamento quimico (isso sera demonstrado
posteriormenté™hesse relatério, figura 19, pagina 33). O espectro de RMN->"P da figura 17 (pagina
31) 3o pode’ ser perfeitamente integrado uma vez que a pequena diferenga de deslocamento
guimico entre a FOS e P; gera sinais ndo completamente separados até a linha base. Contudo, a
analiser das integrais, ainda assim, permitiu concluir que as duas espécies estdo presentes em
guantidades praticamente equimolares, lembrando que o valor da integral para a area do sinal da
FOS (integral = 100) nesse espectro inclui a integracdao do sinal da FBEA que estd sobreposto ao
sinal daquela e sabidamente, corresponde a aproximadamente 13, como pode ser visto na parte
superior da figura 17.
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Visto que os sinais devidos aos diferentes compostos fosforilados em solu¢do com valor de
pH muito baixo tendem a apresentar valores de deslocamento quimico muito parecidos,
acarretando na sobreposi¢do parcial e/ou total de sinais, elevou-se o pH a valores de 3 a 4 através
da adicdo de solucdo aquosa de hidroxido de sddio. A adicdo de quantidades maiores de solucdo
de hidréxido de sdédio com o intuito de elevar ainda mais o valor de pH levou a turbidez da agfestra
e a formacdo de um precipitado “gelatinoso”. A figura 19 mostra na sua parte Superior,
exatamente o mesmo espectro mostrado na parte inferior da figura 17 (pagina.3%) ey, na parte
inferior, o espectro de RMN->'P adquirido em equipamento Bruker DRX com o niicleo“de fésforo
tendo frequéncia de ressonancia de 101,25 MHz para a mesma amostra, mas,cem valor de pH
ajustado ao valor 3-4.

Figura 19. Espectro de RMN-3'p (101,25 MHz — HCI diluido) - FOS —\QSC-USP MCTI/LASSBio,
capsula 01) — conteudo integral completamente dissolvidoseom solugdo aquosa de HCI
(0,5 M) (pH < 0, parte superior e pH = 3-4, partednferier).
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Comparando-se os dois espectros da figura 19, observa-se que em pH 3-4 a FOS passa a
ressonar em campo mais baixo do que P; (o campo diminui para o lado esquerdo e aumenta para o
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lado direito). Além disso, passa-se a detectar novamente o sinal devido a FBEA, cujo deslocamento
quimico moveu-se para campo mais alto em resposta a mudanca de pH do meio. Embora nesse
valor de pH os sinais relativos aos trés compostos principais da mistura contida na cdpsula
contendo fésforo na sua estrutura estejam todos aparentes, a integracdao do espectro ainda fica
imprecisa devido a sobreposi¢ao parcial desses sinais.

Independentemente do valor de pH da amostra, os espectros de RMN-*'P da figura 19
(pagina 33) apresentam um sinal alargado em torno de —12 ou de —10 ppm, que nae eé'detectado
nos espectros de RMN->'P adquiridos para a fragdo soltvel em dgua destilada_do matefial contido
nas capsulas de FOS. Baseado no valor de deslocamento quimico desse sinal, assumesse que ele se
deva a presenca de uma espécie de pirofosfato inorganico (PP;), que tipicamente apresenta uma
estreita linha de ressonancia (singleto) nessa regido do espectro dg RMIN->'R. O alargamento da
linha espectral pode ser causado pela presenga de ions divalentesicom@ calcio, magnésio, zinco,
manganés e bario e trivalentes como aluminio e ferro presentes,nONMEI® que podem gerar sais de
pirofosfato com rotacdo restrita. Dessa forma, os desldeamentos quimicos dos dois atomos
constituintes do pirofosfato deixam de ser equivaleptes ejfassim, passam a acoplar entre si,
contribuindo para o alargamento do sinal.

Objetivando a verificagdo dessa hipdtes€npreparou-se uma nova amostra a partir do
material integral da capsula de FOS (120 mg)quefoi completamente dissolvido em solugdo aquosa
de HCI (0,5 M). A solucdo limpida assim @btida foi alcalinizada (pH = 14) com solu¢do aquosa de
NaOH 6 M. Nesse valor de pH, ionsgdivalentes como calcio e magnésio, além de outros ions
metadlicos como zinco, ferro, manganés, aluminio e bario presentes no meio, costumam precipitar
na forma de seus respectivos hidréxidos:"O precipitado branco leitoso (gelatinoso) que se formou
pela alcalinizagdao foi removidozor meio de filtragdo por gravidade através de filtro de papel. A
solucdo limpida assim obtidafoi submetida a analise de RMN->'P em equipamento Bruker DRX com
o nucleo de fosforoftendonfrequéncia de ressonancia de 101,25 MHz no modo totalmente
acoplado, confornie mestrado na parte superior da figura 20. Nesse espectro, pode-se observar um
fino singleto efn torno de —5,6 ppm, regido tipica de ressonancia de pirofosfato (PP;) de sddio (ion
monovalente) empH altamente alcalino; dessa forma confirmando que o sinal alargado em torno
de —1Q ou 'dé *=12 ppm do espectro das figuras 17 e 19 é realmente devido a espécies de
pirofosfate eom rotacdo restrita. Além disso, observa-se a presenca dos sinais dos demais
c¢onstituintes da mistura da capsula de FOSFOETANOLAMINA: FBEA (sinal em 0,9 ppm): FOS (sinal
em 3,9 ppm) e P; (sinal em 5,05 ppm). No entanto, chama a atenc¢do o fato da quantidade de P;
nesse Ultimo espectro estar bastante reduzida em relagdo a quantidade de FOS (a razdao molar
FOS:P; revelada no espectro adquirido da amostra acida da figura 19 é em torno de 1:1).

Diante disso, o precipitado separado da solucdo alcalina foi redissolvido com solucdo
aquosa de HCI (0,5 M) e a solugdo limpida assim obtida teve o valor de pH ajustado para 3-4 pela

Pégina | 34



LABORATORIO DE AVALIACAO E SINTESE DE SUBSTANCIAS
/) N BIOATIVAS — LASSBio G
COORDENADOR: PROF. ELIEZER J. BARREIRO v o
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ

obsratiiodefeliegboentese e substbmiesBlecties Oy Postal 68006 — Rio de Janeiro — 21941-910, RJ - BRASIL Mw
http://www.lassbio.ich.ufrj.br

adicdo de solugao aquosa de hidréxido de sddio. A partir dessa amostra foi adquirido um espectro
de RMN->'P no modo com desacoplamento em banda larga de hidrogénio em equipamento Bruker
DRX com o nucleo de fosforo tendo frequéncia de ressonancia de 101,25 MHz, mostrado na parte
inferior da figura 20. Observam-se dois sinais nesse espectro: um singleto alargado em torno e —0,2
ppm devido a fosfato inorgéanico (P;) e o sinal largo em torno de —10,8 ppm do pirofosfato
inorganico (PP;). Baseado nesses resultados de RMN-*'P e no comportamento de salubilizagao e
precipitacdo em resposta a mudanca de pH do meio, pode-se concluir que uma parte,consideravel
do conteudo insolivel em agua destilada das cdpsulas de FOS é formada por fosfatotdeealcio, um
mineral solluvel em acidos minerais diluidos e praticamente insoluvel em pH Reltro ou alcalino,
além de fosfatos de magnésio (Mg), zinco (Zn), ferro (Fe), manganés (Mn))altminio (Al) e bario
(Ba), como comprovado pelos experimentos descritos nas paginas 38:39.

Figura 20. Espectros de RMN-*'P (101,25 MHz) - FOS — 1QSC-USPNMGCTI/LASSBio, capsula 01 —
fragdo soluvel em pH = 14, em modo acoplado,(parte Superior) e fragdo insoluvel em
pH = 14, solubilizada em HCl,q 0,5 M, seguwido, desncorre¢do de pH 3-4, em modo
desacoplado (parte inferior).
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CONCLUSAO DA 32 FASE: ANALISE DE RMN->'P DO CONTEUDO INTEGRAL DAS CAPSULAS DE
FOSFOETANOLAMINA (FOS) FORNECIDAS PELO 1QSC-USP E ENCAMINHADAS PELO MCTI AO
LQOS, VIA LASSBio

ANALISE GRAVIMETRICA

A analise gravimétrica destas cdpsulas revelou que seu conteudo apresenta,35,5% de
material, insolUvel em agua destilada, que em sua maior parte é constituida de fosfato inorganico
(P;) na forma de calcio e magnésio, mas também associado a outros ions metalieos como
manganés, ferro, aluminio, zinco e bario (ver paginas 38-39 deste relatdrio), A analise de RMN-'p
da fracdo insoluvel em agua, mas solivel em solucdo diluida de HCI, permitiu_observar a presenca
de uma quantidade residual de FOS e mais uma espécie de fosforo ‘na amostra integral das
capsulas que ndo foi detectada na fracdo soluvel do contelddo das'capsulas de fosfoetanolamina:
pirofosfato inorganico (PP;, na forma de sais de calcio e magnéSie,,mas também associado a outros
ions metalicos como manganés, ferro, aluminio, zinco e barig)pembora em quantidade bem menor
do que a de fosfato de célcio (Ca) e magnésio (Mg), além,de pequenas quantidades de fosfatos de
zinco (Zn), ferro (Fe), manganés (Mn), aluminio (Al) €bério (Ba). Além disso, o espectro de RMN->'p
da fracdo soluvel em dgua destilada mostra que/erea de57,3% do material contido nas cdpsulas é
constituido de FOSFOETANOLAMINA na formatde seu sal (FOS), monoetanolamina protonada
(MEA.H"), FOSFOBISETANOLAMINA (FBEAJ e foisfato inorganico de calcio e de magnésio (P;). Como
descrito anteriormente (paginas 25-27¥ncerca)de 7,2% do conteddo do material sélido presente
nas capsulas é H,0, em virtude deste material ser higroscdépico.

Em total conformidade comids analises de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio-1,
de carbono-13 e de fésforof31Y{RMN*H, RMN-*C e RMN-*'P) realizadas anteriormente, a anélise
da fragdo soltivel em H,0%(apés secagem a 70 °C e solubilizacdo de uma amostra da massa seca em
agua deuterada)gpermitiu,aidentificacdo de 04 (quatro) compostos presentes nas cdpsulas de
FOSFOETANOLAMINANFQS) fornecidas pelo IQSC-USP e encaminhadas pelo MCTI ao LQOS via
LASSBio. Dentfe estes,03 (trés) compostos contém fosforo em sua estrutura: fosfatos inorganicos
(de calcio @smagnésio), a FOSFOETANOLAMINA (FOS) na forma de seu sal e associada ao sal da
monoetanolamina (MEA.H') e a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA), um diéster do &acido fosférico.
Segéindo a, andlise por RMN de *'P, a razdo molar entre FOS, P; (fosfato inorgéanico) e FBEA é de
200:33:16, sendo que a relagao encontrada para FOS e FBEA pelas duas técnicas (RMN-'H e de
RMIN"¥P) ¢ a mesma (variacdo considerada dentro dos limites do erro experimental). O quarto
componente é a monoetanolamina protonada (MEA.H'). Estas espécies est3o presentes em
equilibrio em virtude do pH levemente acido (pH 5-6) do meio (esquema 8).
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Esquema 8. Espécies presentes na fragcdo soluvel em H,O destilada das capsulas de
FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornecidas pelo IQSC-USP e encaminhadas pelo MCTI ao
LQOS via LASSBio.

_9 _ (\)\ _OH + HO\/\ + (\)\ /O\/\

HO"P~o "0 PO~ NH; NH;  -o-K
0 O MEA.H* 0

Fosfatos de FOS \

Ca%*e Mg?*

Em ultima andlise, considerando também a fracao das cdpsula
destilada, o sélido contido nas capsulas de FOSFOETANOLAM
guimicos, independente da presenca dos ions calcio (Ca),

Mg), além de pequenas
guantidades de ions zinco (Zn), ferro (Fe), manganés (Mn inio (Al) e bario (Ba) associados
(esquema 9), a saber: (1) FOSFOETANOLAMINA na fo de'seu sal (FOS); (2) Monoetanolamina
protonada (MEA.H"); (3) FOSFOBISETANOLAMINA ) na forma de seu sal; (4) Fosfatos de Ca,
Mg, além de pequenas quantidades de zinco, “fe manganés, aluminio e bario (P;); (5)
Pirofosfatos de calcio, magnésio, além d s quantidades de zinco, ferro, manganés,
aluminio e bario (PP;). %

Esquema 9. Espécies presentes Q s de FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornecidas pelo 1QSC-
ao

USP e encaminhadas pelo MCTI OS via LASSBio.
0]
+ \
OH o HO\/\NH ~ /\P/O\/\NH
3 O \O 2
/\% MEA.H" H sal de FBEA
sa e monoetanolamina +
‘ protonada NH3
HO— P\ _ O- P< AR o}
% o © HS O oH
fosfatos de pirofosfatos de
Ca®*, Mg?*, Zn?* Ca®*, Mg?*, Zn?*
Fe3*, Mn?*, APR*, Ba?* Fe3*, Mn?*, APR*, Ba?*
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DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE iONS METALICOS NO CONTEUDO DAS CAPSULAS DE
FOSFOETANOLAMINA 1QSC-USP-MCTI RECEBIDAS VIA LASSBio”

A fracdo soluvel em agua destilada, a fracdo insoluvel em 4gua destilada e o conteuddo na
integra de 04 (quatro) capsulas de FOS 1QSC-USP-MCTI recebida via LASSBio, foram submetidos a
analise de espectrometria de emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado (ICPQES).com o
objetivo de quantificar a presenca de ions Ca**, Mg** e Zn** e outros elementos in@rgahicos (tabela
1, pagina 39). As 04 (quatro) capsulas foram abertas e o material sélido brancg“egntido em cada
capsula foi pesado. O peso do material sélido contido em cada capsula foiy capsula 01: 342 mg;
capsula 02: 358 mg; capsula 03: 233 mg; capsula 04: 331 mg. NgVamentep observamos grande
diferenca entre o peso do material sélido contido em cada capsula:

Os parametros do equipamento (Perkin-Elmer, modéle Optima 8300) utilizados nas analises
foram: poténcia de radio frequéncia de 1400 W; fluxo@doyargénio do plasma de 15 L/min; fluxo de
argbnio auxiliar de 0,5 L/min; fluxo do gas de nebuliZacdo de 0,7 L/min; sendo que as analises
foram feitas em triplicata. As amostras das capsulas € das fracdes insoluvel e soluvel (solubilidade
em H,0 destilada) foram dissolvidas em HCI 4% m/m. As curvas utilizadas para a quantificagdo dos
analitos compreenderam as concentfacoés deg/0,05-2 mg/L para Zn, Fe, Mn, Al e Ba e 10-500 mg/L
para Ca e Mg. Foram feitos testes desadicdo e recuperacdo para avaliagdo da exatidao do
método.

Estes testes sd@, feitoOs=pOr meio da adicdo de quantidades conhecidas dos analitos a
amostra e postepion, analise para avaliacdo da quantidade do elemento adicionada que é
encontrada (valores expressos como % de recuperagao). Foram pesadas quatro capsulas, cuja
massa totalwfoi utilizada para a avaliacdo da exatiddo do método e para a quantificacdo da
concentracdoytotal dos elementos (testes feitos em triplicata). Ja para a quantificagdao na fragao
insoltivel,,a pesagem foi feita em duplicata em fung¢do da quantidade disponivel do material. Os
resultados para os testes de adigdo e para as concentragdes dos elementos nas amostras estao

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Recuperacbes obtidas para os testes de adicdo e concentracdo dos analitos nas
diferentes fragbes das amostras das capsulas (n=2 para a fragdo insolivel e n=4 para o
conteldo integral das capsulas).

lon Recuperagao (%) Fragao soluvel Fragao insoluvel
(mg/L) (mg/kg)

Ca 1052 114,3 239+ 10 g/kg*

Mg 84 +2 47,8 7,4+0,1 g/kg*

Zn 91+2 < LD** 5,8+0,7

Fe 85+ 8 <LD 10971

Mn 81+ 2 <LD 13,1+1,1

Al 98 +4 <LD 80,2+0,8

29,7+0,6

Ba 94+1 <LD 16,6 +

5,21 + 0,04

* Os valores para Ca e Mg sdo mostrados em g/kg e os demais eIementc‘KEn J
**Abaixo do limite de determinagdo - primeiro ponto da curva analitica kwéo (0,05 mg/L).

A fracdo das cdpsulas, solivel em 3agua de% resenta ions cdlcio (Ca) e magnésio
(Mg) em quantidade de mg/L. N3o foi possivel ﬁ presenca de fons zinco (Zn). Portanto, na

A fragdo das cdpsulas, insolavel jglia destilada, posteriormente dissolvido em HCl 4%
m/m, apresenta ions calcio (Ca) e ma ) em quantidades de g/kg, além de zinco (Zn), ferro
S204dl0

(Fe), manganés (Mn), aluminio (Al) (Ba) em quantidade de mg/kg. Portanto, na fragdo

fracdo soluvel em agua destilada, pode-se canfir, presenca de fosfatos de Ca®* e de Mg**.

insoluvel em agua, pode-se confirmar a presenca de fosfatos de Ca’*ede Mg2+ e de pirofosfatos de
Ca’* e de Mg®", além de out s metalicos, ndo decorrentes do processo de sintese quimica.

O conteudo int
de fons calcio (Cd)

manganés (Mn

a psulas, dissolvido em HCl 4% m/m, apresenta grande quantidade
3si0 (Mg), além de pequenas quantidades de ions zinco (Zn), ferro (Fe),

(Al) e bario (Ba) em quantidade de mg/kg. Portanto, o contetido das

capsulas na i ra esenta a presenca de fosfatos de cdlcio, magnésio, zinco, ferro, aluminio,

manganés irio,%além de pirofosfatos de cdlcio, magnésio, zinco, ferro, aluminio, manganés e

bario \/
IVas determinagdes foram realizadas no laboratério de pesquisas da Profa. Solange
Cadore, no Instituto de Quimica da UNICAMP, com o auxilio da doutoranda Sra. Emanueli
do Nascimento da Silva.
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ANALISE DE RMN DE LOTE DE 282,87 GRAMAS DE FOSFOETANOLAMINA (FOS)
(FOSFOETANOLAMINA FORNECIDA PELO 1QSC-USP E ENCAMINHADA PELO MCTI AO LQOS, VIA CIEnP)

Foram realizadas analises de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio-1, de carbono-
13 e de fosforo-31 (RMN-"H, de RMN-'3C e de RMN-'P) da fracdo soluvel em D,O e da amostra
integral de um lote de 282,87 gramas de FOSFOETANOLAMINA (FOS) SINTETICA provefiientes do
Instituto de Quimica de S3do Carlos da Universidade de Sdo Paulo (IQSC-USP) eneaminhadas ao
Centro de Inovagdo e Ensaios Pré-clinicos (CIEnP) pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologiane Thovagdo
(MCTI). Foi entregue no Laboratdrio de Quimica Orgdnica Sintética (LQOS), no fastitutodde Quimica
da UNICAMP (IQ-UNICAMP), uma amostra (ndo encapsulada) contendowl,3296 gramas de
FOSFOETANOLAMINA SINTETICA deste lote, como um sélido branco, eficamifthada pelo CIEnP, via
PAC, no dia 26/01/2016 e recebida no LQOS no dia 03/02/2016£{Em“seguida, 30 mg do sdélido
branco foram suspensos em 0,6 mL de dgua deuterada (D,0; parayrealizar as andlises de RMN-'H,
de RMN-C e de RMN-*'P da fragdo soluvel da amostra em DyO)=A suspensdo foi submetida a
agitacdo magnética com auxilio de barra magnética por 30 miputos, a temperatura ambiente.
Novamente, observou-se que o conteldo da cdpsula hdo ‘se dissolveu por completo nessas
condicdes, restando um depdsito sélido, branco, insoldvel, que foi separado por filtracdo em filtro
de papel, com leve suc¢do. O material solivel em D,O\qle, apds a filtragcdo, resultou numa solucao
limpida, apresentou pH na faixa de 5-6 (médide cem papel indicador de pH de “4 listras”, marca
Macherey-Nagel, ref. 921 10), o que cakaeteriza cardter levemente acido ao meio contendo o
material solivel em D,0.

Com base no espectro de®MN*H4(figura 21), conclui-se que a fragdo soltvel deste lote de
FOS apresenta a mesma mistura deycomponentes, inclusive impurezas, que a fracdo soluvel do
material contido nas capsulas doiQSC-USP-MCTI analisadas previamente. Contudo, as proporc¢des
entre os componentesMao $ao0"as mesmas nos diferentes lotes. Enquanto a razao molar entre FOS,
MEA.H" e FBEA é,de 200:70:16 no material encapsulado, esta razio muda para 100:90:13 na
amostra a grapelide FOS. A diferenca de 3% na quantidade de FBEA nas duas amostras ndo é
significativa poisyestd“dentro da margem de erro inerente a técnica de analise (RMN-'H, 250,13
MHz). Por outre lado, o aumento de 20% na quantidade de MEA.H" é bastante expressivo.

Pela analise de RMN-'P (figura 22) observa-se que nessa Ultima amostra a quantidade de
fosfate”inorganico (P;) soluvel em agua é relativamente maior, ao passo que a relagdo FOS:FBEA é
praticamiente a mesma. A razdo molar FOS:P;:FBEA da fragdo soluvel do material da cdpsula IQSC-
USPsMCTI (CIEnP) é de 100:33:16 e na amostra a granel de FOS é de 100:46:13.
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Figura 21.Espectro RMN-'H (250,13 MHz - D,0) — Amostra a granel de fosfoetanolamina sintética
IQSC-USP-MCTI recebida via CIEnP (expansao da regido entre 3,00 ppm e 4,35 ppm).
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A andlise do es \T’ N-'3C (figura 23) confirma a presenca de uma quantidade maior
de MEA.H" na cofnpo

deslocamento qu @
das cépsulas& >

istura. Essa amostra ndo apresenta a impureza desconhecida com
torno de 69,0 ppm que se mostrou presente nas amostras do material

CTl analisadas previamente.
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Figura 22.Espectro RMN-*'P acoplado (101,25 MHz - D,0) — Amostra a granel de fosfoetanolamina
sintética IQSC-USP-MCTI via CIEnP — Fragao soltuvel em D,0.
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Figura 23.Espectro RMN-"3C (62,9 MHz — D,0) — Amostra a granel de fosfoetanolamina sintética
IQSC-USP-MCTI via CIEnP — Fragdo soltuvel em D,0.
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ANALISE DA AMOSTRATQSC-USP-MCTI A GRANEL — INTEGRAL

A amostra), de ‘fosfoetanolamina sintética IQSC-USP-MCTI a granel (ndo encapsulada)
recebida pelo LQOS"YUNICAMP via CIEnP também teve seu conteldo integral (fracdo soluvel e
fragdo insoluvel ent dgua destilada) analisada por meio de RMN-*'P em equipamento Bruker DRX
com o“nucled de fésforo tendo frequéncia de ressonancia de 101,25 MHz. Para tanto, 30 mg do
sélido branegd que constitui a amostra foi completamente dissolvido em 1 mL de solugao aquosa de
HCDO,5\M. A solucdo incolor e limpida assim obtida teve o valor de pH elevado a 3-4 pela adicdo de
solucao aquosa de NaOH 1 M (a elevagdo do valor de pH acima desse valor causa turbidez e
formacao de precipitado).

A figura 24 mostra os espectros de RMN-3'P obtidos a partir dessa solu¢ao. Nesse valor
relativamente baixo de pH, os valores dos deslocamentos quimicos dos principais compostos
contendo fosforo na sua estrutura sao bastante préximos, de forma que a integracdo precisa dos
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sinais fica impossibilitada. Mesmo assim, a integracdo do espectro adquirido no modo com
desacoplamento em banda larga de hidrogénio (parte superior, A) permite concluir que menos da
metade do fésforo presente na amostra provém da molécula de fosfoetanolamina. A amostra
apresenta uma grande quantidade de fosfato inorganico (P;) e FBEA, conforme ja havia sido

demonstrado acima. Esse lote de fosfoetanolamina parece conter uma quantidade u uco

menor de pirofosfatos.

Figura 24. Espectros de RMN->'P (101,25 MHz) — Amostra a granel de fosfoetanol a'sintética —
IQSC-USP MCTI/CIEnP) - apés dissolucdo total em solug¢do de HCl aquos e ajuste
do valor de pH a 3-4 com solucdo aquosa de NaOH 1 M (A: modo.de do; B: modo

acoplado).
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CONCLUSOES

No Laboratdrio de Quimica Orgdnica Sintética (LQOS), no Instituto de Quimica da UNICAMP,
foram realizadas analises de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio-1, de carbono-13 e de
fosforo-31 (RMN-'H, RMN-"C e RMN-3'P) do contetido de capsulas de FOSFOETANOLAMINA (FOS)
provenientes do Instituto de Quimica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo ({QSG-USR)
encaminhadas ao Centro de Inovagdo e Ensaios Pré-clinicos (CIEnP) e ao Laboratdrio desAvgliacéo e
Sintese de Substdncias Bioativas (LASSBio), da Universidade Federal do Rio de Janéito, pelo
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagédo (MCTI).

O conteudo nas capsulas apresenta cerca de 35,5% de material insoliivel em dagua destilada
e cerca de 57,3% de material soluvel em agua destilada, além de 7,2% de dgua. O material soluvel
em agua apresenta fosfoetanolamina, monoetanolamina protgnadaS\egfosfobisetanolamina
protonada, além de pequena quantidade de fosfatos de célcio e 8le magnésio. O material insoluvel
em agua apresenta pequena quantidade de fosfoetanolamina, peguena quantidade de pirofosfatos
de calcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio, zinco e bario“e,grande quantidade de fosfatos de
calcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio, zincd ‘&, batio (cdlcio e magnésio em maior
concentragao).

O conteudo de cada capsula 1QSC-USP “analisada no LQOS apresenta composi¢ao
aproximada (com base em peso) de:

e 34,9% de fosfatos de calcio, magnéSio, ferro, manganés, aluminio, zinco e bario (P;)

e 3,6% de pirofosfatos,de calcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio, zinco e bario
(PP;)

o 32,2% deé fosfoetanolamina (FOS) - (sendo cerca de 6,2% associada a ions
metalicos)

e 18,2% de'monoetanolamina protonada (MEA.H")
o 3;9% de fosfobisetanolamina (FBEA)
e 7,2% de agua (H,0)

Resumidamente, a andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio-1, de carbono-

13 e de fésforo-31 (RMN-'H, de RMN-*C e RMN-*'p) conjuntamente com a analise de
espectrometria de emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) do conteudo das
capsulas de FOSFOETANOLAMINA fornecidas pela IQSC-USP e encaminhadas pelo MCTI ao LQOS
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via CIEnP e via LASSBio, permitiu a identificacdo de 05 (cinco) compostos, 04 (quatro) deles
contendo fésforo na sua estrutura:

(1) Fosfatos de calcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio, zinco e bario (P;);
(2) Pirofosfatos de calcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio, zinco e bario (PP;);
(3) FOSFOETANOLAMINA (FOS) na forma de seu sal e associada ao sal da monoet M

(MEA.H);
(4) Sal da monoetanolamina (MEA.H"); \

(5) Sal da FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.H"), um diéster do acido fosféric

Em solucdo de D,0, estas espécies estdao presentes em equilibrio e vi% pH do meio na
faixa de 5-6 (esquema 10). ’x

Esquema 10. Espécies presentes nas capsulas de FOSFOETANOL QOS) fornecidas pela USP

e encaminhadas pelo MCTI ao LQOS via CIEnR,e vi io.
) HO_ " & Q‘ OGN
W _OH + N o~ NH,
‘o/F’\O/\/ NH; 0

M Q H sal de FBEA
sal de FOS mon@étafiolamina +
o
¢ 99
H@ O~P~ RO

\ © Ho © OH
f tos de pirofosfatos de

* Mg?*, Zn?* Ca®*, Mg?*, Zn?*
/\ * MnZ*, AP, Ba?* Fe3*, Mn?*, AP*, Ba?*

e da fracdo soluvel mostra que as seguintes espécies podem estar em equilibrio em

%%’, em solucdo de D,0, com pH 5-6 (esquema 11).

7
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Esquema 11. Equilibrio quimico em solucdo de D,0 entre as espécies presentes nas cdpsulas de
FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornecidas pela USP e encaminhadas pelo MCTI ao LQOS
via CIEnP e via LASSBio.

O _
Q\ /OH + HO\/\NH —_ \ /O + HO
_O’P\O/\/NHg + 2 = 0" A~ NH; +

MEA O
FOS sal de FOS + sal de
+
o 03
\/\

Foi també rvado a presenca de fosfatos (P;) e pirofosfatos inorganicos (PP;) de calcio,
magnésio, derro, ‘manganés, aluminio, zinco e bario presentes nas cdpsulas, que em meio acido,
vao gerar 3 sforico e acido pirofosforico (esquema 12).

&

RN
X
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Esquema 12. Fosfatos e pirofosfatos inorganicos de calcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio,
zinco e bario (P; e PP;) presentes nas capsulas, em meio acido.

/

g- 0 V\
fosfatos de \

Ca?*, Mg?*, Zn*

Fe3*, Mn2*, AR*, BaZ* 9

_ I I jons de
H0t HOPop * HOPC LROH & N\ o o

—> HO o)
e Q T ", Mn?", AP, Ba?"
"O—-P- p\_o‘ acido fosférico  acido pirofosfri
/

Ho © OH %

pirofosfatos de

Ca2+, M92+’ Zn2+ &
Fe3*, Mn?*, AR*, Ba?* :%

Outros sinais de impurezas nao id &as, podem ser observados nos espectros de RMN-
'H e RMN-"3C, figura 11 (pagina 19).

Chama a atencdo a varia so encontrada nas capsulas de FOSFOETANOLAMINA
(FOS) fornecidas pelo 1QSC-USP- | e encaminhadas ao LQOS via CIEnP. O conteldo das 3
capsulas apresentou os se pesos: 480 mg, 503 mg e 509 mg. O peso declarado para o
conteudo das capsulas é %)ETANOLAMINA SINTETICA, 500 mg”.

No caso as% FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornecidas pelo 1QSC-USP-MCTI e
encaminhadas a ia LASSBio, a diferenca de peso do conteudo encontrado dentro das
capsulas foi & . Dentre o total de 60 capsulas recebidas via LASSBio, 16 capsulas foram

adasy, Os pesos encontrados foram: 233 mg, 273 mg, 278 mg, 304 mg, 316 mg, 317
mg, 331 mg, 342 mg, 345 mg, 348 mg, 352 mg, 358 mg, 359 mg e 368 mg. A
tida no rétulo do recipiente é: “FOSFOETANOLAMINA SINTETICA, 500 mg”.

abertas e
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Campinas, 09 de Janeiro ®

DECLARACAO DE RECEBIMENTO DE AMOSTRAS

do no CRQ IV

uto de Quimica da

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), com a matricul 4575-5, declaro para os
devidos fins, que recebi no dia 09 de janeiro de 201 0 ssenta) capsulas rotuladas

Avaliagdo e Sintese de Substdncias Bioativas (LASSBi
no Rio de Janeiro-UFRJ, coordenado pelo Professor Titu
pesquisa cientifica colaborativo entre o Labo

UNICAMP, que

Medicamentos (INCT-INOFAR), em proje
Inovagao (MCTI).

ientes do Laboratério de
vegsidade Federal do Rio de Janeiro,
r Barreiro, no ambito do projeto de
‘mica Orgdnica Sintética-LQOS, no 1Q-

de Ciéncia e Tecnologia de Fdrmacos e
ddo pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e

@Atenciosamente,

coordeno e o Instituto

a

‘ @Q (el

/\

iz Carlos Dias
Professor Titular
UNICAMP

&

Prof. Luiz Carlos Dias
Professor Titular, MS-6 (Matricula: 24575-5)
Instituto de Quimica - Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
C.P. 6154 - CEP: 13084-971 - Campinas - SP - Brasil
FAX: (0xx)-19-3521-3023, fone: (0xx)-19-3521-3097
E-mail: Idias@igm.unicamp.br
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Eu, Luiz Carlos Dias, CPF numero 547.239.229-20, RG numero 1.
Regiao com o numero 04162362, Professor Titular ativo nivel
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), com a matri

devidos fins, que recebi no dia 06 de janeiro 2 (trés) capsulas rotuladas
“FOSFOETANOLAMINA SINTETICA”, devidamente lacr, rovénientes do Centro de Inovag@o e
Ensaios Pré-clinicos (CIEnP, http://www.cienp.org.b rsidade Federal de Santa Catarina,
em Floriandpolis, coordenado pelo Professor Ti tista Calixto, no ambito do projeto de
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Prof. Luiz Carlos Dias
Professor Titular, MS-6 (Matricula: 24575-5)
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E-mail: Idias@igm.unicamp.br

Pagina | 52



LABORATORIO DE AVALIACAO E SINTESE DE SUBSTANCIAS o t
BIOATIVAS — LASSBio InC
COORDENADOR: PROF. ELIEZER J. BARREIRO g

eleshe v Cx. Postal 68006 — Rio de Janeiro — 21941-910, RJ - BRASIL
http://www.lassbio.ich.ufrj.br

° UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ W
.

Pdginalde1

Florianapolis, 12 de fever@

Qv

Professor Luiz Carlos Dias
Departamento de Quimica, UNICAMP &v
Prezado Professor, @%

Informo que a qua 1,3296 g da fosfoetanolamina sintética,
encaminhada no dia 2& o de 2016 para analise no seu laboratdrio foi
sintetizada pelo desQuimica da USP - Séao Carlos. A amostra de
fosfoetanolami\ nada acima, foi encaminhada ao CIEnP pelo Ministério

ia e Inovacao no final de dezembro de 2015 para realizar

da Ciévcia,
estudon icos (282,879).

\ytenciosamente,
é& Gt
Jodo Batista Calixto, PhD.
Diretor Presidente - CIEnP
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Orga

colaborativo entre o Laboratério de Quiffica ica Sintética-LQOS, no 1Q-UNICAMP, que
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SINTESE DOS COMPONENTES DA CAPSULA DE
FOSFOETANOLAMINA (FOS) PARA O MCTI

RELATORIO TECNICO-CIENTIFICO

Prof. Dr. Luiz Carlos Dias — 1Q-UNICAMP
Coordenador do Laboratdrio de Quimica Orgdnica Sintética — LQOS

Dr. Marco Aurélio Dessoy — Pés-Doutorando — LQOS — IQ-UNICAMP

Prof. Dr. Eliezer J. Barreiro — LASSBio-UFRJ
Coordenador do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Farmacos e Medicamentos —
INCT-INOFAR

Este relatorio descreve o trabalho realizado no Laboratério de Quimica Orgédnica Sintética (LQOS) no
Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP, coordenado pelo Prof. Dr. Luiz
Carlos Dias, em colaborag¢do com o Laboratdério de Avaliagdo e Sintese de Substdncias Bioativas (LASSBio),
da Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFRJ, coordenado pelo Prof. Dr. Eliezer Barreiro. O LQOS no 1Q-
UNICAMP e o LASSBio na UFRJ sdo laboratdrios vinculados ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de
Fdarmacos e Medicamentos (INCT-INOFAR, http.//www.inct-inofar.ccs.ufrj.br/).
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ANALISE DA PATENTE DE SINTESE DA FOSFOETANOLAMINA

Na Figura 25 esta reproduzido, de forma geral, o esquema de sintese da
“FOSFOETANOLAMINA SINTETICA” (FOS), realizado pelo grupo do 1QSC-USP, segundo patente

P10800460-9 A2, que consiste em duas etapas:

Etapa 1. Sintese e purificacdo da FOSFOETANOLAMINA; v
Etapa 2. Neutralizagdo da FOSFOETANOLAMINA, para a obtengdao da assi inada
“FOSFOETANOLAMINA SINTETICA” sélida (1) ou em solucdo (2).

Figura 25. Esquema de sintese da “FOSFOETANOLAMINA SINTETICA”, p IQSC-USP, segundo
patente PI0800460-9 A2.
ETAPA 1. SINTESE E PURIFICACAO DA FOSFOETANOLAMINA \
taca 20
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Conforme informacgdes obtidas da patente PI0800460-9 A2, a primeira etapa consiste em
neutralizar o acido fosférico com monoetanolamina (quantidades equimolares), sob agitacdo em
banho de gelo. Na sequéncia, esta mistura é aquecida até 220 °C, sob um fluxo constante de
nitrogénio. O fluxo de nitrogénio tem o objetivo de retirar a H,O formada do meio reacional e
deslocar o equilibrio quimico no sentido de formagao do produto desejado, assim como ayitar a
oxidacdo dos compostos nitrogenados pela presenca de oxigénio, a altas temperaturas.Segundo os
autores da patente PI0800460-9 A2, esta reacdo resultaria em um material liquido amarelo viscoso,
que apods adicdo de H,O e EtOH 95% levaria a formagdao de cristais. Uma ‘noyvanetapa de
recristalizagdo a partir de solugdo aquosa saturada (temperatura de saturagdowhao indicada)
levaria, apds duas semanas em repouso, a 8 °C, a formacdo de cristaisdbem definidos de
FOSFOETANOLAMINA pura em 90% de rendimento. Estes cristais devemyser ‘neutralizados com a
adicdo de CaCO3, MgC0Os e ZnCO3 em agua (volume ndo indicado),e secos'en estufa, a temperatura
de 70 °C, por 5 dias, resultando, assim, na FOSFOETANOLAMINA,sOlidafeivindicacdo nimero 6 da
patente PI0800460-9 A2). Apds este procedimento, ossauteres sugerem a formagdo da
FOSFOETANOLAMINA sintética na forma de seu sal divalentef em que M?* seriam os contra fons
adicionados, Ca®*, Mg?* e Zn**. Alternativamente, a 86lucadaquosa de FOSFOETANOLAMINA pode
ser neutralizada com monoetanolamina (MEA) atépH, 7,4 para emprego como tampao bioldgico
(reivindicagao numero 7 da patente PI0O800460-9A2).

Na patente PI0800460-9 A2, n3o hd inférmacdes sobre tempo de reacdo a 220 °C, ndo ha
informacgdes sobre as quantidades emmyoldme de H,0 e EtOH a serem adicionados na etapa de
formacdo de cristais e ndo hd informacdes sobre a quantidade de EtOH anidro utilizado na etapa
de obtencdo de cristais de FOSRQETANOLAMINA em 90% de rendimento. Também ndo ha
informagdes sobre o acompahbaméento e monitoramento das reagdes, sobre a formagdo de
subprodutos, tampouco Sebre a caracterizacdo da FOSFOETANOLAMINA (FOS) sintética por RMN-
'H, RMN-*3C, RMN-'P] espeetrometria de massas e andlise de difragcao de Raios-x. Ndao ha sequer
informacbes sobre o, pento de fusdo da FOSFOETANOLAMINA (FOS) sintética. H4 apenas
informagdes s@breNa caracterizagdo da FOSFOETANOLAMINA (FOS) através da analise das bandas
no espectrg,de infravermelho.

Neste'poento, cabe ressaltar que nas andlises das cdpsulas enviadas pelo MCTI, tanto via
CIEpP, como_via LASSBio, realizadas no Laboratdrio de Quimica Orgdnica Sintética - LQOS, no 1Q-
WNICAMP; apenas uma pequena quantidade de FOSFOETANOLAMINA (em torno de 6,2%), parece
estafassociada aos fons divalentes de Ca”*, Mg2+ e Zn** reivindicados na patente PI0800460-9 A2.
Ainda assim, essa associacao é labil sendo corrompida em meio aquoso com valor de pH inferior a
4 (como, por exemplo, no interior do estbmago humano). Os ions Ca**, Mg** e Zn*, além dos ions
Mn®, AP*, Fe** e Ba** estdo presentes no material das céapsulas, na forma de fosfatos e
pirofosfatos.
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Novas informacdes muito relevantes sobre esta questdo, serdo apresentadas neste
relatério, levando a confirmacdo de que a maior parte de FOSFOETANOLAMINA presente nas
capsulas IQSC-USP ndo estd associada a sais divalentes com os metais Ca*, Mg2+ e Zn”".

ESTUDOS DE SINTESE DA FOSFOETANOLAMINA NO LABORATORIO DE QUINMHCA
ORGANICA SINTETICA (LQOS) no 1Q-UNICAMP

O Laboratdrio de Quimica Orgdnica Sintética (LQOS) no 1Q-UNICAMP, cootrdenado pelo
Prof. Luiz Carlos Dias, tem mais de 20 anos de experiéncia na area de sinteséyorgénica e é um
laboratério de exceléncia na area, com reconhecimento internacional, Com\este background, foi
relativamente simples estabelecer as melhores condigdes para a sintese da FOSFOETANOLAMINA,
seguindo o procedimento experimental descrito na patente PIO800460-9 A2, mesmo com a
auséncia de detalhes relevantes.

No entanto, é antecipado que o rendimentowsguimico obtido na sintese da
FOSFOETANOLAMINA pura no LQOS foi de aproximadamente40% nos varios experimentos piloto
realizados na escala de 1 mol (mesma escaladutilizada na patente PlI0800460-9 A2). Os
experimentos visando a sintese da FOSFOETANQLAMINA foram conduzidos na escala de 1 mol (um
mol de acido fosféorico e um mol de MONOETANOLAMINA, mesma escala descrita na patente
PI0800460-9 A2). A neutralizacdo do acido fosforico com a monoetanolamina (uma base) se da
pela simples mistura dos dois reagentesnO cuidado a ser tomado nesse passo consiste no controle
da velocidade em que o acido g a\base)sdao misturados, de forma que a reagao fortemente
exotérmica ndo fuja do controle. Afsintese da FOSFOETANOLAMINA, propriamente dita, se da a
partir do aquecimento do dihidrogenofosfato de etanol amonio (P;) resultante da combinagdo do
acido fosférico com a mongetanolamina até uma temperatura de 220 °C (A, esquema 13). A figura
26 mostra os espectros do aeido fosférico 85% (marca Sigma-Aldrich) utilizado nos experimentos
de sintese da fosfoetaholamina (na parte superior) e do dihidrogenofosfato de etanol aménio (P;),
formado a partir da,combinacdo de parte equimolares de acido fosforico e de monoetanolamina
(na parte inferior)?

Comoa patente PI0800460-9 A2 n3do fornece maior detalhamento técnico para a conducgdo
desse proeesso, ndo mencionando sequer o tempo reacional, partiu-se de um setup experimental
due permitiu tanto o monitoramento constante e em tempo real da evolugdo da temperatura
interna do sistema reacional, como a leitura do volume de agua liberado. Como o volume de 4gua
liberado da reacdo pode ser exatamente calculado (uma vez que este compreende a soma de agua
residual contida no acido fosférico (15%) e a dgua que é liberada a partir da condensacdo
(esterificacao) do acido fosforico com a monoetanolamina), o monitoramento deste serve de
parametro para avaliacdo do progresso da reacdo - em teoria.
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Esquema 13. Reacdo acido-base entre adcido fosférico e monoetanolamina e formacao de fosfatos
(P;) e de pirofosfatos (PP;). Estes intermedidrios estdo sendo propostos neste
trabalho, ndo tendo sido citados nas patentes do grupo do IQSC-USP.

/
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HO HO OH § s
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9 A~ OH
C HO-P~o-R-OH , N0 o O/P O HNT
HO OH OH
MEA
acido pirofosférico tr|h|drogenop|rofosfato de etanol amonio

Na pratica, contudo, esse patametro tem uso mais restrito uma vez que apenas uma fracao
da agua liberada pode ser mente condensada e recolhida a temperatura ambiente ou um
pouco abaixo dela. A \ é arrastada pelo fluxo de nitrogénio que entra no sistema na
forma anidra, e asi ” parte da 4gua para sair do sistema Umido. Dessa forma, o arraste
do volume de &g

0 na reacao, pelo nitrogénio, é diretamente proporcional ao volume

deste que é 5 longo do periodo reacional. Ainda assim, o monitoramento do volume de
agua liber om indicativo para a determinac¢do do ponto final da reacgao.

%peraturas o 4cido fosférico (P;) forma dacido pirofosférico (PP;), com eliminacdo

de % guema 13). O acido pirofosforico também reage com a monoetanolamina formando

I rogeno pirofosfato de etanol amonio, que sera considerado com a mesma sigla, PP; (C,

a 13). Apds 4h de aquecimento, 17,3 mL de agua (35,3 mL do valor tedrico calculado para

reacdao completa) haviam sido coletados e uma amostra da mistura reacional foi colhida. A esta

seguiu-se mais trés coletas de amostras durante um periodo total de 12 horas de reagao, momento

em que a liberacdo de agua aparentemente cessou.
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Figura 26.Espectro RMN->'P (101 MHz - D,0) do acido fosférico 85% (figura superior) e do
dihidrogenofosfato de etanol amoénio (figura inferior).
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As amostras frias f d@olvidas em D,O e submetidas a andlise de RMN-3'P no
equipamento Bruker DR nucleo de fésforo tendo frequéncia de ressonancia de 101,25
MHz. Os respecti‘os % obtidos nessa analise estdo mostrados na figura 27.

P (101 MHz, D,0) na figura 27 mostram a formacdo de varios

Os espect %
produtos dis&n endo fésforo na sua estrutura. No espectro A (figura 27), apés 4 h de

aquecime a peratura interna marcava 166 °C e pela andlise do espectro de RMN-3'P foi
possivel ob a formacdo de FOSFOETANOLAMINA (FQOS), indicada pela deteccdo do sinal em
0,10°pp esenca do sal de dihidrogenofosfato de etanol amoénio (P;) ainda ndo convertido, em
% (esquema 13). Além desses, outros sinais de menor intensidade como em —10,7 ppm,
%&o ao acido pirofosforico (PP;) e a ésteres do acido pirofosférico (mostrados na figura 46,
pagina 85) e tracos de FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA em —0,26 ppm) come¢am a aparecer. Neste
momento, a proporcao entre FOS:dihidrogeno fosfato de etanol amonio (P;) era de 0,71:1,0.
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Os sinais correspondentes a FOSFOETANOLAMINA (FOS) e FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA)
foram confirmados apds aquisicdo do espectro de RMN-3'P totalmente acoplado, como descrito
posteriormente na figura 47, na pagina 88, deste relatério (parte B).

Figura 27. Progresso da reacdao: monitoramento por RMN-3'p desacoplado (101 MHz, D,0).
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No espectro C (figra 27), apds 11 h de aquecimento, a temperatura interna marcava 187
°C, a propor¢an, de“E@SFOETANOLAMINA (FOS), com rela¢do ao dihidrogeno fosfato de etanol
amoénio (PjJ*era de 1,73:1,0 e os sinais correspondentes a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) em
—0,26 ppm e'a acido pirofosfdrico e pirofosfatos (PP;) em —10,7 ja eram mais intensos.

No‘espectro D (figura 27), apds 12 h de aquecimento, a temperatura interna marcava 187
€C, Ja_preporcdo de FOSFOETANOLAMINA (FOS) aumentou com relagdo ao sal dihidrogeno fosfato
de“etanol amoénio (P;) (1,92:1,0) e os sinais correspondentes a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) e a
acido pirofosférico e pirofosfatos (PP;) eram ainda mais intensos. Apds 12 h de aquecimento, 21,6
mL (valor tedrico calculado para conversdao completa: 35,3 mL) de agua haviam sido coletados,
valor idéntico ao volume coletado apds 11 h.
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Neste momento, o experimento foi interrompido. Enquanto os produtos dessa reagao
eram isolados, purificados e analisados, outros dois experimentos de sintese foram conduzidos.
Baseado no resultado do espectro D, ndo se pode esperar rendimento superior a 47% para a
FOSFOETANOLAMINA, nestas condigOes, e isto sem considerar o processo de purificagdo, em que
hd perdas. Baseado nas relacdes molares obtidas pela integracdao dos sinais do espéctro,
podemos observar, pelo espectro D, a presenga de cerca de 47% de FOSFOETANOLAMINA, de
cerca 24% de diidrogenofosfato de etanol amonio (P;)), de cerca de “11%, de sal
FOSBOBISETANOLAMINA (FBEA.H+) e de cerca de 18% de acido pirofosférico e pirefesfatos (PP;).

A figura 28 mostra os espectros de RMN->'P no modo com desacoplamentem banda larga
de hidrogénio, adquiridos no equipamento Bruker DRX com o nucleo de fésforesténdo frequéncia
de ressonancia de 101,25 MHz, em D,0, para acompanhamento daeagao entre 1,0 equivalente
de 4acido fosférico e 1,0 equivalente de monoetanolamina (MEA) '‘com aumento na temperatura
interna até 220 °C, conforme descrito na patente PI0800460-9 A2.

Como no experimento anterior, foram retiradas aligbetas‘da mistura reacional a diferentes
intervalos de tempo e o progresso da reagao foi monitarado pefr RMN-'p.

No espectro A, ap6s 12 h de aquecimento, & temperatura interna marcava 182 °C e pela
andlise do espectro de RMN->'P foi possivel observarta formacio de FOSFOETANOLAMINA (FOS),
em 0,17 ppm, a presenca do sal dihidrogeno fesfato de etanol amonio (P;) ainda ndo convertido em
—0,05 ppm e o sinal correspondente a EOSF@BISETANOLAMINA (FBEA) em —0,25 ppm, além de
acido pirofosforico e pirofosfatos (PRy, em %-10,7 ppm. Neste momento, a propor¢ao entre
FOS:dihidrogeno fosfato de etanolamoénio (P;) era de 1,19:1,0.

No espectro B, apds 21 h\d€ aqlecimento, a temperatura interna marcava 190 °C e foi
possivel observar aumentd na, propor¢do de FOSFOETANOLAMINA (FOS), com relagdo ao
dihidrogeno fosfato déy etanol amoénio (P;) (1,64:1,0) e aumento também nos sinais
correspondentes a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) e ao acido pirofosférico e pirofosfatos (PP;) em
—10,7 ppm.

No espéctroyC, apds 40 h de aquecimento, a temperatura interna marcava 190 °C, mas a
propor¢dogde FOSEOETANOLAMINA (FOS) em 0,17 ppm, com relagdo ao dihidrogeno fosfato de
etanol@monie’(P}) em —0,05 ppm diminuiu (1,17:1,0) em relacdo ao experimento B (quando era de
1,64%1,0),\mestrando que tempos reacionais longos e altas temperaturas nao favorecem a
formagdosde FOSFOETANOLAMINA (FOS), ao contrario do que esta descrito na patente PI0800460-
9°A2. Neste momento, o sinal correspondente a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) em —0,25 ppm era
também menos intenso e o sinal de acido pirofosférico e pirofosfatos (PP;) em —10,7 ppm ja era
mais intenso.

No espectro D, a temperatura interna marcava 220 °C e a reacdo foi mantida por 12 h nesta
temperatura. A propor¢cdo de FOSFOETANOLAMINA (FOS) em relacdo ao dihidrogeno fosfato de

Pédgina | 64



| LABORATORIO DE AVALIACAO E SINTESE DE SUBSTANCIAS il'l Ct
/) N BIOATIVAS — LASSBio e
COORDENADOR: PROF. ELIEZER J. BARREIRO o
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ
Uaboratiiode oo S dosubuincmocthes - Poystg] 68006 — Rio de Janeiro — 21941-910, RJ - BRASIL MW

http://www.lassbio.ich.ufrj.br

etanol amonio (P;) diminuiu ainda mais (0,74:1,0), confirmando mais uma vez que longos tempos
reacionais e altas temperaturas ndao favorecem a formacdo de FOSFOETANOLAMINA (FOS), ao
contrdrio do que esta descrito na patente PI0800460-9 A2.

Figura 28. Progresso da reacdo: monitoramento por RMN-'p desacoplado (101 MHz, D,0).
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Neste morp€nto, o sihal correspondente a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) era bem menos
intenso e o dedcide pirefosforico e pirofosfatos (PP;) em —10,7 ppm ja era muito mais intenso. Este
fato curioso pode,estar relacionado a eficiéncia com que a H,0 é retirada do meio reacional pelo
gas inerte utilizado (nitrogénio), mas fica evidente que a altas temperaturas, a formacao de PP; é
maisffaveravel, o que gera mais H,0 no meio reacional. A presenca de H,0 a altas temperaturas
leva & hidrolise da FOSFOETANOLAMINA (FOS) e da FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA). Embora a
conversao nao tenha sido completa, como fica claro pelo espectro D da figura 27, estes
experimentos justificam claramente a presenca de cada um dos compostos presentes nas
capsulas provenientes do IQSC-USP, como descrito na parte A deste relatério.

A figura 29 mostra os espectros de RMN->'P no modo com desacoplamento em banda larga
de hidrogénio, adquiridos no equipamento Bruker DRX com o nucleo de fésforo tendo frequéncia
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de ressonancia de 101,25 MHz, em D,0, para acompanhamento da reacdo entre 1,1 equivalentes
de acido fosfdrico e 1,0 equivalente de monoetanolamina (MEA). O objetivo do uso de pequeno

Instituto
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excesso de dacido fosférico era o de estudar o efeito sobre a velocidade da reagdo (maior
velocidade em pH mais baixo?), além de verificar se o excesso de acido fosférico poderia suprimir a
formagdo da FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA). Novamente, foram retiradas aliquotas a difereates
intervalos de tempo e o progresso da reagao foi monitorado por RMN-*'P com desacoplamento em
banda larga de hidrogénio.

Figura 29.Progresso da reac3o: monitoramento por RMN->'P desacoplado (1% equivalentes de
acido fosférico + 1,0 equivalente de MONOETANOLAMINA - MEA) % 104,MHz, D,0.
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N6 espectro A, apds 5 h de aquecimento a temperatura interna marcava 152 °C e a
temperatura do banho marcava 190 °C. Pela anélise do espectro de RMN->'P, foi possivel observar
a formacgdo de FOSFOETANOLAMINA (FOS) em 0,10 ppm e a presenca de sal de dihidrogeno fosfato
de etanol amoénio (P;) ndo convertido, em —0,10 ppm. Neste momento, a proporcdo entre
FOS:dihidrogeno fosfato de etanol amoénio (P;) era de 0,34:1,0.

Pédgina | 66



LABORATORIO DE AVALIACAO E SINTESE DE SUBSTANCIAS

/N BIOATIVAS — LASSBio
COORDENADOR: PROF. ELIEZER J. BARREIRO v @
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ

obsratiiodefeliegboentese e substbmiesBlecties Oy Postal 68006 — Rio de Janeiro — 21941-910, RJ - BRASIL Mw
http://www.lassbio.ich.ufrj.br

No espectro B, apds 13 h de aquecimento, a temperatura interna marcava 145 °C e a
temperatura do banho marcava 180 °C. Foi possivel observar aumento na proporcdo de
FOSFOETANOLAMINA (FOS), com relagdo ao dihidrogeno fosfato de etanol amoénio (P;) (0,87:1,0)
a0 passo que comeca a aparecer o sinal correspondente a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) em —0,3
ppm, além de acido pirofosférico e pirofosfatos (PP;) em —10,7 ppm.

No espectro C, apds 23 h de refluxo, a temperatura interna marcava 148 °C e agemperatura
do banho marcava 180 °C. Foi possivel observar aumento na propor¢do de FOSFOETANQLAMINA
(FOS) em relacdo ao dihidrogeno fosfato de etanol amoénio (P;) (1,27:1,0) e um peguen®aumento
na intensidade do sinal correspondente a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA), enh—0;3 ppm. Neste
momento, observamos a solidificagcdo parcial do meio reacional. A temperaturade banho foi entdo
aumentada a 220 °C. A consequente elevacdo da temperatura de=meio reacional levou a sua
liguefacdo completa.

No espectro D, a temperatura interna marcava 195 °Céwa tempeératura do banho marcava
220 °C. A reacdo foi mantida por 6 h na temper@turaNde 220 °C. A propor¢do de
FOSFOETANOLAMINA (FOS) com relagdo ao dihidrogen@éifosfato de etanol aménio (P;) se manteve
constante (1,27:1,0). Neste momento, o sinal corréspondente a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA)
em —0,3 ppm era mais intenso e o de acido pirafosféricose pirofosfatos (PP;) em —10,7 ppm ja era
bem mais intenso.

No espectro E, apds 13 h com a t€mpefatura do banho marcando 220 °C e a temperatura
interna marcando 195 °C, a proporcaerde, FOSFOETANOLAMINA (FOS), com relagdo ao dihidrogeno
fosfato de etanol amonio (P;) diminuiu (0,87:1,0), mostrando mais uma vez que longos tempos
reacionais e altas temperaturas nd@ favorecem a formagdo de FOSFOETANOLAMINA (FOS) e de
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA

Ao contrario do que édescrito na patente PI0800460-9 A2, este procedimento ndo permite
a obtencdo de altos fendimentos da FOSFOETANOLAMINA (FOS) pura. A baixa taxa de conversao
do sal dihidrogeng fosfate de etanol amdnio (P;), bem como a co-formacdo de acido pirofosférico

(PP), da FBEA, "além de outros produtos secunddrios ndo permitem a obtencdo de
FOSFOETANOLAMINA (FOS) pura no rendimento de 90% descrito na patente PI0800460-9 A2. A
presenca déH>® a altas temperaturas leva a hidrélise da FOSFOETANOLAMINA (FOS) e da
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA).
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ANALISE DE RMN-'H, RMN-'*C E RMN-*'P DOS PRODUTOS DE SINTESE QUIMICA
OBTIDOS NO LABORATORIO DE QUIMICA ORGANICA SINTETICA (LQOS) NO IQ-
UNICAMP.

1. FOSFOETANOLAMINA pura (FOS: 7 gramas)

Na sintese realizada no Laboratdrio de Quimica Orgdnica Sintética (LQOS), foinpossivehisolar
35 gramas de FOSFOETANOLAMINA (FOS), em um Unico lote, com mais de 99% de\gkaunde pureza,
determinado por RMN-'H, RMN-"3C e RMN-*!P. O ponto de fusdo (ndo corrigide)lobtido para a
FOSFOETANOLAMINA foi 250-253 °C.

Analise de RMN-"H, RMN-"3C, RMN-*'P e espectrometria de massas \da*FOSFOETANOLAMINA
preparada no LQOS (IQ-UNICAMP).

Analise de RMN-'H

Com a FOSFOETANOLAMINA (FOS) pura obtida®nonLQOS apds recristalizagao, realizamos as
analises de confirmagdo da sua estrutura quimica.‘Qgespeétro de RMN-'H (D,0, 250 MHz) estd
mostrado na figura 30. O sinal na forma de singleto em 4,75 ppm no espectro na integra mostrado
na parte inferior da figura 30 refere-se a€aguawesidual (HDO) presente no solvente D,0 e é
utilizado como padrao de referéncia interna.

Podemos observar nitidamente azpresenca de dois sinais diferentes, com as respectivas
multiplicidades entre paréntesesgum sinallem 4,09 ppm como um aparente tripleto de dubletos e
outro sinal em 3,24 ppm como um‘aparente tripleto, com cada sinal integrando para dois atomos
de hidrogénio, como mostrado na expansao da regido entre 3,05-4,30 ppm (figura 30). O sinal em
3,24 ppm aparece com@yum,aparente tripleto, pois corresponde aos dois atomos de hidrogénio do
grupo CH, ligado'ao,nitcogénio, acoplando com os dois atomos de hidrogénio do grupo CH, ligado
ao oxigénio. O sinal em,torno de 4,09 ppm, que aparece como um aparente tripleto de dubletos,
corresponde@ovacoplamento dos dois 4&tomos de hidrogénio do grupo CH, ligado ao oxigénio com
os dois hidrogénios do grupo CH, ligado ao nitrogénio e também com o nucleo de fésforo-31, que
possui\spin{ 72, assim como o hidrogénio-1. Estes sinais correspondem ao composto
FOSROETANOLAMINA na forma de seu sal, com >99% de pureza. Nenhum sinal de impureza é
observado no espectro de RMN-"H, na janela espectral entre 0,0 ppm e 9,5 ppm.
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Figura 30. Espectro RMN-'H (250 MHz - D,0) - FOSFOETANOLAMINA pura preparada no LQOS
(recristalizada).
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Estes sinais estdo % s no espectro de RMN-"H da frag3o soltvel em D,O obtida das
capsulas 1QSC-USP-M &|as no LQOS via CIEnP (figura 1, pagina 3) e via LASSBio (Figura 10,

pagina 18), most’ dc rte A do relatdrio e confirmam a presenca de FOSFOETANOLAMINA
(FOS) no conted .% apsulas IQSC-USP-MCTI (ver parte A deste relatério).

Andlise dewg13

figura 31, é apresentado o espectro de RMN-"3C, adquirido no equipamento Bruker DRX
nucleo de carbono tendo frequéncia de ressonancia de 62,9 MHz, em D,0, para a
ANOLAMINA pura preparada no LQOS apés recristalizacdo, com expansao da regido entre
40,0°ppm e 67,0 ppm inserida na parte superior da figura. Este espectro apresenta dois sinais, um
centrado em 43,07 ppm (Jcp = 7,8 Hz) e 0 outro centrado em 64,40 ppm (Jcp = 4,6 Hz), ambos com
multiplicidade de dubletos. Como este espectro foi adquirido com desacoplamento em banda larga
de hidrogénio, o desdobramento dos sinais em dubletos é causado pelo acoplamento dos nucleos
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de carbono-13 com o nucleo de fésforo-31, que possui spin %. O sinal em 43,07 ppm corresponde
ao carbono do grupo CH, ligado ao nitrogénio, enquanto o sinal em 64,40 ppm, corresponde ao
carbono do grupo CH, ligado ao oxigénio. Nenhum sinal de impureza é observado no espectro de
RMN-"3C, na janela espectral entre 0,0 e 200,0 ppm (espectro inferior, figura 31). O espectro de
RMN-"C adquirido para a amostra de FOSFOETANOLAMINA preparada no LQOS é idéntite,ao
espectro de RMN-3C obtido para uma amostra da FOSFOETANOLAMINA comercial (Marca,Sigma-
Aldrich, figura 37, pagina 75 deste relatorio).

Estes sinais também est3o presentes no espectro de RMN-C da fracdao soluvel em D,0
obtida das capsulas recebidas no LQOS, via CIEnP (figura 2, pagina 5) e via BASSBio (figura 11,
pagina 19) e confirmam a presenga de FOSFOETANOLAMINA (FOS) no contelidordas capsulas IQSC-
USP-MCTI (ver parte A do relatério).

Figura 31. Espectro RMN-"3C (62,9 MHz - D,0) - FOSFOETANOLAMINA*pura preparada no LQOS
(recristalizada).
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Andlise de RMN-*'P

Na figura 32, apresentamos o espectro de RMN->'P para a FOSFOETANOLAMINA pura
preparada no LQOS apds recristalizacdo, no modo com desacoplamento em banda larga de
hidrogénio, adquirido no equipamento Bruker DRX com o nucleo de fésforo tendo frequéncia, de
ressonancia de 101,25 MHz, em D,0. Este espectro mostra claramente a presenga de.apenasiuma
espécie contendo fésforo.

Figura 32. Espectro de RMN-!p (101 MHz - D,0) - desacoplado - FOSFOETANQLAMINA pura
preparada no LQOS (recristalizada).
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A/ figura 33 mostra o espectro de RMN-'P totalmente acoplado para a
FOSEOETANOLAMINA pura preparada no LQOS, adquirido no equipamento Bruker DRX com o
nucleo de fésforo tendo frequéncia de ressonancia de 101,25 MHz, em D,0 (com expansao do sinal
em 0,15 ppm). Neste experimento, pode-se observar que o sinal de fésforo com deslocamento
quimico em torno de 0,15 ppm, aparece como um tripleto com constante de acoplamento Jp 4 =6,2

Hz. Este sinal corresponde ao dtomo de fésforo da molécula de FOSFOETANOLAMINA (FOS), sendo
Péagina | 71
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gue o nucleo de fésforo-31 acopla com os dois atomos de hidrogénio do grupo CH, ligado ao
atomo de oxigénio, aparecendo como um tripleto. Este resultado também estd de pleno acordo
com os espectros de RMN-3'P, obtidos da fracdo soluvel em D,0, das capsulas provenientes do
CIEnP (Figura 8, pagina 11) e do LASSBio (Figura 13, pagina 22), mostrados na parte A deste
relatério e confirmam a presenca de FOSFOETANOLAMINA (FOS) no conteudo das cdpsulas 1QSC-
USP-MCTI. Nenhum sinal de impureza é observado no espectro de RMN->"P totalmepnte acoflado
da FOSFOETANOLAMINA (FOS) sintetizada no LQOS, na janela espectral entre —220,e"420yppm.

Figura 33. Espectro RMN-*'P (101 MHz - D,0) - acoplado - FOSFOETANOLAMINA“pura preparada
no LQOS (recristalizada).
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Estes espectros estdo em perfeita concordancia com os espectros das amostras enviadas
pelo» MCTI e recebidas no LQOS, via CIEnP e via LASSBio e comprovam que um dos compostos
presentes nas capsulas IQSC-USP é a FOSFOETANOLAMINA na forma de seu sal, sem associagao
com os fons Ca®*, Mg®* e Zn*, Mn?**, AI**, Fe*" e Ba®*. Outros experimentos serdo apresentados
neste relatdrio para confirmagdo desta afirmativa.
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Andlise por espectrometria de massas

A fosfoetanolamina sintetizada no LQOS foi analisada por espectrometria de massas de
baixa resolucdo usando o método de ionizacdo por electrospray.b) O produto pode ser detectado
tanto no espectro adquirido no modo negativo (figura 34), quanto no espectro adquirido n do
positivo (figura 35).

Figura 34. Espectro de massas de baixa resolugdo da fosfoetanolamina S@‘\O LQOS.

Método de ionizagao: electrospray, modo negativo.b)
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o) equipamento: Sistema UPLC-MS/MS: Acquity H-Class — Xevo TQS — marca Waters; Software para

tratamento dos dados: MassLynx; Fonte de ionizagdo: Electrospray nos modos de ionizagdo positivo e negativo; Tipo
de analisador: triploquadrupolo; Modos de escaneamento de massas: MS1Scan e Daughter Scan; Voltagem do cone:
25V; Voltagem do capilar: 3,5kV; Temperatura de dessolvatagdo: 550°C; Vazdo do gas de dessolvatagdo (nitrogénio):
1100L/hora; Vazdo do gas no cone: 150L/hora; Nebulizador: 7,0 Bar; Vazdo do gas de colisdo (argdnio): 0,15mL/min;
Energia de colisdo: 22eV.
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Figura 35. Espectro de massas de baixa resolugdo da fosfoetanolamina sintetizada no LQOS.
Método de ionizagdo: electrospray, modo positivo.b)
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® Dados do equipamento: Sisté

LC-MS/MS: Acquity H-Class — Xevo TQS — marca Waters; Software para
de ionizagdo: Electrospray nos modos de ionizagdo positivo e negativo; Tipo
os de escaneamento de massas: MS1Scan e Daughter Scan; Voltagem do cone:
; Temperatura de dessolvatagdo: 550°C; Vazado do gas de dessolvatagdo (nitrogénio):
cone: 150L/hora; Nebulizador: 7,0 Bar; Vazdo do gas de colisdo (argdnio): 0,15mL/min;

tratamento dos dados: Ma

de analisador: triplo‘uad

Anali % racao de Raios-X de monocristal

o a fosfoetanolamina sintetizada no LQOS foi obtida de forma pura em estado
ino, sua estrutura pode ser confirmada por meio de andlise de difracdo de raios-X de
monocristal (figura 36). Pode-se observar a ligacdao oxigénio-fésforo e o fato do nitrogénio estar
protonado, ou seja, com carga +1 e apenas um dos dtomos de oxigénio (O1) da unidade fosfato
estar ligado a um atomo de hidrogénio, apresentando assim carga -1.
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Figura 36.Determinacdo da estrutura da fosfoetanolamina sintetizada no LQOS por meio de analise
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por difracdo de raios-X de monocristal.

Anilise de RMN-'H, RMN-*C, RMN-*'P da FOS ’ES@ MINA comercial (Marca Sigma-

Aldrich)
Uma amostra contendo 69,4 gram QNOLAMINA, marca Sigma-Aldrich, CAS 1071-

23-4, PM 141,06 g/mol, Sigma-Aldri 101677816, cddigo de catdlogo P0-503, lote #
BCBQ7961V foi enviada pelo LASSB EX no dia 16/02/2016 e recebida no LQOS no dia
18/02/2016. %

Esta amostra de FOSFOETA AMINA comercial foi analisada por Ressondncia Magnética

Nuclear de hidrogénio-1 % 13 e fésforo-31 (RMN-'H, RMN-C, RMN-3!P) com a finalidade
de comparar ess 0s com o0s espectros correspondentes obtidos para a
FOSFOETANOLAMINA, pfeparada no LQOS. Os espectros de RMN-"H (figura 30, pagina 68 e figura
37, pagina 7
FOSFOETANOLAMINA preparada no LQOS e a comercial sdo idénticos. A figura 39 (pagina 77)
mostra os os de RMN-3'p adquiridos para a mostra de FOSFOETANOLAMINA comercial no

mo W (parte superior, A) e desacoplado em banda larga de hidrogénio (parte inferior, B).
%) acusa a presenca de tracos de fosfato inorganico e de FBEA, impurezas que estdo

&

33,

-=°C (figura 31, pdagina 69 e figura 38, pagina 76) adquiridos para a

no espectro RMN->'P adquirido para o produto sintetizado e purificado no LQOS (figura
agina 71).
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Figura 37. Espectro RMN-'H (250 MHz - D,0) - FOSFOETANOLAMINA comercial (Sigma).
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Figura 38. Anélise de RMN-"3C da fosfoetanolamina comercial (Sigma).
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Figura 39.Analise de RMN->'P da fosfoetanolamina comercial (Sigma). A: modo acoplado; B: modo

desacoplado.
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2. CLORIDRATO DA FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.HCI: 5 gramas)

Apds separacad eyputificacdo dos produtos formados no experimento visando a sintese da
FOSFOETANOLAMINA, “\(FOS), foi possivel isolar 5 gramas do hidrocloreto de
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.HCI), em um dunico lote, com alto grau de pureza, conforme
determinado pox. RMN-'H, RMN-*C e RMN-*'P. O ponto de fusdo (ndo corrigido) para a
FOSFOBISEFAN@GLAMINA  foi de 252-253 °C  (decomposi¢do). O cloridrato de
FOSFOBISETANOLAMINA foi preparado a partir da FOSFOBISETANOLAMINA apds adigao de HCI
(esguema 14).
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Esquema 14. Preparacdo do cloridrato de fosfobisetanolamina no LQOS

cl
\\ /O W /O +
~0-PC T ONH, ~o-PCT ONH,
o) HCI o
_—
H sal de FBEA H,0 H FBEA.HCI
*NH, *NH,

Anilise de RMN-'H, RMN-C, RMN-*’P e espectrometria de masSas, do, cloridrato da
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.HCI) preparado no LQOS (1Q-UNICAMP),

Andlise de RMN-'H

A figura 40 mostra o espectro de RMN-'H (D,0,™S00 MHz) do cloridrato da
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.HCI) puro, preparado no LQOSnCOM a expansdo da regido entre
3,10 ppm e 4,35 ppm na parte superior.

A estrutura do cloridrato da FOSFOBISETANORLAMINA' (FBEA.HCI) pode ser confirmada pelo
tripleto em 3,30 ppm (J = 5,0 Hz), correspondendo adyacéplamento dos dois atomos de hidrogénio
do grupo CH, ligado ao nitrogénio com os ddis atomes de hidrogénio do grupo CH, ligado ao atomo
de oxigénio, assim como ao quarteto em _torfe de 4,13 ppm (J = 5.0 Hz), que corresponde ao
acoplamento dos dois hidrogénios do grupaosCH, ligado ao oxigénio com os dois hidrogénios do
grupo CH, ligado ao nitrogénio € comyo_ntcleo de fésforo-31. Cada um destes sinais apresenta
integracdo para dois hidrogénios,N\como esperado. O cloridrato de FOSFOBISETANOLAMINA
(FBEA.HCI) foi obtido com >99% de pureza. Nenhum sinal de impureza é observado no espectro de
RMN-"H, na janela espeetrakeftré 0,0 e 9,0 ppm. O sinal em 4,79 ppm corresponde a agua residual
(HDO) e o sinal em 0,00ypPMm,corresponde a TMSP, utilizados como padrdes de referéncia interna.

Os sinais do espectro de RMN-'H para o cloridrato da FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.HCI)
preparado né LQOS“também estio presentes no espectro de RMN-'H da fracdo soluvel em D,0
obtido do material’ das capsulas recebidas no LQOS via CIEnP (figura 1, pagina 3) e via LASSBio
(figura 20, pagina 18), mostrados na parte A deste relatério e confirmam a presenga da espécie
protenadav@a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.H') no conteldo das capsulas IQSC-USP-MCTI
enviadasao CIEnP e ao LASSBio.
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Figura 40. Espectro RMN-'H (500 MHz - D,0) — Cloridrato de FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.HCI)
preparado no LQOS.
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Anélise de RMN-"3C

A Figura 44 apfesenta‘e espectro de RMN-'*C, adquirido no equipamento Bruker DRX com o
nucleo de carbono tehdoyfrequéncia de ressonancia de 62,9 MHz em D,0, para o cloridrato da
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.HCI) puro preparado no LQOS. Duas expansdes, para as regides
entre 42,25+43,006ppm e entre 64,50-65,00 ppm, sdo mostradas na parte superior da figura 41.
Este espectresapresenta dois sinais na forma de dois dubletos, estando um centrado em 42,78 ppm
(Jc o= 8,0'Hz)e o0 outro centrado em 64,76 ppm (Jcp = 5,0 Hz).

Como este espectro foi realizado no modo com desacoplamento em banda larga de
hidrogénio, os sinais com multiplicidade de dubletos referem-se a acoplamentos com o nucleo de
fosforo-31, que apresenta spin %. O sinal centrado em 42,78 ppm corresponde ao datomo de
carbono do grupo CH, ligado ao atomo de nitrogénio, enquanto o sinal centrado em 64,76 ppm,
corresponde ao atomo de carbono do grupo CH, ligado ao atomo de oxigénio. Estes sinais estdo
presentes nos espectros de RMN-'*C da fracdo solivel em D,0 obtida do material contido nas
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capsulas recebidas no LQOS, oriundas do CIEnP (figura 2, pagina 5) e do LASSBio (figura 11, pagina
19), mostrados na parte A deste relatério e confirmam a presenca da espécie protonada da
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.H') no contetdo das cépsulas IQSC-USP-MCTI enviadas ao CIEnP e
ao LASSBio.

Figura 41. Espectro RMN-"3C (125 MHz - D,0) — Cloridrato de FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA{HCI)
preparado no LQOS.
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Andlise de RMN=>'P

Ayfigusa 42 mostra o espectro de RMN-'P totalmente acoplado para o cloridrato da
EQSF@BISETANOLAMINA (FBEA.HCI) puro, preparado no LQOS, adquirido no equipamento Bruker
DRX*eom o nucleo de fésforo a uma frequéncia de ressonancia de 101,25 MHz, em D,0O (com
expansao do sinal em —0,13 ppm, regido entre 0,50 ppm e —1,0 ppm).

Neste espectro observa-se o sinal de fésforo com deslocamento quimico em torno de —0,13
ppm desdobrado em um quinteto com constante de acoplamento Jpy = 6,2 Hz, indicando que o
nucleo de fésforo-31 esta acoplando com 2 grupos CH,. Este sinal também aparece no espectro de
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RMN-*!P da fracdo soldvel em D,O obtida das capsulas recebidas no 1QOS via CIEnP (figura 8,
pagina 11) e via LASSBio (figura 13, pagina 22), mostrados na parte A deste relatério e confirma a
presenca da espécie protonada da FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.H") no contetdo das capsulas
IQSC-USP-MCTI enviadas ao CIEnP e ao LASSBio.

Figura 42. Espectro RMN-*'P (101 MHz - D,0) acoplado — Cloridrato da FOSFOBISETANOLAMINA
(FBEA.HCI) preparada no LQOS.
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Neste pento, cabe salientar que a presenga de MONOETANOLAMINA protonada ja havia
sidogeonfirmada nas cdpsulas do IQSC-USP, como mostrado na parte A deste relatério (paginas 3-
10).

Analise por espectrometria de massas

O cloridrato de fosfobisetanolamina sintetizado no LQOS foi analisado por espectrometria
de massas de baixa resolucdo usando o método de ioniza¢do por electrospray. O produto pode ser
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detectado tanto no espectro adquirido no modo positivo (figura 43), quanto no espectro adquirido

no modo negativo (figura 44).°

Figura 43. Espectro de massas de baixa resolugao da fosfobisetanolamina sintetizada no LQOS.
Método de ionizacdo: electrospray, modo positivo.b)
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® Dados do equipamen i WLC-MS/MS: Acquity H-Class — Xevo TQS — marca Waters; Software para
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Figura 44. Espectro de massas de baixa resolu¢ao da fosfobisetanolamina sintetizada no LQOS.
Método de ionizagao: electrospray, modo negativo.b)
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Q 5kV; Temperatura de dessolvatagdo: 550°C; Vazdo do gas de dessolvatagdo (nitrogénio):
gas no cone: 150L/hora; Nebulizador: 7,0 Bar; Vazdo do gas de colisdo (argdnio): 0,15mL/min;

DOS OUTROS SUB-PRODUTOS FORMADOS NA REAGAO ENTRE ACIDO FOSFORICO
OETANOLAMINA.

A préxima etapa envolveu a identificacdo dos outros compostos formados durante a reacao
de prepara¢dao da FOSFOETANOLAMINA (FOS), como observado no trago D, figura 45. O sinal em
0,10 ppm no espectro de RMN->"P corresponde a FOSFOETANOLAMINA (FOS), o sinal em —0,05
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ppm corresponde ao dihidrogenofosfato de etanol amoénio (P;) e o sinal em -0,25 ppm
corresponde & FOSFOBISETANOLAMINA protonada (FBEA.H').

O objetivo aqui foi determinar a natureza das impurezas na regido entre —10,0 e —11,5 ppm,
em destaque no espectro D, figura 45. Embora estas impurezas sejam eliminadas no processo de
purificacdo (nem todas estdao contidas no material das capsulas IQSC-USP), todas contribuem“para
diminuir o rendimento quimico no processo de sintese da FOSFOETANOLAMINA (FOS).a partir do
acido fosférico e da monoetanolamina, visto que segundo o espectro D da figura 45,"a,presenca de
PP; corresponde a cerca de 18% do total de espécies de fésforo presentes no meio.

Figura 45. Progresso da reacdo: monitoramento por RMN->'P — desacoplado (10MHz, D,0).
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A’figura 46 mostra o espectro de RMN->'P no modo totalmente acoplado adquirido para
umas aliquota separada durante o processo de purificagdo. Esta aliquota contém todos os
compostos fosforilados organicos (além de um residuo remanescente de fosfato inorganico, P;)
formados durante o processo de sintese da FOSFOETANOLAMINA (FOS). O pH do meio estd
fortemente alcalino (pH = 13-14) pois a aliquota foi obtida durante a fase de precipitacdo de
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fosfatos e de pirofosfatos (estes ja ndo mais presentes na amostra) inorganicos com hidréxido de
sédio a partir de uma solugao hidro alcodlica da mistura reacional bruta. O tripleto em torno de 4,4
ppm corresponde a FOSFOETANOLAMINA (FOS), o singleto em 3,2 ppm corresponde ao fosfato
residual (P;) e o quinteto em 0,9 ppm, corresponde a FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA). Os dois
sinais em —5,0 ppm e em —9,3 ppm sdo devidos a presenca de um monoéster do, deido
pirofosfdrico (ver figura 46, parte inferior, regido entre 5,0 e —11,0 ppm). O dubleto em_—5,0%ppm
(Z.Ip’p = 21,0 Hz) corresponde ao atomo P2 (azul) da unidade difosfato acoplando com, oNatomo P1
(vermelho) e o duplo tripleto em —9,3 ppm (Z.IP’p =21,0Hze 3Jp,H = 6,8 Hz) correspongdéaovatomo P1
(vermelho) da unidade difosfato, acoplando com o atomo P2 (azul) e cem 0Os daois atomos de
hidrogénio do grupo CH, ligado ao oxigénio no residuo de MONOETANOLAMINA:

Figura 46. Espectro RMN->'P (101 MHz - D,0) - acoplado - de aliuota Bééica obtida durante o
processo de purificagdo dos produtos de sintese no LQOS(IQ;UNICAMP).
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O sinal em —-10,45 (expansdo entre —9,0 e —11,0 ppm, parte superior da figura 46)
corresponde ao diéster simétrico do acido pirofosférico (PP;). Como o diéster é simétrico, os dois
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nucleos de fésforo-31 apresentam o mesmo deslocamento quimico. A multiplicidade esperada
para este sinal seria um tripleto (3JP,H ~ 6,8 Hz) em virtude do acoplamento do nucleo de fésforo
com os dois hidrogénios do grupo CH, ligado ao oxigénio, similar a um dos dois tripletos que
aparecem na regiao entre —9,0 ppm e —9,5 ppm do espectro. Contudo, a rotacao entre o eixo de
ligacdo do sistema P-O-P nesse diéster deve estar restrita devido ao carater fortemente \iOnico,
levando a distor¢do do sinal observado no espectro. O sinal em —10,45 ppm aparege como, um
singleto fino, bem definido no espectro de RMN->'P no modo com desacoplamento e banda’larga
de hidrogénio (D, figura 45).

EXPERIMENTOS ADICIONAIS DE CONFIRMAGAO DA PRESENGCA DE FOSFOETANOLAMINA (FOS),
FOSFOBISETANOLAMINA PROTONADA (FBEA.H') E MONOETANOLAMINA PROTONADA (MEA.H")
NAS CAPSULAS 1QSC-USP-MCTI.

Como a FOSFOETANOLAMINA (FOS) e o cloridrato da FSFOBISETANOLAMINA (FBEA.HCI)
foram obtidas em elevado grau de pureza pelo processo de sihtese realizado no Laboratdrio de
Quimica Orgdnica Sintética (LQOS) e a monoetamolamina%é comercialmente disponivel, foi
realizada uma série de experimentos de RMN-"H, d&\RMN->*P e de RMN-"3C a partir da co-adicdo
individual de cada composto puro ao material das capsulas provenientes do IQSC-USP para
confirmagdo adicional da presenga destes“@3g4(tFés) compostos no material sélido contido nas
capsulas do 1QSC-USP-MCTI.

EXPERIMENTO 1: RMN-*'P (101 MHz, D,0)

A figura 47 mostra e, resultado dos experimentos A, B e C, assim conduzidos: no
experimento A, foi adquirid@ o espectro de RMN->!P (101 MHz, D,0) no modo totalmente acoplado
para a fracdo soluvel em, D30 (pH 5-6) do material contido nas capsulas IQSC-USP-MCTI (amostra
de 30 mg), como'jasdiseltitle anteriormente nas figuras 8 e 13, paginas 11 e 22 da parte A deste
relatdrio, respeetivamehte. O espectro A mostra a presen¢a de FOSFOETANOLAMINA (FOS) em
2,75 ppm, @ phresenta de fosfatos inorganicos (possivelmente dihidrogenofosfato de etanol
amonio, P;)\ef0,5 ppm e a presenca de FOSFOBISETANOLAMINA protonada (FBEA.H') em —0,15
ppmgnasazaoymolar aproximada de 100:37:14 para FOS:P;:FBEA, respectivamente.

Para’realizar os experimentos B e C, foram colocados cerca de 30 mg do conteddo de uma
mesma €apsula IQSC-USP-MCTI em cada um de dois tubos de ensaio diferentes, 1 e 2.

No experimento B, no tubo de ensaio 1, foram adicionados 10 mg de cloridrato de
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.HCI) puro, preparado no LQOS, no estado sélido, a uma amostra
sélida (30 mg) do material das cdpsulas do IQSC-USP. Essa mistura recebeu a adi¢cao de D,0 (0,6
mL) e, apds agitacdo magnética por 30 minutos a temperatura ambiente e filtracdo, a fracdo

Péagina | 87



LABORATORIO DE QUIMICA ORGANICA SINTETICA — LQOS
COORDENADOR: PROF. LUIZ CARLOS DIAS
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
., UNICAMP
INSTITUTO DE QUIMICA - UNICAMP

Cx. Postal 6154 - Campinas - 13083-970, SP - BRASIL ‘1‘)

http://www.igm.unicamp.br

L\

Instjtuto
de Quimica

soltvel foi analisada por RMN->'P no modo acoplado (pH 5-6). Nesse experimento, o espectro de
RMN-31p (101 MHz, D,0) acusa a razdo molar aproximada de FOS:P;:FBEA.H" como sendo
100:36:70, com nitido aumento na intensidade do sinal em —0,15 ppm, comprovando de forma
inequivoca a presenca de uma espécie protonada de FOSFOBISETANOLAMINA (FBEAH ) nas
capsulas da IQSC-USP-MCTI (ver paginas 77-83 deste relatorio, parte B).

O experimento C foi conduzido de forma andloga ao experimento B, com o't e aio
2, porém com a adicdo de 10 mg de FOSFOETANOLAMINA (FOS) pura, preparada,n
amostra soélida (30 mg) do material da mesma capsula IQSC-USP utilizada no exp o B. Essa

mistura recebeu a adicdo de D,0 (0,6 mL) e, apds agitacdo magnética minutos a

temperatura ambiente e filtrac3o, a fracdo soldvel foi analisada por RMN-> do totalmente

acoplado (pH 4-5). Nessa condicdo, o espectro de RMN-3'p pas uma razdao molar
aproximada de FOS:P;:FBEA.H" de 100:22:07, com nitido aument

ppm, comprovando de forma inequivoca a presenca de FOS

sidade do sinal em 1,70
INA (FOS) nas capsulas

IQSC-USP-MCTI. Neste experimento, é observada uma variagdo nos deslocamentos
guimicos para as 03 espécies no espectro de RMN- 31P m virtude da alteracdo do pH do
meio (pH = 4-5) com a adi¢do de FOSFOETANO F S) pura, que é acida. De fato, os
deslocamentos quimicos de nucleos de fésforo n5|ve|s a pequenas mudangas no pH do
meio.

((ch
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Figura 47. Espectro RMN->'P (101 MHz - D,0) acoplado. Mistura Cépsula + FBEA.H" e Capsula +
FOS.

D O RO T R _pke FRed e SevalST s oplaet
41 i Sl o i
pl ]
]

Capsula (30 mg) FEEAH* ey )

T T T T T T T T T T T
45 40 FH an ik h ih i
Charmlcd e

B
C apsula (30 mg)

+
FBEAHC I puro (10 mg)

L] £ i i ik
C
Capsula 30 mg)
+
FOS pura (10 mg)
L] £ ik an P

EXPERIMENTO 2: RMN-=H {250.MHz, D,0)

Na figural48. s&@ aprésentados os espectros de RMN-'H (250 MHz, D,0) relativos aos
mesmos experimentostA, B e C, descritos acima. O experimento A mostra o espectro de RMN-'H
para a fracdo “do material soluvel em D,0 das cdpsulas 1QSC-USP-MCTI, como ja discutido
anteriormente, nas*figuras 1 e 10, paginas 3 e 18, respectivamente, na parte A deste relatdrio.
Conceftrand@ apenas na primeira série de sinais entre 2,80 ppm e 4,20 ppm, 0 experimento A
moStra» avpresenca de FOSFOBISETANOLAMINA protonada (FBEA.H®) em 4,16 ppm,
EOSFOEFANOLAMINA (FOS) em torno de 4,05 ppm e de MONOETANOLAMINA protonada (MEA.HY)
en3,85 ppm. A razdo molar entre FBEA.H":FOS:MEA.H" é de 28:100:72.
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Figura 48. Espectro RMN-"H (250 MHz - D,0). Mistura Capsula + FBEA.H* e Capsula + FOS.
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No experimento B, onde foram adicionados 10 mg de cloridrato de
FOSFOBISETANOLAMINA (FRBEA.HCI) pura preparada no LQOS, a razdo molar aproximada de
FBEA.H":FOS:MEA.H" mud6u para 138:100:74, com aumento na intensidade do sinal em 4,16 ppm,
comprovando a presehgasde®*uma espécie protonada de FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.H') nas
capsulas 1QSC-USP-MCTI.YO outro sinal correspondendo a FBEA.H® em 3,32 ppm também teve
aumento na stuajinteénsidade de 34 para 141 (ver paginas 77-83 deste relatério, parte B).

No ‘€xperimento C, onde foram adicionados 10 mg de FOSFOETANOLAMINA (FOS) pura
preparada nd LQOS, a razdo molar aproximada de FBEA.H":FOS:MEA.H" mudou para 16:100:37,
corfyaumento na intensidade do sinal em 4,05 ppm, comprovando mais uma vez a presenca de
FOSFOETANOLAMINA (FOS) nas cdpsulas IQSC-USP-MCTI. Neste experimento também pode-se
observar o aumento da intensidade do sinal em torno de 3,25 ppm, o outro sinal da FOS (ver
paginas 67-77 deste relatdrio, parte B).
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EXPERIMENTO 3: Espectro de RMN-'H de combinagao de FOSFOETANOLAMINA e
FOSFOBISETANOLAMINA preparadas no LQOS com monoetanolamina comercial

Um experimento adicional, similar ao mostrado nas figuras 47 e 48, foi realizado para
demonstrar a natureza dos compostos organicos que compde o material das capsulas dé=lQSC-
USP-MCTI (figura 49).

Para tal, foram combinados FOSFOETANOLAMINA (200 umol) e FOSFOETANOFAMINA
(FBEA.HCI) (30 umol) sintetizados no LQOS com monoetanolamina comercial (rédestilada, 140
pmol), a saber, numa razao molar FOS:FBEA.HCI:MEA de 100:15:70, a mesma razae@imolar em que
essas espécies quimicas foram detectadas no material da capsulas. A misturasfoi“eompletamente
dissolvida em D,0 (1,2 mL) e a solugdo resultante foi submetida 3analise de RMN-'H em
equipamento Bruker DRX com o nucleo de hidrogénio tendo frequéncia de ressonancia de 600
MHz (figura 49). A parte superior (A) dessa figura mostra uma.expansagd do espectro de RMN-H,
também a 600 MHz, da fracdo soluvel do material das capsulasNQSC-USP-MCTI e a parte inferior
(B) a expansdo da mesma regido do espectro da mistura descrita acima com os compostos
preparados no LQOS Pela comparacao dos espectrosf obségva-se uma perfeita concordancia entre
ambos, mais uma vez comprovando a natureza_.des constituintes da cdpsula de FOS. Observa-se,
ainda, que o grau de pureza do material contido nas capsulas é inferior ao grau de pureza da
mistura dos produtos sintetizados no LQOS. €abe réssaltar que, inclusive, o valor de pH das duas
solugbes é o mesmo: 5-6.

Estes experimentos servem como mais uma prova de que tanto a FOSFOETANOLAMINA
(FOS) como a FOSFOBISETANQLAMINA protonada (FBEA.H') e a MONOETANOLAMINA
protonada estao presentes pas,capsulas da USP.

Péagina | 91



LABORATORIO DE QUIMICA ORGANICA SINTETICA — LQOS

»,
»

COORDENADOR: PROF. LUIZ CARLOS DIAS - W
(.\
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS UN":‘“MP

INSTITUTO DE QUIMICA - UNICAMP

Cx. Postal 6154 - Campinas - 13083-970, SP - BRASIL @)

http://www.igm.unicamp.br

Instituto
de Quimica |

Figura 49. Espectro RMN-'H (600 MHz - D,0). Fracdo soltvel da capsula 1QSC-USP-MCTI (A) e
mistura de FOS e FBEA.HCl sintetizadas no LQOS com monoetanolamina comercial (B).
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EXPERIMENTO 4: Adicio de K3POQ,; (RMN-3'P, 101 MHz, D,0)

Outro experimentosimportante envolveu a adicdo de fosfato de potassio (KsPOy4) a fracdo
soluvel em agua do contetido das capsulas IQSC-USP-MCTI. O experimento A na figura 50 mostra o
espectro de RVIN-*R; adquirido no modo acoplado, para a fra¢dao solivel em agua do material
original da'CapsulaNQSC-USP-MCTI. Observa-se os sinais relativos a FOSFOETANOLAMINA (FOS) na
forma de tripleto em 2,76 ppm, de P; como singleto em 0,55 ppm e de FOSFOBISETANOLAMINA
protonadaFBEA.H") em —0,15 ppm na razdo molar aproximada de FOS:P;:FBEA de 100:34:14.

N6 experimento B, 100 mg de K3PO, sélido foram adicionados a uma amostra sélida (30 mg)
do“material da capsula IQSC-USP-MCTI. Essa mistura recebeu a adicdo de D,O (ca. 1 mL) e apds
agitacdo e filtracdo, a solugdo limpida obtida foi submetida a analise de RMN-*'P. Como K5PO, é
basico, ocorre uma alteragdao no pH do meio, afetando, assim, os valores dos deslocamentos
guimicos das espécies de fosforo presentes no meio. Contudo, é possivel concluir que ndo ha

outras espécies contendo fdsforo na sua estrutura presentes no meio. Hd um aumento na
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intensidade para o sinal correspondente a P;, como esperado, mudando a razao molar de
FOS:P;:FBEA para 100:298:12.

O espectro de RMN->'P mostrado no experimento C (figura 50) foi adquirido para a mesma
amostra que deu origem ao espectro B, contudo aquele foi adquirido no modo totalmente
acoplado, enquanto este foi adquirido no modo com desacoplamento em banda larga,de
hidrogénio, onde todos os sinais aparecem como singletos. Em ultima analise, esse gxperimento
deixa claro, mais uma vez, que o hipotético “SAL DE FOSFOETANOLAMINA®%, cemo” fora
proclamado, n3o existe. O espectro de RMN->"P evidencia que com a adicdo de uma¥fonte externa
de fdsforo contendo contra ions distintos aqueles ja presentes no meioy *ha, uma rdpida
redistribuicdo de ions (inclusive afetando o valor de pH) entre as espécies anidnicas presentes no
meio, de forma que o espectro de RMN->'P continua apresentando.o. mesmo conjunto de sinais,
embora com deslocamentos quimicos diferentes.

Figura 50. Espectro RMN->'P (101 MHz - D,0) - Mistura Cépsula F@S, P;, FBEA + K5POs.
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EXPERIMENTO 5: Verificacdo da estabilidade hidrolitica da FOSFOETANOLAMINA na presencga de
CaCO3, MgCO; e ZnCO3; em H,0 a 70 °C por 5 dias
Trés experimentos muito relevantes relacionados a fase de neutralizagdo do processo de
fabricacdo da forma sélida da fosfoetanolamina sintética descrito na patente PI0800460-9 A2
foram realizados. Este estudo foi motivado por observagdes preliminares que indicaram a provayel
labilidade hidrolitica da FOSFOETANOLAMINA sob aquecimento prolongado. Os trés expetimentos
foram conduzidos simultaneamente em estufa a 70 °C, conforme descrito abaixo.

EXPERIMENTO 5.1

Em um tubo de ensaio (1,4 cm de didametro por 15 cm \de, altura) contendo
FOSFOETANOLAMINA (FOS) pura sintetizada no LQOS (1 mmol), foraf, adicionados CaCO;s (0,42
mmol), MgC0Os3 (0,11 mmol) e ZnCO3 (0,06 mmol) combinados na mesma hazao molar descrita na
patente PI0800460-9 A2 (propor¢dao FOS:CaCO3:MgC03:ZnCO; =3\100:42:11:6, respectivamente).
Como na patente nao consta nenhum tipo de informacao relativa*aiquantidade de agua utilizada
nesse processo, usou-se neste experimento, de forma arbitkaria, 5 mL de dgua para suspender a
mistura de sélidos acima. A mistura foi suspensa em41,0% a suspensdo resultante foi deixada em
estufa a 70 °C por 5 dias (esquema 15). O sélido braheé secd assim obtido foi suspenso em D,0 (2
mL), agitado magneticamente com auxilio de um agitador magnético, a suspensao foi filtrada e a
solucdo limpida resultante foi submetida a dnalise*de’/RMN-"H (figura 51) e de RMN-*'P (figura 52).
Os espectros de RMN-'H da fosfoetanolamina,pura estio mostrados na figura 30, pagina 68, parte
B.

Esquema 15. Tratamento de EOQSFOETANOLAMINA com CaCO3, MgCO; e ZnCO3 em 4gua a 70 °C.

O 03003 O O
W \ +
—O/F’\OH [-\F]H MgCOs - /\P o [J\er + HO—II:I’\ ~~NH3
>
FOS FOS P, MEA.H*

H,0, 70 °C, 5 dias

A ‘affalise do espectro de RMN-'H (figura 51) mostra o aparecimento de sinais
cortespefidentes a monoetanolamina protonada (MEA.HY), em 3,12 ppm e em 3,83 ppm,
provenientes da hidrélise da FOSFOETANOLAMINA (FOS), durante o processo de aquecimento a 70
°C. A raz3o molar de FOS:MEA.H" de 100:29 detectada no espectro de RMN-H corresponde a uma
taxa de hidrdlise de 22% da FOS pura originalmente usada no experimento.
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A hidrélise da FOS pode ser confirmada também pela andlise do espectro de RMN->'P
(figura 51), que acusa o aparecimento de fosfato inorganico (P;) na mistura (sinal em 0,10 ppm).
Pelo espectro de RMN-'P, a taxa de hidrélise da FOS é de 19%. A diferenca de 3% pode ser
atribuida ao erro experimental inerente a técnica de andlise, que estd nessa ordem de magnitude.
Outrossim, para se obter uma determinacdo quantitativa da taxa de hidrdlise mais pre 0s

experimentos deveriam ser conduzidos em replicata, o que extrapola o escopo e os ob& sse

estudo. \

Figura 51.Espectro RMN-"H (250 MHz - D,0) — FOS pura LQOS apés tratamento aCO3, MgCOs;
e ZnCO3 a 70 °C em agua.
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Figura 52. Espectro RMN-*'P (101 MHz - D,0) — FOS pura LQOS apds tratamento com CaCOs,
MgCOs e ZnCO3 a 70 °C em agua por 5 dias.
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O espectro de RMN@ f&foetanolamina pura esta mostrado na figura 33, pagina 71,

parte B. \

EXPERIME
Esse ex

oi conduzido de forma analoga ao experimento 5.1 descrito acima,
sendo que a Un encga consistiu na adicdo de FBEA.HCI (0,15 mmol) a mistura experimental.
A analise ectro de RMN-"H mais uma vez acusou a hidrdlise parcial da FOS sob as condic¢des
expesimentais (figura 53). A taxa de hidrélise é similar aquela observada no experimento anterior,
maswnado péde ser determinada com a mesma precisao pelo fato dos sinais da FOS e do FBEA.HCI
% parcialmente sobrepostos. Cabe ressaltar, que o espectro de RMN-'H obtido apds
aquecimento da mistura de FOS e FBEA ndo apresenta sinais das impurezas que podem ser
detectadas nos espectros de RMN-'H do material das capsulas de FOS 1QSC-USP-MCT], significando
que elas nao sao formadas durante o processo de aquecimento. Assim sendo, as impurezas vém de
um processo de purificacdo ineficaz do produto bruto da sintese ou de uma fonte de contaminacao
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externa ao processo de produgdo. O espectro de RMN-*'P da fosfobisetanolamina pura esta
mostrado na figura 39, pagina 77, parte B.

Figura 53. Espectro RMN-"H (250 MHz - D,0) — FOS e FBEA.HCI puros sintetizados pelo LQOS apds
tratamento com CaCOs, MgCOs e ZnCO3 a 70 °C em dgua por 5 dias.
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0] es&u MN-3'P totalmente acoplado (figura 54) também evidencia a hidrdlise
parcial da FBEA) através da presenca de sinal de P;. Contudo, a analise desse espectro

suge e ataxa de hidrdlise foi menos pronunciada (em torno de 10%). Mais uma vez, esse
deveria ser replicado a fim de garantir uma precisao maior no que se refere a extensao do

e
% hidrélise, o qual n3o é o objetivo desse estudo. O espectro de RMN->'P da
fosfebisetanolamina pura esta mostrado na figura 42, pagina 81, parte B.
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Figura 54. Espectro RMN->'P (101 MHz - D,0) acoplado — FOS e FBEA.HCI puros sintetizados pelo
LQOS apds tratamento com CaCO3, MgCOs e ZnCOs3 a 70 °C em agua por 5 dias.
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EXPERIMENTO 5.\01
D

Em um tercei perimento, executado para fins de controle, uma amostra do material da
capsula (30 mg) ensa em 5 mL de agua destilada em um tubo de ensaio (1,4 cm de
diametro porg15 altura). A amostra entdo recebeu o mesmo tratamento que as duas

&al foi submetida a andlise de RMN-'H (figura 55) e de RMN-!P totalmente
acoplado (fi 6).

ra 55 mostra as expansdes entre a regido de 2,95-4,25 ppm dos espectros de RMN-
uisidos no equipamento Bruker DRX com o nucleo de hidrogénio tendo frequéncia de
ncia de 250,13 MHz) da fracdo soluvel em D,0 do material da capsula 1QSC-USP-MCTI
recebida via LASSBio. Na parte inferior da figura (traco B) aparece o espectro da amostra obtido a

partir da dissolucdo do material que ndo recebeu tratamento térmico, ou seja, da composicao
original do material da capsula. Na parte superior (traco A) é mostrado o espectro da amostra apds
ela ter sido submetida ao tratamento térmico a 70 °C durante 5 dias em meio aquoso.
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Comparando os dois espectros, nota-se um aumento substancial (em torno de 20%) da
quantidade de MEA.H" no espectro superior em relacdo ao espectro inferior, demonstrando que
mesmo na auséncia dos carbonatos, a molécula de FOSFOETANOLAMINA sofre hidrdélise em
conseqiéncia do tratamento térmico prolongado.

Figura 55.Espectro RMN-"H (250 MHz - D,0) — Fracdo solGvel em D,0 do material da.capsulaFOS
IQSC-USP-MCTI. B: antes e; A: apds aguecimento a 70 °C em agua por 5 dias.
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A figura 56 mostra as expansdes entre a regido de -3,00 ppm e 3,00 ppm dos espectros de
RMN-*1P tetdimente acoplado (adquiridos no equipamento Bruker DRX com o nucleo de fésforo
tendo frequéncia de ressonancia de 101,25 MHz) da fragao soluvel em D,0 do material da capsula
IQSC-USP-MCTI recebida via LASSBio. Na parte inferior da figura (traco B) aparece o espectro da
amostra obtido a partir da dissolu¢cdo do material que nao recebeu tratamento térmico, ou seja, da
composi¢do original do material da cdpsula. Na parte superior (tragco A) é apresentado o espectro
da amostra apos ela ter sido submetida ao tratamento térmico a 70 °C durante 5 dias em meio

aquoso. Comparando os dois espectros, observa-se que a relacdo FOS:P; de 100:38 antes do
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tratamento térmico mudou para 100:61, confirmando a taxa de hidrélise de 20% da FOS original
durante o processo de aquecimento.

Figura 56.Espectro RMN->"P (101 MHz - D,0) acoplado — Fragdo solGvel em D,O do material da
capsula FOS IQSC-USP-MCTI. B: antes e; A: apds aquecimento a 70 °C em agua por5tdias.
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O Unico ‘efeito observado na adi¢do de CaCO;, MgCO3 e ZnCO; é promover hidrdlise
parcial da FOSEOETANOLAMINA. Nao ha formagao da FOSFOETANOLAMINA dos ions metalicos
ou FOSFOETANOLAMINA sintética em quantidade aprecidavel, como consta na patente
P10800460-9 A2. A adicdao dos carbonatos acima mencionadas, na realidade, somente causa a
neutralizacdo e subsequente precipitacao das espécies de fosfato e pirofosfato contaminantes da
FOSFOETANOLAMINA utilizadas na etapa de neutralizagdao, dando origem ao material insoltvel
do contetido das capsulas de FOSFOETANOLAMINA.
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EXPERIMENTO 6: Estabilidade de FOS LQOS e FBEA.HCI LQOS em HCl,; 0,5 M e em NaOH,, 6 M

Nesse experimento, uma mistura contendo FOSFOETANOLAMINA (FOS) pura e cloridrato de
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA.HCI) também puro, ambos preparadas no LQOS, na razdo molar
FOS:FBEA.H" de 100:15 foi dissolvida em solu¢do 0,5 M de HCl (mesma solu¢do usad@“para
dissolver o material insolivel das capsulas IQSC-USP-MCTI em 4dagua destilada),, A%solucado
fortemente acida (pH < 0) foi deixada a temperatura ambiente por 5 horas e entdo‘e espectro de
RMN-*'P no modo com desacoplamento em banda larga de hidrogénio foi adquitido (parte
superior da figura 57).

A analise de RMN-*'P no modo com desacoplamento em banda largaydémhidrogénio mostra
gue, nesse valor de pH, os sinais relativos a FOS e ao FBEA.HCI ficam.muito préximos. O FBEA.HCI
passa a ressonar em campo levemente mais baixo do que a FOS, ad contrdrio do que é observado
em meio com pH apenas levemente &cido ou levemente alcaline, Ovespettro de RMN-*'P no modo
totalmente acoplado dessa amostra (figura 58) resulta na sabkeposicao completa dos sinais (devido
ao alargamento do sinal causado pelo desdobramentodevidefacacoplamento com os atomos de
hidrogénio dos grupos CH,).

A solucdo acida (pH < 0) foi alcalinizada cemysolucao de NaOH 6 M, até pH em torno de 14
e, em seguida, foi submetida a andlise de RMN&>'P totalmente acoplado (parte inferior da figura
57), que mostra apenas a presen¢a de EOSFQETANOLAMINA (FOS) em torno de 3,95 ppm e de
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) em tern® de 0,9 ppm. Como o pH do meio estd basico, os
deslocamentos quimicos de fésforo-31 sofrem pequena alteragao.

E interessante observary” G@e as espécies FOSFOETANOLAMINA (FOS) e
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA), sdao%relativamente estdveis quimicamente tanto em pH acido
como em pH basico, a temaperatura ambiente, visto que no espectro da parte inferior da figura 57
ndo aparece nenhum sinal%relativo a P;, o produto de hidrdlise passivel de deteccdo nesse
experimento.
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Figura 57. Espectro RMN->'P (101 MHz - H,0) mistura de FOS LQOS e FBEA.HCl LQOS em meio
acido (parte superior) e meio basico (parte inferior).
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Figura 58. Espectro RMN-*'P (101 MHz - H,0) no modo totalmente acoplado da mistura de FOS
LQOS e FBEA.HCI LQOS em meio acido.
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ANALISE POR ESPECTRQSEOPIA NO INFRAVERMELHO

Nesse ponto, & de suma importancia destacar que frente aos métodos de analise
espectroscopicos medernos ora disponiveis, a espectroscopia vibracional na regido do
infravermelhio,(assim como estad descrita na patente PI0800460-9 A2), passou a ser uma técnica
obsoleta no que diz respeito ao seu emprego para fins de elucidagao estrutural e determinagdo de
gralh, de purfeza de compostos organicos. Nesse contexto, a espectroscopia no infravermelho
caractekniza-se como uma técnica com “nichos” de aplicagdo somente. Ela é bastante versatil para
deteccdo e/ou confirmagdo da presenga de determinadas fungdes quimicas em moléculas
organicas, que apresentem bandas de absorcio bem caracteristicas, por exemplo. A
espectroscopia no infravermelho também é uma ferramenta bastante usada para a verificacdo
rapida da integridade de uma determinada substancia (ou mistura) a partir da simples comparacao
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do espectro de uma amostra desta com o espectro de referéncia previamente obtido a partir do
material (ou mistura) auténtico.

Dado o fato da espectroscopia de absorcao no infravermelho ser a Unica técnica empregada
para a caracterizacdo da fosfoetanolamina sintetizada pela equipe do Instituto de Quimica da USP
de Sao Carlos, adquiriu-se os espectros de alguns compostos sintetizados ou envolvidos na ‘sihtese
usando essa técnica, para fins de comparacao.

Os espectros de infravermelho foram adquiridos em um aparelho FT-IR\Spectrometer
Perkin-Elmer, modelo Spectrum Two em modo ATR.

Nas figuras 59-63 estdo mostrados os espectros de infravermelho para asmoenoetanolamina
comercialmente disponivel (marca Sigma-Aldrich) (figura 59), para »e, " cloridrato da
monoetanolamina preparado no LQOS (figura 60), para a fosfoetanelamina‘preparada no LQOS
(figura 61), para a cloridrato da fosfobisetanolamina preparado_na LQOS (figura 62) e para uma
mistura 100:70 de fosfoetanolamina e monoetanolamina preparada ne”LQOS (figura 63). A figura
64 apresenta o espectro de infravermelho adquirido para ofmaterial solido contido nas cédpsulas de
FOSFOETANOLAMINA IQSC-USP-MCTI.

Figura 59. Espectro de infravermelho para a mofhoétanolamina comercialmente disponivel (marca
Sigma-Aldrich).
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Figura 60. Espectro de infravermelho para o cloridrato da monoetanolamina preparado no LQOS.
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Figura 62. Espectro de infravermelho para o cloridrato da fosfobisetanolamina preparado no LQOS.
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Figura 63. Espectro de infravermelho para, a Ymistura 100:70 de fosfoetanolamina e
monoetanolamina preparada nokQ@S.
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Figura 64. Espectro de infravermelho para o conteldo da capsula IQSC-USP-MCTI (Lassbio_03).
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Na figura 61, que mostra o espectro de infravermelho%adquirido para uma amostra de
FOSFOETANOLAMINA sintetizada no LQOS, pode-se identificap TODAS as bandas “caracteristicas”
descritas para fosfoetanolamina na patente PI0800460-9 A2, como segue na tabela 2 abaixo.

Tabela 2: Bandas de absor¢do na regido, do infravermelho para a FOSFOETANOLAMINA
sintetizada no IQSC-USP e no LQOS

Fosfoetanolamina 1QSC=USP Fosfoetanolamina LQOS
(Numero de onda / cm™ (Numero de onda / cm™)
3417 <2560 3417 - 2560
2117 2114
1641 1639
1556 1553
1448 1447
1259 1255
1084 -941 1081 -937
1030 1028

Chama a atencdo a grande diferenca entre o espectro de infravermelho da
fosfoétanolamina sintetizada no LQOS (figura 61, que é perfeitamente condizente com o espectro
de infravermelho da fosfoetanolamina reproduzido no corpo da patente PI0800460-9 A2) e o
espectro de infravermelho adquirido para o conteudo da cdpsula IQSC-USP-MCTI (Lassbio_03,
figura 64) que, por sua vez, é praticamente idéntico ao espectro de infravermelho adquirido para a
mistura 100:70 de fosfoetanolamina e monoetanolamina preparada no LQOS (figura 63).
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SINOPSE

Nesse trabalho foi realizada a andlise quimica do conteddo das capsulas de
FOSFOETANOLAMINA produzidas pelo 1QSC-USP e enviadas pelo MCTI ao LQOS-UNICAMP via
CIEnP e via LASSBio. Como complementacdo ao trabalho de analise, descrito na parte A,deste
relatério, foram realizados ensaios de sintese da FOSFOETANOLAMINA a partir do acidesfosforico e
da MONOETANOLAMINA, com base no procedimento descrito na patente RIO800460-9 A2
(Instituto Nacional da Propriedade Industrial).

O procedimento descrito na patente PI0800460-9 A2 omite uma,série de parametros
importantes para o controle de uma reag¢do quimica, como o tempo reacional*e os volumes dos
solventes empregados nos subsequentes procedimentos de purifieaga®, do®produto bruto. Na
auséncia dessas informagbes, a sua reproducdo em term@stqualitativos e quantitativos
(rendimento quimico) fica comprometida.

Uma vez que a informacdo sobre o tempo reacionalndotesta disponivel, monitorou-se o
progresso da reacdo ao longo do tempo, por meio defespectrometria de ressonancia magnética
nuclear de fésforo-31 (RMN->'P), 3 medida que a tefperattisa interna do sistema se elevava a 220
°C (temperatura 6tima para garantir um rendimehtoncedcional de 90%, segundo os autores da
patente PI0800460-9 A2).

A figura 65 mostra os resultados”obtifos em diferentes intervalos de tempo. No inicio,
(espectros de RMN-*'P das amostras A#&B) obServa-se um incremento na formag&o de FOS, FBEA e
PP;. Contudo, a medida que o tempe reacional e a temperatura aumentam (espectros C e D),
observa-se um leve declinio na quantidade de FOS e FBEA presentes na mistura reacional, ao passo
gue a formacdo de pirofosfatos (PP;) tém um forte incremento.

Muito embora 05, detalhes reacionais ndo sejam conhecidos, os resultados desse
experimento induzemia conclusdo de que dificilmente a FOSFOETANOLAMINA (FOS) BRUTA, ainda
sem purificagao pr reeristalizagcdo, podera ser obtida com rendimento que chegue sequer préoximo
aos 90% reivipdicades pelos autores, a partir do processo descrito. Além disto, é importante frisar
o fato de Que o processo de recristalizagao da FOSFOETANOLAMINA a partir da solugao aquosa
saturada apresenta rendimento muito baixo, uma vez que apenas metade do material dissolvido é
efetivamenterecuperado na forma de cristais de FOSFOETANOLAMINA pura.

Valendo-se dos resultados das analises do material das capsulas como subsidio, pode-se
sumarizar o processo de producdo da FOSFOETANOLAMINA (FOS) pelo IQSC-USP da seguinte
forma: A mistura reacional é aquecida, provavelmente a uma temperatura INTERNA inferior a
220 °C (temperatura informada na patente PI0800460-9 A2) por um determinado periodo. O
produto bruto dessa reagdo passa por um processo de purificacdo (cristalizacdo) de baixa
eficiéncia, onde somente algumas impurezas presentes em menor propor¢ao sao removidas da
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mistura. O produto resultante desse processo, supostamente FOSFOETANOLAMINA (FOS) pura, é,
na realidade, uma mistura compreendendo FOSFOETANOLAMINA (FOS), a
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA), o sal dihidrogenofosfato de monoetanolamonio (P;) nao
convertido durante o processo e trihidrogenopirofosfato de monoetanolamoénio (PP;).

Figura 65. Progresso da reacdo: monitoramento por RMN-'p - desacoplado (101 MHZ,&\;
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Essa mistura entdo neutralizada com carbonatos de cdlcio (majoritariamente), de
magnésio inco em suspensdo aquosa (volume nao indicado na patente) e deixada para secar
em s% 70 °C, processo durante o qual, parte da FOSFOETANOLAMINA é hidrolisada

r do¥fosfato e monoetanolamina). O material sélido seco (higroscdpico) resultante é
do e rotulado como “SAL DE FOSFOETANOLAMINA” ou “FOSFOETANOLAMINA
SINTETICA”. Na pratica, os carbonatos de fons divalentes neutralizam o sal acido de acido fosférico
nao convertido na reacao e o pirofosfato nela formado, levando a formacao de fosfatos e
pirofosfatos de calcio (e de magnésio e zinco), que sdo praticamente insolliveis em agua, dando
lugar ao material insoltuvel da capsula que equivale a cerca de 35,5% do conteudo total. A parte
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soluvel em agua é constituida, principalmente, de FOSFOETANOLAMINA (FOS), que possui
propriedades acidas, e esta associada a MONOETANOLAMINA nado convertida durante a reagao e
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA) formada na reagdao, ambas possuindo propriedades basicas, numa
interacdo do tipo acido-base, além de pequena quantidade de fosfatos de calcio e de magnésio.

CONCLUSOES

Chama a atencdo a variacdo em peso encontrada nas capsulas de FOSFOETANOLAMINA
(FOS) fornecidas pelo IQSC-USP-MCTI e encaminhadas ao LQOS via CIEnP. Oy Centetdo das 03
capsulas apresentou os seguintes pesos: 480 mg, 503 mg e 509 mg. O pesondeéclarado para o
contetido das cépsulas é de “FOSFOETANOLAMINA SINTETICA, 500 mg”.

No caso das capsulas FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornecidasy pelo 1QSC-USP-MCTI e
encaminhadas ao LQOS via LASSBio, a diferenca de peso de,cohtetiddo encontrado dentro das
capsulas foi ainda maior. Dentre o total de 60 capsulas regebidas via LASSBio, 16 capsulas foram
abertas e pesadas. Os pesos encontrados foram: 233 mg, 2%3/mg, 278 mg, 304 mg, 316 mg, 317
mg, 325 mg, 328 mg, 331 mg, 342 mg, 345 mg, 348 mg,"352' mg, 358 mg, 359 mg e 368 mg. A
informac3o contida no rétulo do recipiente é: “FOSROETANOLAMINA SINTETICA, 500 mg”

A andlise do conteludo das cdpsulas de FOSFOETANOLAMINA 1QSC-USP-MCTI e a sintese
quimica da FOSFOETANOLAMINA e da “FOSFOBISETANOLAMINA, além do cloridrato da
MONOETANOLAMINA e de uma mistura, 100:70 de FOSFOETANOLAMINA e MONOETANOLAMINA,
em sua forma pura foram realizados.no Laboratdrio de Quimica Orgdnica Sintética — LQOS no 1Q
UNICAMP. Os compostos FOSE@QETANOLAMINA (FOS), FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA),
CLORIDRATO DA MONOETANOLAMINA (MEA.H'), uma mistura 100:70 de FOSFOETANOLAMINA e
MONOETANOLAMINA, alemyde MONOETANOLAMINA, todos com pureza maior que 99% foram
enviados para testes pre-clinicos no CIEnP.

Todos os coffipostos foram analisados por ressonancia magnética nuclear de *H, **C e *'P, IV
€ massas.

A apalise“gravimétrica demonstrou que o conteudo das capsulas apresenta cerca de 7,2%
de 4dgua, cerca35,5% de material insoluvel em dgua e cerca de 57,3% de material sollvel em agua
(essa’relagdo,muda levemente em fungdo da relagdo massa seca/volume de agua que é utilizada
para @ andlise gravimétrica). O material solivel em agua é constituido de FOSFOETANOLAMINA
(FR@SHMONOETANOLAMINA protonada (MEA.H) e FOSFOBISETANOLAMINA protonada (FBEA.H"),
alénm de pequena quantidade de fosfatos de cdlcio e de magnésio). Cabe ressaltar, que o fosfato
detectado nos espectros de RMN->'P é, também, a fonte de prétons responsével pela protonacdo
da MEA e da FBEA no meio. Os contra ions dos sais do acido fosfdrico ndo podem ser determinados

Pédgina | 110



LABORATORIO DE AVALIACAO E SINTESE DE SUBSTANCIAS

/N BIOATIVAS — LASSBio
COORDENADOR: PROF. ELIEZER J. BARREIRO v @
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ

obsratiiodefeliegboentese e substbmiesBlecties Oy Postal 68006 — Rio de Janeiro — 21941-910, RJ - BRASIL Mw
http://www.lassbio.ich.ufrj.br

pela técnica de RMN->!P, por isso usa-se a denominag3o genérica (fosfato inorganico, P;) em sua
referéncia.

O material insolivel em agua apresenta pequena quantidade de FOSFOETANOLAMINA
(FOS) residual, pequena quantidade de pirofosfatos (ou difosfatos, PP;) de calcio, magnésio,
manganés, aluminio, ferro, bario e zinco, e pequena quantidade de fosfatos de magnhésio,
manganés, aluminio, ferro, bdario e zinco, mas grande quantidade de fosfato de calcio. A
FOSFOETANOLAMINA residual encontrada na fragao insoluvel em d4gua estd de ‘algima forma
retida a matriz da amostra, nao se solubilizando mesmo quando volumes maioresydéyagua sao
usados para a extracdo dos materiais soluveis.

Tanto o acido fosférico comercial, como a monoetanolamina comekreial, utilizados no
processo de sintese quimica no LQOS sao livres de impurezas. Todos, os\produtos e subprodutos
formados no processo de sintese quimica realizados no LQOS s3o ariginarios de reac¢des quimicas
entre o acido fosférico comercial e a monoetanolamina nas condigOes dereagao.

A FOSFOETANOLAMINA comercialmente disponivel, proveniente da Sigma-Aldrich é
idéntica a FOSFOETANOLAMINA preparada no LQOS# masydiférente da FOSFOETANOLAMINA
contida nas cdpsulas IQSC-USP-MCTI, pois estas, de fato, apreseéntam a presenca de impurezas.

Fica claro que o processo de purificacdo da*ROSFOETANOLAMINA preparada no IQSC-USP é
extremamente ineficiente. O rendimento deglarado de 90% na obtengao de FOSFOETANOLAMINA
nao é possivel de ser alcancado em virtudenda formacdo de varios outros compostos além de
FOSFOETANOLAMINA, conforme demenstfade pelo monitoramento do progresso da reagdao por
meio de ressonancia magnética defosforo8 I (RMN->'P). Ao contrario do que é descrito na patente
PI0800460-9 A2, este procedimentto “hdo permite a obtengcao de altos rendimentos da
FOSFOETANOLAMINA (FOS)# Anbaixa» taxa de conversdo do sal dihidrogeno fosfato de etanol
amonio (P;), bem come “a co-formacdo de acido pirofosféorico e pirofosfatos (PP;), da
FOSFOBISETANOLAMINANFBEA), além de outros produtos secundarios ndo permitem a obtencdo
de FOSFOETANOLAMINAYFOS) pura em 90% de rendimento. A temperaturas mais altas, préximas
de 220 °C, ocafre“a conversio de acido fosférico em &cido pirofosférico e em pirofosfatos, com
liberacdo gde HRO, que promove a hidrédlise da FOSFOETANOLAMINA (FOS) e da
FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA).

Avanalise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1, de Carbono-13 e de Fésforo-
31 (RUINH, RMN-*C e RMN-*'P) do contetdo integral das capsulas de FOSFOETANOLAMINA
fofneeidas pelo IQSC-USP-MCTI e encaminhadas ao LQOS via CIEnP e via LASSBio, permitiu a
identificacdo de 05 (cinco) compostos presentes nas capsulas de “FOSFOETANOLAMINA
SINTETICA” (FOS).

Pode-se observar a presenca de 04 (quatro) compostos contendo fésforo em sua estrutura:
(1) a prépria FOSFOETANOLAMINA (FOS) na forma de seu sal; (2) fosfatos inorganicos (de calcio, de
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magnésio, de zinco, de manganés, de ferro, de aluminio e de bario); (3) pirofosfatos inorganicos
(de cdlcio, de magnésio, de zinco, de manganés, de ferro, de aluminio e de bario) e (4)
FOSFOBISETANOLAMINA protonada (FBEA.H'), um diéster do &cido fosférico (acido fosférico
esterificado com dois residuos de MONOETANOLAMINA). O quinto componente contido nas
capsulas é uma espécie protonada da MONOETANOLAMINA (MEA-H"), um dos reagentes Usados
para a sintese da FOSFOETANOLAMINA (FOS). No conteudo das capsulas, a FOSFOETANOLAMINA
(FOS), que possui propriedades acidas, pode estar associada tanto a MEA quanto az\FBEA, @mbas
possuindo propriedades basicas, numa relagdo acido-base, formando espécies salinas:

Segundo a andlise por RMN-'H, a razio molar média entre FOS, FBEAM™e\MEA.H* é de
100:15:70. Segundo a analise por RMN—31P, razdo molar média entre FOS\FBEAH" e P; (fosfato
inorganico) é de 100:16:33. Observa-se, portanto, uma excelente_coneordancia para as razdes
entre FOS e FBEA.H' encontradas pelas técnicas de RMN-"H e RMN-*'P. A pequena diferenca esta
dentro dos limites de erro experimental inerente a técnica dewanalise®Em solucdo aquosa, estas
espécies estao presentes em equilibrio em virtude do pH naffaixa‘de 5-6 para o meio (Esquema 16).

Podemos observar a presenca de 05 (cinco) compostos, sendo'04 deles contendo fésforo:

(1) Fosfatos de calcio, magnésio, ferro, mamnganéshaléminio, zinco, bario e de etanol amonio
(Pi);

(2) Pirofosfatos de cdlcio, magnésiaf” ferfo, manganés, aluminio, zinco, bdario e de etanol
amonio (PP;);

(3) FOSFOETANOLAMINA (FOS) na, forma de seu sal e associada ao sal da monoetanolamina
(MEA.H");

(4) Sal da monoetanolamfiina(MEAH");

(5) FOSFOBISETANOLAMINA (FBEA), um diéster do acido fosférico.

O conteudo des“eada, capsula IQSC-USP analisada no LQOS apresenta composi¢ao
aproximada (com base em peso) de:

o 34,9%de fosfatos de calcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio, zinco e bario (P;)

o 3,6% de pirofosfatos de calcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio, zinco e bario
(PP}

#%.32,2% de fosfoetanolamina (FOS) - (sendo cerca de 6,2% associada a ions
metalicos)

e 18,2% de monoetanolamina protonada (MEA.H')3,9% de fosfobisetanolamina
(FBEA)

e 7,2% de agua (H,0)
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Esquema 16. Espécies presentes nas capsulas de FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornecidas pelo 1QSC
USP-MCTI e encaminhadas ao LQOS via CIEnP e via LASSBio.

0
LOH . MOk, pC°

“0O- NH
/\/NHS . O \O 2
MEA.H sal d
sal de FOS _
monoetanolamina \
protonada "NH,4 @
TR

O
I Il Il
- _ 0 P R- O
HOO/F:\O Ho ~0 o
P\ - HgN
fosfatos de pirofosfatos de OH
Ca?*, Mg?*, Zn**, Fe** Ca®*, Mg®*, Zn?*, Fe** 4 o fosfato de etanol aménio
Fe3*, Mn?*, AR*, Ba?* Fe3*, Mn2+ AR, Ba
P

processo de sintese realizada no LQOS

Todos os compostos observados i@s IQSC-USP podem ser comprovados pelo

A andlise da fragdo soluvel m s seguintes espécies podem estar em equilibrio em

meio acido, em solugdo de D,0, - nao considerando as trocas entre D e H (Esquema 17).
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Esquema 17. Equilibrio quimico em solucdo de D,0 entre as espécies presentes nas cdpsulas de
FOSFOETANOLAMINA (FOS) fornecidas pelo IQSC-USP-MCTI ao LQOS via CIEnP e via

LASSBio.
O _
(\)\ /OH + HO\/\NH2 - \ /O HO
O~ ™ NH; + O\ NH3
o > s MEA o > x
FOS sal de FOS +sal co
+
Q.o Q )
_ /P/ \/\NHZ
O \O

. $
| &KX

C\)\ 0O O ,O
-0 /\/NH3 L0~ \O
FOS 6%\3
N
sal de FOS + sal cor@A

Também foi % a a presenca de fosfatos e pirofosfatos inorganicos de calcio,
magnésio, ferro % , aluminio, zinco e bério (P; e PP;) presentes nas cadpsulas, que em meio
ACi a o.fosforico e acido pirofosforico (esquema 18).

acido, vao g
V de impurezas ndo identificadas, podem ser observados nos espectros de RMN-
% G

Hed

&

figura 11 (pagina 19, parte A deste relatério).
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Esquema 18. Fosfatos e pirofosfatos inorganicos de calcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio,
zinco e bario (P; e PP;) presentes nas cdpsulas, em meio acido.

W
HO—P~ -
/
o- © v
fosfatos de \

Ca’*, Mg?*, Zn?*, Fe?*
Fe3*, Mn?*, AI*, Ba?*

B IO fons de
P, H,0t HO™P~oy * HO-P< _R-OH * S
—> HO e , Mg“™, Zn“", Fe
¢ 9 Ho — Of Mn?*, AR*, Ba?*
"O-P~_R-O" acido fosforico  acido pirofosféri@ ’ I
! 0O

Ca’*, Mg?*, Zn?*, Fe?*

HO OH P; PP.%
pirofosfatos de v
Fed*, Mn2*, A", Ba2* (2/\
;. Q
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COMPOSTOS PREPARADOS NO LQOS E ENVIADOS AO CIEnP PARA TESTES CLINICOS

Os compostos mostrados na figura 66, com grau de pureza superior a 99% foram
preparados no LQOS e enviados ao CIEnP para testes pré-clinicos.

e FOSFOETANOLAMINA: 20,0 gramas E

e CLORIDRATO DE MONOETANOLAMINA: 13,0 gramas \
e FOSFOBISETANOLAMINA: 4,44 gramas
e MISTURA 100:70 DE FOSFOETANOLAMINA:MONOETANOLA Al gramas
e MONOETANOLAMINA COMERCIAL: 11,82 gramas &

Figura 66. Compostos com alto grau de pureza preparados no L ados para fase de testes
pré-clinicos no CIEnP.

HO _
(\)\ ~OH + I HO\/\NHQ
"0 R A~ NH;

° o -
sal de FOS %2 ato da _
20,15 gramas C_j etanolamina monoetanolamina

13,0 gramas 11,82 gramas
H3-'N/\/ O\\ /O\/\
(\)\ o o~ NH,

_O/P\ O

O H sal de FBEA

Y 4,44 gramas
mistur (100:70) “NH;

as
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Instituto
de Quimica

Campinas, 18 d ir 2016

Eu, Luiz Carlos Dias, CPF numero 547.239.229-20, RG nimero 1.502. do no CRQ IV
Regido com o numero 04162362, Professor Titular ativo nivel MS-6 itito de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), com a matricula nu §75-5, declaro para os
devidos fins, que as trés amostras cientificas que transport AO INFLAMAVEIS, NEM
PERIGOSAS, SAO NAO-BIOLOGICAS, NAO-INFECCIOSAS _E -RADIOATIVAS. Estas amostras
cientificas, MAD 1311 (FOS) (6,05 gramas), MAD1314 ) ( gramas) e MEA (11,82 gramas),
estao sendo transportadas para fins de testes no Cl no Centro de Inovacao e Ensaios Pré-clinicos
(CIEnP, http://www.cienp.org.br/), da Universidade eral de Santa Catarina, em Floriandpolis,
coordenado pelo Professor Titular Jodo Batista % no ambito de projeto de pesquisa cientifica
colaborativo entre o laboratodrio de pesqui NICAMP, que coordeno e o Instituto Nacional
de Ciéncia e Tecnologia de Farmacos edicamentos (INCT-INOFAR), em projeto financiado pelo
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e ao (MCTI).

tenciosamente,

’
~ - 2 ( ,)‘
Lyiz/Carlos Dias
Professor Titular
UNICAMP
2 Ca\v\os D\as
; MP ;

Prof. Luiz Carlos Dias
Professor Titular, MS-6 (Matricula: 24575-5)
Instituto de Quimica - Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
C.P. 6154 - CEP: 13084-971 - Campinas - SP - Brasil
FAX: (0xx)-19-3521-3023, fone: (0xx)-19-3521-3097
e-mail: ldias@igm.unicamp.br
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DECLARACAO DE RECEBIMENTO Q\/E
Eu, Jo&o Batista Calixto, Diretor do Centro de Inova %: Preé-clinicos - CIEnP,
abgix

declaro para devidos fins que recebi os frascos jsta 0, obtidos no Instituto de
Quimica - UNICAMP, sob os auspicios do INC OFAR devidamente lacrados e em

condi¢bes apropriadas para andlise. Q

- Frasco 1 - Lot: MAD1314(FBEA) 016 — 4,449
- Frasco 2 - Lot: MAD1311(FQ 8. 016 — 6,05g
- Frasco 3 — MEA — Nuclegf — Rgdeslliada — Dez 2015 — 1182¢
| %\
&Q’/ o (it 7§ Jod | 26
" Diretor
Jodo Batista Calixto Data

Q-

Diretor - cignp

v
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Eu, Luiz Carlos Dias, CPF numero 547.239.229-20, RG numero 1.502.
Regido com o numero 04162362, Professor Titular ativo nivel MS-

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), com a matricula n 4575-5, declaro para os
devidos fins, que recebi no dia 18 de fevereiro de 2016, u contendo 69,4 gramas de
FOSFOETANOLAMINA, marca Sigma-Aldrich, CAS 1071-2 M 141,06 g/mol, Sigma-Aldrich PCode
101677816, codigo de catadlogo P0-503, lote # proveniente do Laboratorio de
Avaliagdo e Sintese de Substdncias Bioativas (LASSBi iversidade Federal do Rio de Janeiro,
no Rio de Janeiro-UFRJ, coordenado pelo Profes ar Eliezer Barreiro, no ambito do projeto de

@gistrado no CRQ IV
uto de Quimica da

pesquisa cientifica colaborativo entre o Laborago e Quimica Orgénica Sintética-LQOS, no 1Q-
UNICAMP, que coordeno e o Institlito ional de Ciéncia e Tecnologia de Fdrmacos e
Medicamentos (INCT-INOFAR), e jeto financiado pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e

Inovagao (MCTI).

Atenciosamente,

'Q® hu(ileo i

Luiz Carlos Dias
Proféssor Titular
UNICAMP

Prof. Luiz Carlos Dias
Professor Titular, MS-6 (Matricula: 24575-5)
Instituto de Quimica - Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
C.P. 65154 - CEP: 13084-971 - Campinas - SP - Brasil
FAX: (Oxx)-19-3521-3023, fone: (Oxx)-13-3521-3097
E-mail: |dias@iem.unicamp.br
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