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RESUMO
O minoxidil é um farmaco vasodilatador amplamente utilizado no tratamento da queda capilar,

cuja estrutura quimica em solucdo ainda apresenta aspectos pouco explorados, com possivel
impacto na interpretacéo espectral e na quantificagéo do ativo em formulagdes farmacéuticas. Este
trabalho teve como objetivo investigar caracteristicas estruturais do minoxidil em solucéo por meio
da espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de tH e 13C. Inicialmente, foram
realizados testes de solubilidade em diferentes solventes, sendo o metanol tetradeuterado (CD30OD-
ds) 0 meio que apresentou melhor desempenho para a analise. Nos experimentos conduzidos em
CDs0OD-d4, observou-se reducdo seletiva da integral do hidrogénio aromatico ao longo do tempo,
com maior intensidade a 25 °C do que a 5 °C, além do surgimento progressivo de um tripleto nos
espectros de RMN de 13C, compativel com o acoplamento C-D. Em contraste, nos experimentos
realizados em dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-ds), a proporcéo entre as integrais dos sinais
de RMN de *H permaneceu estavel durante aproximadamente 59 h, e os espectros de RMN de 3C
ndo apresentaram o surgimento do tripleto nem outras alteracbes relevantes. Em conjunto, os
resultados indicam que o comportamento do minoxidil em solucdo é fortemente dependente do
solvente e da temperatura, sendo compativeis com a ocorréncia de tautomerismo imina-enamina e
exchange H/D em solvente prético deuterado, fornecendo subsidios para interpretacfes estruturais
mais consistentes e para o desenvolvimento de metodologias analiticas aplicadas ao controle de

qualidade e a quantificacao desse farmaco.

Palavras-chave: Minoxidil; RMN; tautomerismo.



ABSTRACT
Minoxidil is a vasodilator drug widely used in the treatment of hair loss, whose chemical structure

in solution still presents poorly explored aspects, with possible impact on spectral interpretation
and on the quantification of the active compound in pharmaceutical formulations. This study aimed
to investigate structural characteristics of minoxidil in solution by means of *H and *C Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy. Initially, solubility tests were performed in different
solvents, with tetradeuterated methanol (CDsOD-ds) being the medium that showed the best
performance for the analysis. In the experiments conducted in CDsOD-ds, a selective reduction in
the integral of the aromatic hydrogen was observed over time, with greater intensity at 25 °C than
at 5 °C; Additionally, the progressive emergence of a triplet in the 3C NMR spectra, compatible
with C-D coupling was observed. In contrast, in the experiments performed in hexadeuterated
dimethyl sulfoxide (DMSO-ds), the proportion between the integrals of the *H NMR signals
remained stable for approximately 59 h, and the 3C NMR spectra did not show the emergence of
the triplet or other relevant changes. Taken together, the results indicate that the behavior of
minoxidil in solution is strongly dependent on the solvent and temperature, being compatible with
the occurrence of imine-enamine tautomerism and H/D exchange in a deuterated protic solvent,
providing support for more consistent structural interpretations and for the development of

analytical methodologies applied to quality control and quantification of this drug.

Keywords: Minoxidil; NMR; tautomerism.



1. Introducgéo

Minoxidil, cuja nomenclatura quimica é 2,4-diamino-6-piperidin-pirimidina-3-N-6xido
(Eisavi et al., 2019), é um farmaco vasodilatador inicialmente desenvolvido para o tratamento de
hipertensdo e que ganhou destaque apds a observacédo da hipertricose como efeito adverso, o que
motivou sua adog¢do como alternativa terapéutica para a queda de cabelo (Frydrych; Jurowski,
2024). Quanto ao mecanismo de acdo, Bertoli et al. (2020, p. 3) descrevem que se trata de um
“agente vasodilatador por estimular a abertura de canais de potassio, prolongando a fase anagena
e estimulando a angiogénese ao redor do foliculo piloso”. Atualmente, o minoxidil figura entre os
medicamentos tdpicos mais empregados no combate a calvicie, em funcdo da sua eficacia na
promocao de regeneracdo capilar (Tamashunas; Bergfeld, 2021). Entre seus analogos estruturais,
destaca-se o kopexil (2,4-diaminopirimidina-3-N-6xido), que se difere do minoxidil pela auséncia
do anel piperidina ligado ao C-6 e também vem sendo utilizado no tratamento da queda capilar
(Mfuh; Larionov, 2015).

O fortalecimento de mecanismos regulatorios e de controle de qualidade de produtos, é
imprescindivel, sobretudo no cenario de itens ndo regulamentados ou potencialmente adulterados.
Conforme destacam Nogueira e Vecina Neto (2011, p. 118), “a falsificagdo de medicamentos
representa um grave problema de saude publica, podendo levar a ineficacia terapéutica, resisténcia
a antibioticos, intoxicagdes, agravamento da doenca e, em casos extremos, a morte”. Além disso,
estudos indicam que a adog¢do rigorosa de praticas de controle de qualidade ndo apenas garante a
integridade do produto, como também adiciona valor cientifico ao processo produtivo, gerando
confianca tanto para consumidores quanto para as autoridades reguladoras (Nascimento; Santos;
Quintilio, 2022).

Para essa finalidade, podem ser empregadas diferentes abordagens analiticas, incluindo
métodos cromatograficos, como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Cromatografia
Gasosa, tecnicas espectroscopicas, como UV-vis e infravermelho, espectrometria de massas e
ensaios fisico-quimicos voltados a avaliacdo de caracteristicas como pH, solubilidade, aspecto e
estabilidade. Nesse contexto, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) destaca-se como técnica
central para a investigagdo estrutural de farmacos em solucéo, pois permite avaliar deslocamentos

quimicos, integrais, acoplamentos e alteracdes espectrais associadas ao ambiente molecular.
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Em espectroscopia de RMN de !H, a integracdo é amplamente utilizada porque, em
principio, a area de uma ressonancia é proporcional ao nimero relativo de nicleos que a originam,
permitindo estimar a contagem relativa de *H em uma mesma molécula a partir das razdes entre as
integrais (Claridge, 2009). Além disso, técnicas complementares de RMN, como 0s experimentos
bidimensionais, também podem contribuir para o entendimento estrutural da molécula, que podem

(ou ndo) impactar na proporcao relativa dos sinais a partir das integrais.

A investigacdo das formas tautoméricas de uma molécula mostra-se fundamental, como
evidenciado por Claramunt et al. (2006, p. 170), ao mencionar o “fracasso de Pauling em chegar
antes de Crick e Watson a estrutura do DNA devido ao uso de tautdmeros incorretos das bases”.
Tal episadio ressalta como a compreensao inadequada do tautomerismo pode interferir diretamente
na andlise e quantificacdo de compostos em produtos farmacéuticos, comprometendo a precisao de
métodos analiticos, como a RMN, e, consequentemente, a confiabilidade dos resultados obtidos.

O tautomerismo imina-enamina consiste em um equilibrio entre uma forma imina (com
ligacdo dupla C=N) e uma forma enamina (uma amina insaturada com dupla ligacdo C=C ligada

ao nitrogénio), semelhante ao classico tautomerismo ceto-endlico (Arteche et al., 2020).

Por outro lado, a solubilidade do minoxidil € um ponto limitante tanto para formulacdo
quanto para analise, uma vez que o farmaco apresenta baixa solubilidade em &gua e comportamento
fortemente dependente do meio (Yan et al., 2011; Pirhayati et al., 2019). Na prética, essa
dependéncia do solvente pode impactar a reprodutibilidade em métodos analiticos que dependem
de solucdo homogénea (Claridge, 2009, p. 59). Diante desse comportamento, os testes de
solubilidade tornam-se etapa indispensavel ao controle analitico, pois permitem identificar o
solvente ou sistema cossolvente mais adequado para garantir dissolugdo completa do analito e
reprodutibilidade dos métodos.

Em funcdo da relevancia do minoxidil, amostras de medicamentos rotulados como
minoxidil a 5%, porém sem 0s registros necessarios de controle de qualidade ou a devida
autorizagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), apreendidas pela Policia
Federal, foram recebidas pelo nosso laboratério (Laboratorio de Bioensaios e RMN Aplicada)
BioSpectra- INQUI/UFMS com o objetivo de realizar a identificacdo e quantificagdo do minoxidil

por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). No entanto, os desafios
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encontrados na elucidacdo estrutural apontaram para a necessidade de uma investigagdo mais

aprofundada a respeito da estrutura quimica dessa molécula.

A investigacao aprofundada das caracteristicas estruturais deste farmaco, além de envolver
avangos na compreensdo do tautomerismo para esta molécula, ainda ndo descrito na literatura, até
0 momento, sera de grande valia para estudos futuros relacionados a quantificacao deste principio
ativo por RMN em formulag6es farmacéuticas. A hipotese deste estudo é que o minoxidil apresenta
equilibrio imina-enamina detectavel por RMN em solventes proticos, associado a troca H/D
dependente da temperatura.

2. Reviséo de Literatura

Na técnica DOSY, a atenuacdo da intensidade dos sinais sob diferentes gradientes de campo
permite estimar coeficientes de difusdo. No experimento de DOSY, os sinais sdo organizados em
uma representacdo bidimensional, com uma dimensdo correspondente ao deslocamento quimico e
outra ao coeficiente de difuséo (Claridge, 2009). Dessa forma, 0s sinais pertencentes a uma mesma
molécula tendem a aparecer em uma mesma faixa de difusdo, o que torna o DOSY uma técnica Util

para a analise de misturas contendo espécies quimicas de diferentes tamanhos.

Em formulagbes contendo D-cicloserina, Makuc et al. (2020) demonstraram que o
experimento DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy) permitiu separar sinais da substancia ativa,
de seu dimero e de produtos de degradacao, inclusive possibilitando a identificacdo e quantificacao
do dimero de cicloserina, o que ndo foi adequadamente alcancado pelo método farmacopéico por
HPLC-UV. Este resultado ressalta que o experimento DOSY pode atuar como uma estratégia
eficiente quando ha necessidade de verificar se 0s sinais observados pertencem ao composto
principal ou se resultam da presenga de componentes adicionais, impurezas ou produtos de

degradacéo.

Por outro lado, o fenébmeno do tautomerismo tem sido abordado em diversos trabalhos,
dada sua relevancia na Quimica, especialmente em compostos nitrogenados, e seus impactos na

interpretagdo estrutural das moléculas.
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Um exemplo experimental concreto do uso de espectros de RMN de *H e 3C na detecgéo
de tautomerismo é dado por Arnone et al. (1993). Neste estudo, os autores investigaram o
tautomerismo ceto—endlico em compostos perilenodionas naturais por meio de espectros de RMN
de H e 13C, no qual observaram que duas formas tautoméricas coexistiam em equilibrio rapido nas
solugdes testadas, e cada tautdbmero apresentou sinais distintos nos espectros de RMN de 'H e 13C,
o equilibrio tautomérico proposto foi representado na figura 1 (1). Por exemplo, foi possivel
reconhecer e quantificar as duas formas a partir de sinais separados de hidrogénios do grupo OH e
dos carbonos adjacentes, bem como através de constantes de acoplamento especificas entre o
hidrogénio da hidroxila e o carbono ligado a ele, evidenciando diretamente a presenca de ambas as
estruturas tautoméricas em equilibrio. Esses resultados experimentais, encontrados por Arnone et
al. (1993) confirmam que a RMN de *H e 3C é capaz de detectar tautdmeros em solugdo, quando
0s nucleos apresentam deslocamentos quimicos sensiveis as variacdes estruturais e eletrénicas de

cada forma molecular.

Semenov et al. (2015) investigaram por espectroscopia de RMN de °N e calculos DFT um
sistema 1,4-diazepinico fluorado e constataram que, em solucdo, o equilibrio, destacado pela figura
1 (2), encontra-se quase completamente deslocado para o tautdmero imino, em ambos os solventes,
baseado nos dados dos espectros de RMN de *H e **C obtidos pelos autores. Este resultado é
coerente com predicdes tedricas de deslocamentos quimicos e energias de formacdo para as
moléculas deste estudo. Em solucgdo, a constante dielétrica do solvente pode deslocar o equilibrio,
motivo pelo qual a aquisicdo em solventes distintos, por exemplo, CDCls e DMSO-ds, utilizados

no estudo, é informativa (Semenov et al., 2015).

Em compostos heterociclicos aromaticos, a situacdo é fortemente influenciada pela
conjugacao eletrdnica. Nanubolu et al. (2014) conduziram um extenso levantamento de estruturas
cristalinas contendo subunidades imidazolicas/imidazolidinicas capazes de tautomerismo
amino/imino, incluindo o farmaco moxonidina, para avaliar padrdes estruturais que favorecem uma
forma ou outra. A anélise, pelo autor, de 180 estruturas disponiveis no Cambridge Structural
Database revelou a tendéncia de quando a dupla ligagdo conjugada pode se estender pelo anel
heterociclico (isto é, em direcdo ao nitrogénio endociclico), a forma amino e fortemente
estabilizada, sendo observada em cerca de 98% dos casos; inversamente, quando a conjugacgao

ocorre principalmente em dire¢do ao nitrogénio exociclico, a forma imino torna-se preferencial,
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surgindo em cerca de 93% das estruturas analisadas, assim como representado esquematicamente
na figura 1 (4). Esses achados evidenciam que a aromaticidade e a deslocalizagdo eletronica

desempenham papel importante no equilibrio tautomérico.

Complementarmente, Puszko et al. (2013) investigaram N-0xidos de piridina substituidos
e mostraram que os deslocamentos quimicos de "N sdo altamente especificos tanto para o efeito
de substituintes quanto para a deteccdo de balancos tautdmeros, evidenciando como variagdes

estruturais influenciam diretamente o ambiente eletrénico dos nucleos de nitrogénio.

De modo similar, Bahadoor et al. (2022) investigaram o tautomerismo e a isomerizagao
conformacional do 4-deoxynivalenol (DON) por RMN quantitativa, o equilibrio tautomérico
proposto pelos autores esta representado na figura 1 (3), além disso, observaram que a extensdo e
0 tipo desses processos variam conforme o solvente empregado, produzindo diferentes padrdes de
sinais nos espectros. Os autores relatam que um mesmo hidrogénio pode originar multiplos sinais,
dependendo do isdmero ou tautbmero ao qual pertence, e que a identificacdo incompleta desses
sinais pode levar a subestimacdo da integral em analises por gNMR. Da mesma forma, Laurella et
al. (2017) ressaltam que um dos fatores que podem influenciar a estabilizacdo ou desestabilizacdo
dos tautbmeros é a temperatura, assim como a presenca de substituintes, solventes e interacoes

quimicas no sistema.
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Figura 1- Representacdo esquematica dos equilibrios tautoméricos descritos pelos estudos de Arnone et al. (1993) (1),
Semenov et al. (2015) (2), Bahadoor et al. (2022) (3) e Nanubolu et al. (2014) (4), citados.

Embora bem documentado em compostos analogos estruturalmente ao minoxidil, como em
Mfuh e Larionov (2015), Puszko et al. (2013), Nanubolu et al. (2014), entre outros, o tautomerismo
é, ainda, inexplorado no contexto desta substancia. Diante disso, torna-se relevante investigar e
confirmar a ocorréncia (ou nao) do tautomerismo imina-enamina no minoxidil, o que contribuira

para um entendimento mais profundo de sua quimica estrutural e reatividade.

Visto que, em geral, o tautbmero favorecido é aquele de menor energia global e maior
deslocalizacdo eletronica, acredita-se que o equilibrio esteja deslocado para a forma mais
conjugada e aromaticamente estavel, ou seja, a forma enamina, assim como foi observado em um
dos casos estudados por Nanubolu et al. (2014, p. 1), no qual, experimentalmente, “o tautdmero
amino é estabilizado com 98,1% de ocorréncia, porque as liga¢bes duplas participam de conjugacéo
em direg@o a nitrogénios endociclicos”. Assim, a estrutura predominante seria representada como
na Figura 2, baseada na representacdo estrutural em outros artigos na literatura, como Gorecki
(1988).

(@) (b)

3Y
4 L 2

NH, NH, O

Figura 2- Representacdo das moléculas de minoxidil base (a) e minoxidil sulfato (b), com numeracéo destacada em

vermelho.

O uso da RMN de *H e 13C é fundamental para a detec¢éo de tautdmeros em solucdo, dado

que os deslocamentos quimicos dos nucleos sdo sensiveis a mudangcas no ambiente eletronico
15



(Huang et al., 2007). Além disso, quando o experimento é configurado de forma apropriada, a area
da integral de cada sinal é proporcional ao nimero relativo de nucleos que a originam, de modo
que as razbes entre integrais de sinais da mesma molécula informam a contagem de ndcleos
associados a cada pico (Claridge, 2009; Mitchell; Costisella, 2007). Dessa maneira, este estudo
visa investigar a existéncia do tautomerismo imina-enamina no minoxidil, utilizando RMN para

caracterizagdo das diferentes formas tautoméricas dessa molécula.

Em relacdo a solubilidade do minoxidil, no estudo de Yan et al. (2011), a solubilidade do
minoxidil em metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol e agua foi medida pelo método
gravimétrico na faixa de temperatura de 278,15 a 333,15 K. Em seguida, os autores relatam que, a
uma mesma temperatura, a solubilidade em fracdo molar decresce na ordem: metanol > 1-propanol
> 1-butanol > etanol > 2-propanol > &gua, fornecendo uma ordem comparativa direta entre o0s

solventes avaliados.

A partir das consideragfes apresentadas, para 0 minoxidil, pode-se inferir que fatores
semelhantes influenciem seu tautomerismo. Nesse cenario, uma estratégia sistematica que
relacione solvente, temperatura e janela temporal permitira distinguir se 0 minoxidil apresenta duas
formas detectaveis em solucdo ou se permanece majoritariamente em uma Unica espécie,
fornecendo dados espectrais reprodutiveis para cada condicdo. O desfecho dessa analise estabelece
0 quadro de referéncia para interpretacdes estruturais consistentes e orienta escolhas analiticas

futuras em controle de qualidade e quantificacdo deste principio ativo.

3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Empregar a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para a identificacdo e a
caracterizacdo de possiveis estruturas decorrentes do equilibrio tautomérico imina-enamina do
minoxidil, bem como avaliar o fenémeno de troca hidrogénio-deutério (exchange H/D) na presenca

de solvente protico deuterado, como o metanol tetradeuterado (CDsOD-d4).
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3.2 Objetivos especificos

 Observar, por meio dos espectros de RMN de *H e 13C, as varia¢es nos deslocamentos
quimicos, valores de integral dos sinais e nos padrdes de acoplamento que possam indicar

a presenca de formas tautoméricas do minoxidil;

* Investigar a ocorréncia do fenémeno de troca hidrogénio-deutério (exchange H/D),
favorecido pelo uso de solvente prético como o metanol tetradeuterado (CD3OD-ds) em

relacdo ao uso de um solvente aprético como 0 DMSO-ds;

* Correlacionar o deslocamento do equilibrio tautomérico com parametros experimentais,

como variacao de temperatura, solvente utilizado e tempo ap6s o preparo da solucéo;

4. Materiais e Métodos

Foram realizadas analises espectroscépicas de RMN para identificar alteracdes estruturais
da substancia em diferentes condicdes experimentais. Embora os dados obtidos sejam tratados
comparativamente, o delineamento foi baseado em interpretacdo espectral qualitativa, observacédo
de sinais caracteristicos e comparacdo de perfis espectrais entre condi¢des previamente
estabelecidas.

Considerando que, nas condi¢Oes avaliadas neste estudo, as observagdes experimentais em
relacdo a solubilidade, ao perfil espectral de RMN, ao tautomerismo imina-enamina e ao fendmeno
de troca hidrogénio-deutério (exchange H/D) mostraram-se equivalentes para o minoxidil base e
para o sulfato de minoxidil, os experimentos foram conduzidos de acordo com a disponibilidade
dos materiais ao longo do desenvolvimento da pesquisa. Assim, a escolha entre essas formas néo
comprometeu a interpretacdo qualitativa dos resultados obtidos, uma vez que ndo foram verificadas
diferengas relevantes, nas condigdes investigadas, que justificassem distingdo metodoldgica entre

elas.

A preparacdo das amostras foi realizada por meio da solubilizagédo de 10mg do material
(minoxidil base e sulfato) em solventes deuterados (descritos abaixo). Foram monitorados a area
do sinal do hidrogénio aromatico, o acoplamento C/D e o aparecimento ou desaparecimento de

sinais caracteristicos.

17



Para o teste de solubilidade do minoxidil, foram testados os solventes metanol
tetradeuterado (CD3OD-d4), dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-ds), &gua deuterada (D20), a
mistura etanol + propilenoglicol e acetona hexadeuterada, com avaliacdo qualitativa baseada na
presenca de dissolucdo completa ou de material ndo dissolvido apds o contato do farmaco com

cada meio.

Para a realizacdo deste trabalho, 10 mg de amostra padrdo de minoxidil base e sulfato,
adquiridas em farmacia de manipulagdo local, foram solubilizadas em 600 pL de CD3OD-ds,
formando uma solugdo 1,67% (m/v). Duas solucbes de minoxidil 1,67% (m/v) foram recém-
preparadas para analises de RMN as temperaturas de 5 e 25 °C, respectivamente. Os experimentos
foram conduzidos no Laboratorio Multiusuario de RMN da UFMS (LabRMN/UFMS) através da
aquisicio de espectros de RMN de *H e 13C, utilizando-se o espectrémetro Bruker Avance NEO
500, de 11,75T, operando a 500 MHz e 125 MHz para a frequéncia dos ncleos de 'H e **C,

respectivamente.

Em ambas as temperaturas foram realizadas aproximadamente 59 horas de aquisicdo de
experimentos de RMN consecutivos, intercalados entre um experimento de RMN de *H, com
duracéo de 4 min e 44 segundos, e um experimento de RMN de 3C, com duracéo de 5h 52min e
10 s, cada. Os espectros de RMN de tH foram adquiridos utilizando-se os seguintes pardmetros de
aquisicdo: sequéncia de pulso zg30, ns de 64; AQ de 3,28 s e TD de 65K. Ja os espectros de RMN
de *3C foram adquiridos utilizando a sequéncia de pulso zgpg30, ns de 10K; AQ de 1,0 s; e TD de
64K.

Adicionalmente, para avaliar o comportamento do minoxidil em um solvente aprotico, 10
mg de amostra padrdo de minoxidil sulfato, adquirida em farmacia de manipulacédo local, foram
adicionadas a 600 pL de dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds). Em razdo da solidificacdo do
DMSO em baixas temperaturas e da solubilidade apenas parcial do minoxidil nesse solvente, a
amostra foi submetida a filtracdo e apenas o sobrenadante foi utilizado para as analises. A amostra
recém-preparada foi entdo destinada as analises de RMN a temperatura de 25 °C. Os experimentos
de RMN de *H e 13C foram adquiridos nas mesmas condi¢fes descritas acima.
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Experimentos bidimensionais de RMN (HSQC, HMBC, COSY, TOCSY e JRes) foram
adquiridos para contribuir com o assinalamento dos dados espectrais de RMN para a estrutura do

minoxidil.

Como andlise complementar aos espectros de RMN unidimensionais, foi realizado o
experimento DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy), com o objetivo de verificar se os sinais
atribuidos ao minoxidil apresentavam coeficientes de difusdo compativeis com uma tnica molécula
integra em solucdo. O experimento foi adquirido para o nicleo de 'H, utilizando os seguintes
parametros: Sequéncia de pulso ledbpgppr2s; TD de 16K para f2 e 16 para f1; ns igual a 4; AQ de
1,39 s para f2 e 0,0032 s para f1; D16 de 0,1 ms; D20 de 200 ms; D21 de 50 ms; P30 de 1 ms; P19
de 1,1 ms.

Ap0bs a aquisicio e processamento dos espectros de RMN de *H e *C foi medida a integral
dos sinais do hidrogénio aromatico (65,40) a fim de comparar a propor¢do com 0s demais sinais de
hidrogénio da molécula ao longo dos experimentos. No experimento de RMN de *C foram
comparados 0s experimentos ao longo do tempo e em duas temperaturas (5 e 25°C) para avaliar o
surgimento de um tripleto largo com trés picos de intensidade relativa 1:1:1, correspondente ao **C

acoplado ao 2H (acoplamento C-D), ou seja, 2nl+1 (Beatriz; Lacerda Janior, 2018).

5. Resultados e Discusséo

Durante os testes de solubilidade, observou-se que o minoxidil se apresentou solGvel em
metanol deuterado, enquanto exibiu baixa solubilidade em dimetilsulfoxido hexadeuterado e em
agua deuterada, assim como na mistura etanol + propilenoglicol, e foi considerado praticamente
insollvel em acetona hexadeuterada. Esses resultados serviram para orientar a selecdo do solvente
e os cuidados de preparo das amostras utilizadas nas anéalises subsequentes, priorizando condigdes

que garantissem uma fase liquida homogénea para aquisi¢ao espectral.

Tabela 1- Teste de solubilidade do minoxidil base e sulfato.

CD30OD-d4 Solavel

DMSO-ds Baixa
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Agua deuterada (D20) Baixa
Etanol + Propilenoglicol Baixa

Acetona-ds Praticamente insoltvel

Como base para assinalamento da estrutura, foram necessarias consultas em bases de dados
como NMRdb, além da literatura, onde sdo encontrados os deslocamentos quimicos teoricos e
experimentais, porém sem a distingdo entre as moléculas de minoxidil sulfato e base, como em
Gorecki (1988). Além disso, as técnicas de RMN 1D aplicadas no presente estudo, durante o
assinalamento da molécula, forneceram dados como deslocamento quimico e a integral do sinal e
a proporcao inconsistente entre 0 nimero esperado de nucleos de hidrogénio e a integral do
respectivo sinal. Os assinalamentos espectrais realizados para as moléculas de minoxidil base e

sulfato estdo apresentados abaixo e corroborados pelas Tabelas 2 e 3.

€Y (b)
1,66
(242)

1,56
3251

Figura 3- Representagdo da molécula de minoxidil base (a) e sulfato (b), com os deslocamentos quimicos (&) dos
sinais de RMN de 'H e '3C (entre parénteses) descritos em azul, além da numeragdo da molécula em vermelho. Os

dados foram obtidos no presente trabalho.

Tabela 2- Assinalamento da molécula de minoxidil base, em solucdo de metanol tetradeuterado, a partir dos

experimentos de RMN de 'H, *C e bidimensionais (11,75T). Os dados foram obtidos no presente trabalho.
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Assinalamento  §'H (ppm) 8B3C TOCSY HSQC HMBC Literatura
S 3'H (513C)
(multiplicidade)? (ppm)
S (ppm)
3 1,52-1,59 (m) 251  1,56;3,49 251  242;451 1,66;3,49 1,48 (24,8)"
e 1,63-1,70 (m) 242  1,56;3,49 242  25,1;45,1 1,56 1,55 (24,0)
2 3,43-3,56 (m) 451  1,56;3,49 451 242:451; 1,56 3,38 (44,9)
156,6
5 5,40 (s) 72,7 - 72,7 45,1, 72,7, - 5,36 (73,2)°
153,8
2 - 152,2 - - - - 151,7"
4 - 153,8 - - - - 152,9"
6 - 156,6 - - - - 153,9

* m= multipleto; s= simpleto.

b Dados reportados por Gorecki (1988), obtidos em DMSO-dg.

Tabela 3- Assinalamento da molécula de minoxidil sulfato, em solu¢do de metanol tetradeuterado, a partir dos

experimentos de RMN de 'H, 13C e bidimensionais (11,75T). Os dados foram obtidos no presente trabalho.

Assinalamento §'H (ppm) dBC TOCSY HSQC HMBC Literatura
S 8'H (8'3C)
(multiplicidade) (ppm)
- (PPM)
3 1,52-1,60 (m) 26,7 1,56;3,56 26,7  25,5;26,7,46,6 1,68;3,56 1,48 (24,8)
4 1,64-1,72 (m) 25,5 1,56;3,56 25,5 26,7; 46,6 1,56 1,55 (24,0)°
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3,52-3,60 (m) 46,6  1,56;3,56 46,6 25,5; 26,7, 1,56 3,38 (44,9)°

46,6; 159,7
5,38 (s) 73,4 - 73,4 73,4 155,2 - 5,36 (73,2)°
- 155,2 - - - - 151,7"
- 153,7 - - - - 152,9"
- 159,7 - - - - 153,9"

2 m= multipleto; s= simpleto

b Dados reportados por Gorecki (1988), obtidos em DMSO-de.

A analise por DOSY foi utilizada para avaliar se a reducdo da integral do sinal atribuido ao
hidrogénio aromatico (H-5) poderia estar relacionada a presenga de fragmentagdo molecular, com
eventual contribuig¢do proporcionalmente menor da por¢ao contendo o anel pirimidinico. Os sinais
pertencentes a mesma molécula integra tendem a apresentar coeficientes de difusdo compativeis,
como observado para a amostra no anexo A, favorecendo a interpretacdo de que esses sinais

pertencem a mesma entidade molecular em solugao.

Em relagdo aos espectros RMN de 'H, no experimento realizado a 5 °C, foi observada a
redugdo da area do sinal correspondente ao hidrogénio aromatico (6 5,40), conforme aumentou-se
o tempo decorrido desde o preparo da amostra. Diferentemente, a mesma propor¢ao da integral foi
obtida para os demais sinais dos hidrogénios, correspondente aos grupos CH>-4’ (3 1,66) e CH»-3’
(6 1,56) do anel piperidina, como pode ser observado nas Figuras 4 e 5, que representam o primeiro
espectro de RMN de 'H com a amostra recém-preparada e o ultimo espectro de RMN de 'H
realizado apds aproximadamente 2 dias de preparo da amostra (59 h), respectivamente. A propor¢ao
dos sinais correspondeu a uma reducdo da area do sinal do hidrogénio aromatico (8 5,40) de

aproximadamente 52%.
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5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
S olle
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Figura 4- Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD30D-ds4), com as integrais dos sinais dos hidrogénios 3°, 4’ ¢ 5 da
molécula de minoxidil base, evidenciados em vermelho, obtido a 5 °C, imediatamente apos o preparo da amostra. O

sinal do hidrogénio aromatico em o 5,40 esta expresso como integragao relativa para 1,000.

5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 ppm
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Figura 5- Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD30D-ds4), com as integrais dos sinais dos hidrogénios 3°, 4’ ¢ 5 da
molécula de minoxidil base, evidenciados em vermelho, obtido a 5 °C, aproximadamente 2 dias apés a preparagdo da

amostra. O sinal do hidrogénio aromatico em 6 5,40 da Figura 4 foi utilizado como integragao relativa para 1,000.

Jé& os experimentos realizados a 25 °C demonstraram comportamento similar, mas de forma
muito mais intensa, uma vez que a redugdo entre o valor das integrais dos sinais do hidrogénio
aromatico em o 5,4 foi de aproximadamente 78%, conforme avancado o tempo de preparo da
amostra, enquanto manteve-se uma similar propor¢ao dos hidrogénios metilénicos CH>-4’ (6 1,66)
e CH»-3" (6 1,56), com integrais correspondentes a aproximadamente 2 e 4, respectivamente

(Figuras 6 e 7).

J;JL. J L

T T T T T T T T

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 ppm

-

Figura 6- Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D-ds), obtido a 25 °C, imediatamente ap6s o preparo da amostra
com as integrais dos sinais dos hidrogénios 3°, 4’ ¢ 5 da molécula de minoxidil, evidenciados em vermelho. O sinal do

hidrogénio aromatico em J 5,40 est4 expresso como integracgao relativa para 1,000.
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Figura 7- Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD3;0D-d4), obtido a 25 °C, aproximadamente 2 dias ap6s a preparagio
da amostra, com as integrais dos sinais dos hidrogénios 3’, 4’ ¢ 5 da molécula de minoxidil base, evidenciadas em

vermelho. O sinal do hidrogénio aromatico em 6 5,40 da Figura 6 foi utilizado como integragao relativa para 1,000.

Esses resultados indicam que a modificagdo observada ocorreu de maneira seletiva para o
hidrogénio aromadtico e sugere que, em temperatura mais elevada, o equilibrio tautomérico se
encontra mais deslocado no sentido da forma imina. Além disso, os dados sdo consistentes com a
ocorréncia concomitante de troca hidrogénio/deutério (H/D) em solvente protico deuterado, como
CD30D-d4. A influéncia de solvente, temperatura e substituicdo sobre a posi¢do de equilibrios
tautoméricos em sistemas heterociclicos e andlogos ja foi amplamente descrita na literatura,
incluindo exemplos em que determinadas formas tautoméricas sdo favorecidas conforme o
contexto estrutural e o meio de andlise, como demonstram Claramunt et al. (2006), Kleinpeter et

al. (1997) e Se¢katova et al. (2004).

Nos espectros de RMN de °C, o tautomerismo e o exchange H/D sio marcados pelo
surgimento de um tripleto largo de propor¢ao 1:1:1 correspondente ao acoplamento C-D,
encontrado nas amostras solubilizadas em CD3OD-ds, em ambas as temperaturas conforme

variacoes do tempo de experimento, como € possivel observar na Figura 8.
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Figura 8- Espectros comparativos de RMN de '3C (125 MHz, CD;0D-d4), sendo (a) obtidos a 5 °C, e (b) a 25 °C,
realizados ao longo de, aproximadamente, 59 h, cujo surgimento progressivo do tripleto & 72,7, correspondente ao

carbono aromatico ligado ao deutério, ¢ observado em fung¢io do tempo decorrido de preparo da amostra.

Apesar de presente em ambos os experimentos, a concentracdo de moléculas que possuem
o acoplamento C-D ¢ expressivamente maior a 25 °C, apds 59 h de preparo de amostra, marcado
pelo surgimento do tripleto largo de propor¢do relativa 1:1:1. Tal observacao ¢ condizente com os
resultados obtidos a partir dos espectros de RMN de 'H, que corroboram uma maior diferenga na
propor¢do dos sinais com o aumento da temperatura, ou seja, condizente com o aumento do

deslocamento do equilibrio tautomérico para a forma imina em maiores temperaturas.

Em relagdo aos espectros de RMN de 'H, no experimento realizado em DMSO-ds (solvente
aproético) a 25 °C, observou-se que a propor¢ao entre as integrais das areas dos sinais permaneceu
estavel desde o inicio até o final do experimento, isto ¢, entre a amostra recém-preparada e a
amostra analisada apos aproximadamente 59 h de aquisi¢do, mantendo-se compativel com a
proporcao esperada para a molécula de minoxidil. Assim, diferentemente do comportamento
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observado em solvente protico deuterado, ndo foram verificadas variagdes sistematicas na razao
entre as integrais do hidrogénio aromatico (6 5,40) e dos hidrogénios metilénicos do anel piperidina
(CHz2-4’em 6 1,66 ¢ CH2-3" em 6 1,56), indicando que, nessas condi¢des, a amostra manteve perfil

de integracao consistente com a contagem relativa de nucleos prevista para a estrutura.

L ] _

T T T T T T T T
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Figura 9- Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg), obtido a 25 °C, imediatamente ap0s a preparagio da amostra,
com as integrais dos sinais dos hidrogénios 3°, 4’ ¢ 5 da molécula de minoxidil evidenciadas em vermelho. O sinal do

hidrogénio aromatico em & 5,40 estd expresso como integragao relativa para 1,000.
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Figura 10- Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds), obtido a 25 °C, aproximadamente, 2 dias ap0s a preparagdo

da amostra, com as integrais dos sinais dos hidrogénios 3°, 4’ ¢ 5 da molécula de minoxidil evidenciadas em vermelho.

O sinal do hidrogénio aromatico em & 5,40 da Figura 9 foi utilizado como integragdo relativa para 1,000.

Nos espectros de RMN de *C, obtidos em DMSO-ds ao longo de aproximadamente 59 h de
experimento, nao foi observado o surgimento do tripleto largo atribuido ao acoplamento C-D, nem
quaisquer outras alteracdes relevantes no perfil espectral ao longo do tempo. Os sinais de carbono
mantiveram-se estaveis quanto a posi¢ao e ao padrio observado, sem evidéncias de modificagdes
progressivas que indicassem ocorréncia de exchange H/D ou mudancas estruturais detectaveis nas
condicOes avaliadas. Esse comportamento € coerente com a estabilidade observada para a amostra

em solvente aprotico.
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Figura 11- Espectros comparativos de RMN de *C (125 MHz, DMSO-ds) a 25 °C, relativos ao sinal do carbono
aromatico C-5, sendo (a) obtido imediatamente apds a preparacdo da amostra, ¢ (b) realizado apds, aproximadamente,

2 dias.

Diante dos resultados de RMN, a hipdtese proposta para equilibrio entre os tautomeros
(Esquema 1) € que inicialmente, na amina primaria ligada a um anel pirimidinico (contribuinte de
ressonancia I, enamina), o par de elétrons ndo-ligantes do nitrogénio ¢ deslocalizado para o anel
aromatico, correspondente a um contribuinte de ressonancia que equivale a uma ligagdo « do tipo
N=C, gerando-se uma carga negativa no carbono orto a amina, no qual esta ligado ao hidrogénio

(contribuinte de ressonancia II). Esse contribuinte de ressonancia ¢ menos estavel.

No contribuinte de ressonincia II, o nitrogénio, agora parcialmente carregado
positivamente devido a ligagdo N=C, torna-se mais suscetivel a desprotonag¢do pelo metanol
tetradeuterado (CD30D-d4) presente no meio, ja que o oxigénio apresenta um par de elétrons livres
(estrutura III). A proxima etapa, o exchange H/D, leva a captura do cation de deutério do metanol
tetradeuterado protonado, pelo par de elétrons livres do nitrogénio e, por conseguinte, a formagao
de uma ligagdo N-D (estrutura I'V, a imina com exchange H/D). Em seguida, o carbono aromadtico,
que anteriormente sustentava a carga negativa, captura um cation de deutério (D) do metanol
tetradeuterado protonado. Posteriormente, o CD30OD-ds captura o proton do carbono aromatico

reestabelecendo a aromaticidade no anel (estrutura V).
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Com o restabelecimento da aromaticidade, a ligacdo m entre o nitrogénio e o anel ¢ desfeita,
e o par de elétrons retorna ao nitrogénio, retornando a amina a sua forma neutra, porém agora
mono-deuterada (estrutura V). Esta estrutura V novamente corresponde a um dos contribuintes de
ressonancia (contribuintes de ressonancia V e VI). Como o nitrogénio ainda possui um préton
remanescente (NH-D), uma segunda desprotonagdo promovida pelo CD3OD-ds pode ocorrer,
formando uma nova ligagdo © N=C, que captura outro D* de um metanol tetradeuterado protonado
(estrutura VI). Novamente, o carbono aromatico que sustentava a carga negativa captura um cation
de deutério (D") do metanol tetradeuterado protonado (estrutura VII) cujo CD30D-d4 captura o
cation de deutério do carbono aromatico reestabelecendo a aromaticidade no anel (estrutura VIII).
Essa etapa final gera o grupo ND-, restabelecendo a aromaticidade, novamente (estrutura IX,

novamente a enamina, mas com o exchange H/D).
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Esquema 1. Representacdo esquematica do tautomerismo imina-enamina do minoxidil, o qual ocorre juntamente com

a troca hidrogénio/deutério (exchange H/D) induzida pelo solvente prético deuterado (CD3OD-ds4, neste caso).

O produto final desse processo exibe dois atomos de deutério ligados ao nitrogénio (ND2) e um
deutério incorporado ao anel aromatico, comprovando a hipotese do exchange entre o hidrogénio
e o deutério da amostra e do solvente, decorrente do tautomerismo enamina-imina presente na

molécula de minoxidil Figura 12.
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Figura 12- Equilibrio tautomérico previsto para a molécula de minoxidil com exchange H/D, devido a presenca de

solvente proético deuterado.

Estes resultados sdo coerentes com a observacgao experimental do acoplamento C-D (tripleto 1:1:1
no espectro de RMN de '°C), com o deslocamento quimico altamente blindado para o carbono
aromatico C-5 e também com a reducdo na area do sinal de H-5 devido ao exchange H/D observado

em decorréncia do tautomerismo na molécula de minoxidil.

6. Concluséo
Com base nos resultados obtidos, este estudo mostrou que as caracteristicas estruturais do
minoxidil em solucdo sdo fortemente dependentes do solvente e da temperatura. Em metanol
tetradeuterado (CDsOD-d.), observou-se a reducdo seletiva da integral do hidrogénio aromatico ao
longo do tempo, com efeito mais pronunciado a 25 °C do que a 5 °C, enquanto os sinais dos
hidrogénios metilénicos do anel piperidina mantiveram propor¢fes compativeis com a estrutura.
De forma complementar, os espectros de RMN de 13C evidenciaram o surgimento progressivo de
um tripleto largo atribuido ao acoplamento C-D, refor¢ando que, em solvente protico deuterado, o
sistema e consistente com a ocorréncia concomitante de tautomerismo imina-enamina e troca
hidrogénio-deutério (exchange H/D).
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Em contraste, nos experimentos realizados em DMSO-ds, solvente aprotico, a proporgao
entre as integrais dos sinais de RMN de H permaneceu estavel ao longo de aproximadamente 59
h, mantendo a relacdo esperada para a molécula de minoxidil. Da mesma forma, os espectros de
RMN de 13C ndo apresentaram surgimento do tripleto atribuido ao acoplamento C—D nem outras
alteracdes relevantes no perfil espectral. Esses achados indicam que, nas condic¢des avaliadas, o
DMSO-ds nao favoreceu as mesmas transformagdes observadas em CDs;OD-d4, 0 que evidencia o
papel do meio na modulacao da troca H/D.

Além disso, os testes de solubilidade mostraram que o metanol deuterado foi o solvente
mais adequado entre os sistemas testados, enquanto DMSO-ds, agua deuterada e a mistura etanol
+ propilenoglicol apresentaram baixa solubilidade, e a acetona hexadeuterada se mostrou
praticamente insoltvel, confirmando a importancia da escolha do solvente para o preparo e a
interpretacdo analitica das amostras.

Dessa forma, os resultados obtidos contribuem para a compreenséo dos desafios estruturais
do minoxidil em solugéo e indicam que a interpretacdo espectral e a futura quantificacdo desse
farmaco por RMN devem considerar, de modo cuidadoso, os efeitos do solvente, da temperatura e
do tempo ap0s o preparo da amostra. O trabalho também oferece evidéncias experimentais Uteis
para o estabelecimento de condi¢es analiticas mais reprodutiveis, podendo servir de base para
estudos futuros voltados ao controle de qualidade, a caracterizacdo de amostras suspeitas e ao

aprimoramento de metodologias de quantificacdo do minoxidil em formulacdes farmacéuticas.
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ANEXO A - EXPERIMENTO DOSY

Figura 1- Experimento DOSY realizado pela Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, com os

sinais dos hidrogénios da molécula de minoxidil evidenciados por setas azuis, assim como seus

respectivos coeficientes de difusdo delimitados pela reta azul.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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