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 Resumo 

A epilepsia é uma doença neurológica crónica que afecta cerca de 50 milhões de 

pessoas em todo o mundo. Apesar do seu uso generalizado, os fármacos antiepilépticos 

(AEDs) estão associados a reacções idiossincráticas severas (IDRs) e potencialmente 

fatais. A carbamazepina (CBZ), um dos fármacos antiepilépticos mais utilizados 

mundialmente, e o seu derivado estrutural, oxcarbazepina (OXCBZ), são dois AEDs 

associados a reacções de hipersensibilidade graves e potenciais agentes carcinogénicos. 

Deste modo, a administração crónica destes fármacos potencialmente (geno)tóxicos, em 

especial a crianças, levanta questões quanto à sua relação risco/benefício.  

Muito embora os mecanismos envolvidos nas reacções adversas induzidas por estes 

dois AEDs não estejam totalmente esclarecidos, existem evidências que sugerem o 

envolvimento da bioactivação a metabolitos reactivos, capazes de reagir com 

biomacromoléculas formando adutos covalentes. Desta forma, a identificação e 

caracterização total dos adutos de excreção, como os mercapturatos ou conjugados com a 

glutationa, ou ainda dos adutos formados com biomacromoléculas modelo, como as 

proteínas do sangue, é de máxima importância dado que poderão ser utilizados como 

biomarcadores de exposição e/ou toxicidade da CBZ e OXCBZ. 

O trabalho desenvolvido envolveu várias abordagens in vitro, tendo como objectivos 

principais a síntese e a caracterização dos adutos covalentes padrão, formados entre 

bionucleófilos e estes AEDs (ou dos seus potenciais metabolitos reactivos), e o 

desenvolvimento das metodologias analíticas, baseadas na técnica de espectrometria de 

massa (MS), para os detectar em níveis expectáveis in vivo.  

Os metabolitos reactivos foram preparados por metodologias de síntese clássica ou 

gerados in situ, utilizando catalisadores biomiméticos ou sistemas metabolicamente 

competentes. A reactividade dos fármacos e dos seus metabolitos potencialmente tóxicos foi 

inicialmente avaliada na presença de aminoácidos modelo (ex. valinato de etilo ou Nα-acetil-

cisteína) e 2’-desoxinucleósidos. Foram identificados vários adutos covalentes, 

caracterizados por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa por ionização 

de electrospray (LC-ESI-MS) e, sempre que possível, por espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear (NMR). A reactividade destes metabolitos com biomacromoléculas (ex. 

DNA, albumina e hemoglobina humana) foi também avaliada. A utilização de técnicas 

baseadas na análise por espectrometria de massa de alta resolução (HRMS) permitiu 

identificar alguns adutos com proteínas do sangue.   

As metodologias utilizadas permitiram não só confirmar a probabilidade de 

envolvimento de alguns dos metabolitos na indução das reacções adversas associadas a 

estes fármacos como também abrir novos horizontes para mecanismos de toxicidade 
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alternativos, até agora nunca explorados. Efectivamente foi demonstrada, pela primeira vez, 

a ocorrência de reacção directa, sem necessidade de bioactivação, da CBZ ou da OXCBZ 

com bionucleófilos. A identificação e caracterização dos adutos covalentes resultantes 

destas vias são de uma importância crucial, uma vez que sugere que estes AEDs podem 

estar directamente envolvidos em mecanismos de toxicidade. No caso particular da reacção 

da CBZ com bionucleófilo de enxofre, os estudos mecanísticos desenvolvidos sugerem que 

estados de oxigenação intensa (hiperóxia) e de stress oxidativo poderão constituir condições 

de risco. De salientar que, nestas condições, a reactividade da CBZ com bionucleófilos é 

superior à reactividade do seu metabolito maioritário, que por ser electrófilo era até aqui 

considerado como um dos principais responsáveis pela toxicidade induzida por este AED. 

Este trabalho contribuiu não só para a preparação de novos adutos padrão mas 

também para o desenvolvimento de metodologias analíticas que poderão ser agora 

utilizados para monitorizar a formação destes adutos in vivo em doentes sob terapêutica 

com estes dois AEDs. Esta monitorização permitirá a determinação de potenciais relações 

entre a ocorrência (ou concentração) de adutos covalentes e a identificação de eventos 

tóxicos nestes doentes. Passa deste modo a estar disponível uma ferramenta 

potencialmente útil na identificação de factores de risco e na aplicação do conceito de 

medicina personalizada, contribuindo assim para a minimização dos efeitos adversos 

induzidos pelos dois AEDs estudados neste trabalho.  
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Summary 

Epilepsy is a chronic neurological disease that affects about 50 million people 

worldwide. Despite their widespread use, antiepileptic drugs (AEDs) are associated with 

severe and potentially fatal idiosyncratic reactions (IDRs). Carbamazepine (CBZ), one of the 

most used AEDs worldwide, and its structural derivative oxcarbazepine (OXCBZ), are two 

AEDs associated with serious hypersensitivity skin reactions and potential carcinogenic 

agents. Thus, chronic administration of these potentially (geno)toxic drugs, in particular to 

children, raises questions about the concomitant risk/benefit relationships. 

The mechanisms involved in the adverse reactions induced by these two AEDs are not 

fully understood. However, the involvement of bioactivation to reactive metabolites, capable 

of reacting with biomacromolecules and yield covalent adducts, has been consistently 

suggested. Thus, the identification and characterization of excretion adducts, such as 

mercapturates or glutathione conjugates, or of adducts formed with model 

biomacromolecules, such as blood proteins, is of the utmost importance since they can be 

used as biomarkers of exposure and/or toxicity to these AEDs.  

The work developed in this dissertation involved several in vitro approaches, whose 

main objectives were the synthesis and characterization of covalent adduct standards formed 

between bionucleophiles and these AEDs (or their potential reactive metabolites), and the 

development of analytical methodologies, based on mass spectrometry (MS), for their 

detection at levels expected in vivo. 

Reactive metabolites were prepared by classical synthetic methodologies or generated 

in situ using biomimetic catalysts or metabolically competent systems. The reactivity of the 

drugs and their potentially toxic metabolites was initially evaluated with model amino acids 

(eg. ethyl valinate or Nα-acetyl-cysteine) and 2´-deoxynucleosides. Several covalent adducts 

were identified and characterized by liquid chromatography coupled to electrospray 

ionization mass spectrometry (LC-ESI-MS) and, when possible, by nuclear magnetic 

resonance (NMR). The reactivity of these AEDs (and their reactive metabolites) with 

biomacromolecules (eg. human DNA, albumin and hemoglobin) was also evaluated. 

Moreover, the use of methodologies based on high resolution mass spectrometry (HRMS) 

allowed the identification of several adducts formed with blood proteins. 

The methodologies used in this work not only confirmed the probable involvement of 

some of the reactive metabolites in the onset of the adverse reactions associated to these 

drugs but also highlighted alternative toxicity mechanisms. Indeed, the direct reaction, with 

no need for bioactivation, of CBZ or OXCBZ with bionucleophiles has been demonstrated 

here for the first time. The identification and characterization of covalent adducts resulting 

from these pathways is of crucial importance since it suggests that these AEDs may be 
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directly involved in toxicity mechanisms. In the particular case of the CBZ reaction with 

sulfur-based bionucleophile, the mechanistic studies performed suggest that states of 

intense oxygenation (hyperoxia) and oxidative stress may constitute risk factors. It should be 

noted that, under these conditions, CBZ reacts more efficiently with thiol-based 

bionucleophiles than its major metabolite, which has been consistently suggested as one of 

the metabolites involved in the CBZ-toxicity. 

This work has contributed not only to the preparation of new adduct standards but also 

to the development of analytical methodologies which can now be used to monitor the 

formation of these adducts in vivo, in patients on therapy with these two AEDs. This will allow 

the determination of potential relationships between adduct formation (or concentration) and 

the occurrence of toxic events in these patients. These methodologies may become useful 

tools to identify risk factors and apply the personalized medicine concept in AED therapy, 

thereby contributing to the minimization of the adverse effects induced by CBZ and OXCBZ. 
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Qualquer substância capaz de produzir um efeito terapêutico pode também 

produzir uma reacção adversa. De acordo com a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), uma reacção adversa a um fármaco (ADR, da tradução do inglês adverse drug 

reaction) é definida como “qualquer efeito nocivo, não intencional e indesejado de um 

fármaco, observado nas doses terapêuticas habituais em seres humanos para fins 

terapêuticos, profiláticos ou de diagnóstico” [1].  

Embora exista um grande esforço no sentido de desenvolver fármacos 

totalmente seguros, as ADRs continuam a ser uma das maiores complicações dos 

programas de desenvolvimento de fármacos [2]. De tal modo que em Julho de 2012 

foram implementadas reformas no sistema regulatório de farmacovigilância Europeu. 

Este sistema foi orientado para a vigilância de pós-comercialização dos fármacos com 

o objectivo de melhorar a saúde pública na Europa, reduzindo o impacto das ADRs no 

doente [3]. Ainda assim, os dados epidemiológicos mais recentes indicam que, na 

Europa, aproximadamente 3.6 % de todas as admissões hospitalares estão 

relacionadas com ADRs e mais de 10 % dos doentes internados sofre de algum tipo 

de ADR durante o seu internamento. Além disso, a percentagem de hospitalizações 

associadas a ADRs que termina em fatalidades é de cerca de 0.5 % [4]. 

Sendo as ADRs uma causa de debilitação ou até mesmo mortalidade de 

pacientes por todo o mundo, estas reacções constituem um grande problema na 

escolha do fármaco a administrar. A crescente incidência das ADRs tem sido 

associada ao uso crónico de fármacos, como por exemplo a varfarina (1, Tabela I.1) 

[5], o paracetamol (PARA, 2, Tabela I.1,) [6] ou a nevirapina (NVP, 3, Tabela I.1). O 

facto de uma grande percentagem da população se encontrar actualmente em 

tratamento crónico, e por isso exposta por um longo período de tempo a um ou mais 

fármacos, torna as ADRs um tópico de interesse não só para a comunidade médica e 

científica mas também para a população em geral, não podendo ser negligenciado.  

O conhecimento da base molecular subjacente às ADRs permitirá não só 

desenvolver fármacos mais seguros mas também desenvolver ferramentas que 

possam conduzir à diminuição das ADRs, como a identificação de factores de risco, e 

estabelecer correlações de risco/benefício no seu uso.  

I.1. Reacções idiossincráticas de fármacos  

De uma maneira geral, as ADRs podem ser distinguidas de acordo com quatro 

categorias: A, B, C e D [7-9] (Tabela I.1). As reacções da categoria B ou reacções 

idiossincráticas, não são previsíveis nem apresentam uma relação dose-resposta. 

Embora raras, estas manifestações designadas por reacções idiossincráticas de 
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fármacos (IDRs da tradução do inglês idiosyncratic drug reactions), são consideradas 

as mais críticas devido à sua natureza imprevisível e podendo mesmo ser fatais. 

Embora os mecanismos envolvidos na origem das IDRs não sejam totalmente 

conhecidos, as manifestações clínicas estão muitas vezes associadas a reacções 

alérgicas ou de hipersensibilidade, o que sugere uma base imunológica [7, 10, 11]. 

Além disso, o facto de as IDRs estarem associadas a um número limitado de sub-

grupos da população sugere também que estes efeitos adversos estão relacionados 

com uma susceptibilidade individual. 
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Tabela I.1. Tipos de Reacções Adversas induzidas por Fármacos (ADRs)[7-9]. 

Tipo Toxicidade Incidência Exemplo 

D
e
p

e
n

d
e
n

te
s
 d

a
 d

o
s
e

 

A 

Manifestações previsíveis e 
conhecidas 

Aumento do efeito farmacológico 

Dose-dependentes 

Não mortais 

Ex.: hipotensão, hemorragias 

~80% 

(overdose) 

 

 

 

 

Id
io

s
s
in

c
rá

ti
c

a
s

 

B 

Manifestações não previsíveis  

Resposta imunológica 

Não dose-dependentes 

Causas desconhecidas 

Graves e potencialmente mortais 

Ex.: hepatoxicidade, reacções de 
hipersensibilidade  

Raras 

Susceptibilidade 
individual 

 

 

A
g

u
d

a
s

 

C 

Manifestações previsíveis 

Activadas pelo processo 
metabólico do fármaco 

Dose-dependentes 

Causas conhecidas  

Ex.: Hepatoxicidade 

Pouco Comuns  

 

C
ró

n
ic

a
s

 

D 

Dose-dependentes 

Relacionadas com o tempo de uso 

Ex.: Teratogénese e Carcinogénese 

Pouco Comuns 

Surgem após algum 
tempo do uso do 

medicamento  

 

I.1.1. Papel da bioactivação de fármacos na indução de reacções 

idiossincráticas 

O mecanismo exacto envolvido na indução das IDRs não é totalmente 

conhecido. No entanto, a maioria das hipóteses mecanísticas sugeridas até hoje 

envolve o sistema imunitário [10, 11]. A indução das IDRs está também associada à 

activação metabólica ou bioactivação do fármaco a metabolitos (electrófilos) que 
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poderão reagir com bionucleófilos dando origem a adutos covalentes. O conceito de 

bioactivação do fármaco, que por ligação covalente com macromoléculas induz algum 

tipo de toxicidade, foi a base dos trabalhos de vários autores, como modelo explicativo 

da indução da carcinogenicidade por exposição a agentes químicos [12]. A extensão 

deste conceito para a hepatotoxiciade induzida por fármacos foi conseguida com os 

estudos realizados nas décadas de 70 e 80, nomeadamente com o PARA (2). Deste 

modo, a bioactivação é considerada a maior causa de toxicidade induzida por 

fármacos e é actualmente aceite que a formação de ligações covalentes entre os 

metabolitos reactivos e macromoléculas é um dos passos chave envolvidos nestes 

mecanismos de toxicidade [11, 13-15]. Dependendo da biomacromolécula alvo, estes 

adutos poderão estimular a toxicidade directa das células, desencadeando uma 

resposta imunológica ou iniciar mutagénese e/ou carcinogénese [11].  

Os fármacos apresentam propriedades físico-químicas que lhes permitem 

atravessar a camada lipídica das células e atingir os respectivos alvos, sejam eles 

receptores ou proteínas. No entanto, um fármaco ou qualquer outro xenobiótico, 

necessita ser eficientemente eliminado do organismo, evitando a sua acumulação nos 

tecidos e a consequente toxicidade (Figura I.1). O processo metabólico de 

xenobióticos é assim de extrema importância, na medida em que promove a 

transformação destes compostos em substâncias mais polares (hidrofílicas) facilitando 

o processo de eliminação do organismo (Figura I.1). A maioria das reacções 

envolvidas neste processo ocorrem no fígado mas também poderão ocorrer noutros 

órgãos como a pele ou o cérebro [16]. O processo de biotransformação é 

genericamente dividido em duas fases, reacções de Fase I e de Fase II [16]. De uma 

maneira geral, as reacções de Fase I correspondem a reacções de oxidação, redução 

e/ou hidrólise, que envolvem geralmente a acção das enzimas do citocromo P450 

(CYP450, da tradução do inglês Cytochrome P450). Outras enzimas, como a flavina 

monooxigenase (FMO) ou a epóxido hidrolase (EH) podem também ser intervenientes 

nesta fase. Todas estas enzimas de Fase I têm a capacidade de promover a 

introdução de grupos funcionais (considerados polares), resultando numa modificação 

estrutural da molécula e o aumento da sua solubilidade em água. Relativamente às 

reacções de Fase II, que promovem a conjugação dos produtos gerados na Fase I, 

estão envolvidas enzimas como as sulfotransferases (SULTs), uridina difosfato 

glucuroniltransferases (UGTs) ou as glutationa-S-transferases (GSTs) [16]. Após a 

acção das enzimas de Fase I e II, os metabolitos resultantes são compostos 

modificados estruturalmente e com propriedades físico-químicas que geralmente 

permitem a sua excreção. A representação esquemática de alguns exemplos do tipo 
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de reacções que ocorrem na formação de metabolitos pode ser observada na Tabela 

I.2. 

Embora as enzimas de Fase I e II mencionadas tenham como objectivo todo o 

processo de eliminação de um fármaco do organismo, estas mesmas enzimas 

poderão também converter o fármaco em metabolitos ou espécies altamente reactivas. 

Dependendo da estrutura química do fármaco ou dos metabolitos, o mesmo processo 

metabólico poderá dar origem a espécies electrófilas, que se não forem 

adequadamente destoxificadas, poderão reagir com biomacromoléculas como 

proteínas ou ácido desoxirribonucleico (DNA da tradução do inglês deoxyribonucleic 

acid), levando à formação de adutos covalentes [17] (Figura I.1). 

Os adutos covalentes formados poderão interferir com as funções celulares 

levando à toxicidade induzida através duas formas: a toxicidade directa por 

acumulação nas células ou alteração da actividade das biomoléculas envolvidas, 

desencadeando uma resposta imunitária e/ou mecanismos de 

mutagénese/carcinogénese (Figura I.1). No caso particular de ocorrer a formação de 

adutos com proteínas, poderá ocorrer uma interacção dos adutos com os receptores 

imunitários, levando à formação de anticorpos e promovendo reacções alérgicas ou de 

hipersensibilidade [10]. Da mesma forma, os adutos covalentes com DNA constituem 

um inicio de indução de mutagenicidade e carcinogenicidade, caso estes erros não 

sejam reparados ou sofram reparações incorrectas pelos sistemas de reparação do 

DNA [18]. Por outro lado, os processos de necrose e apoptose resultam da ligação 

covalente a proteínas, como receptores ou factores de transcrição, induzindo danos na 

célula ou morte celular (Figura I.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.1. Papel da bioactivação na toxicidade induzida por fármacos. Adaptado de [15]. 
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Os metabolitos ou compostos reactivos são formados essencialmente pelas 

vias de Fase I, quer pela actuação directa das enzimas intervenientes quer por 

rearranjo dos metabolitos formados. Exemplos deste tipo de compostos são os grupos 

carbonilo α,β-insaturados, aldeídos ou cetonas, oxiranos (epóxidos alifáticos ou 

epóxido de areno) e ainda espécies quinóides (Tabela I.3). No entanto, algumas das 

vias de Fase II também poderão gerar espécies reactivas como é o caso da acção das 

SULTs dando origem a compostos sulfonados (Tabela I.3). Todas estas espécies 

reactivas podem reagir com macromoléculas, por substituição nucleófila (SN), por 

adição de Michael ou ainda por formação de bases de Schiff consoante a sua 

estrutura (Tabela I.3) [19, 20].  

 

 

. 
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Tabela I.2. Exemplos de reacções de Fase I e Fase II envolvidas no metabolismo de xenobióticos. Adaptado de [16]. 

1. Reacções de Oxidação 

   -N, -O desalquilação            Hidroxilação aromática           

   Hidroxilação alifática                 -N oxidação                      

2. Reacções de Hidrólise 3. Reacções de Conjugação 

   

 

 

 

 

 

  Glucuronidação      

 

 

 

 

 

  Sulfonação   

 

  Conjugação com a Glutationa  
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Tabela I.3. Exemplos de grupos funcionais que quando presentes em fármacos ou metabolitos 

de fármacos podem estar envolvidos na formação de adutos covalentes com macromoléculas 

(M). Adaptado de [19]. 

Espécie Reactiva Tipo de reacção 
Produto de reacção com 

macromolécula (M) 

 

 

Adição de Michael 
 

      
Base de Schiff 

        

 Substituição                              

Nucleófila 
 

 

Adição de Michael 

Aromatização 

 

 

 

Substituição Nucleófila 

 

 

Existem na literatura, vários exemplos de fármacos ou outros agentes químicos 

que estão associados a ADRs e em que o papel da bioactivação está claramente 

implicado. Um dos exemplos mais estudados, diz respeito ao PARA (2) [21]. Este 

fármaco é essencialmente biotransformado no fígado pela acção das enzimas do 

CYP450 dando origem aos metabolitos, 3-hidroxi-paracetamol (3-OHPARA, 5, 

Esquema I.1) e N-acetil-p-benzoquinona-imina (NAPQI, 6, Esquema I.1). Por outro 

lado, as enzimas de Fase II dão origem aos metabolitos estáveis (7 e 8, Esquema I.1) 

resultantes dos processos de sulfonação e glucuronidação [21, 22]. 

Devido à sua natureza química, a quinona-imina 6 é reactiva e pode reagir 

facilmente com nucleófilos [23]. De facto, NAPQI (6) é destoxificado por reacção com a 
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glutationa (GSH) dando origem ao conjugado 9 (Esquema I.1). No entanto, numa 

situação de dose excessiva do fármaco ou deplecção de GSH, a destoxificação do 

NAPQI (6) por conjugação, torna-se ineficiente. Assim, a quinona-imina 6 fica livre 

para reagir com macromoléculas podendo dar origem a adutos covalentes. A ligação 

do NAPQI (6) a proteínas hepáticas, dando origem a adutos covalente NAPQI-

Macromolécula (Esquema I.1), está comprovadamente associada à toxicidade 

hepática induzida por 2 [24, 25]. De forma a contornar uma situação de intoxicação por 

2, é administrado ao doente Nα-L-acetil-cisteína (NAC), que estando envolvida na 

biossíntese da GSH, promoverá o aumento da sua concentração que 

consequentemente reagirá com o metabolito tóxico, NAPQI (6). A NAC é bastante 

eficaz quando administrada até 16 h após a intoxicação pelo PARA (2), sendo que o 

perigo de falha hepática ou até morte aumenta substancialmente após este período 

[26]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema I.1. Via metabólica/bioactivação proposta para o PARA (2). 

 

São referidos na literatura vários outros exemplos em que o envolvimento da 

bioactivação está intimamente ligado à ocorrência de IDRs. Os fármacos abacavir 

(ABC, 10, Esquema I.2) e NVP (3) (Esquema I.3), usados no combate à infecção pelo 
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vírus da imunodeficiência humana (HIV da tradução do inglês Human 

immunodeficiency vírus) são exemplo disso. 

O ABC (10) é um fármaco com actividade contra o HIV do tipo 1 e 2, actuando 

como inibidor nucleósido da transcriptase reversa (NTRI da tradução do inglês 

Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor). Como pró-fármaco, o ABC (10) apenas 

alcança a sua actividade farmacológica após a formação do metabolito activo, 

carbovir-5’-trifosfato (CV-TP, 11, Esquema I.2) resultante da acção de enzimas 

envolvidas no anabolismo [27]. O ABC (10) é extensivamente metabolizado no fígado 

originando produtos mais hidrofílicos que permitem a sua excreção. Por um lado, a 

acção das enzimas de Fase II, as UDPGTs, origina a formação do metabolito inactivo 

na forma de glucurónido (ABC-Glucurónido, 12, Esquema I.2) [28]. Por outro lado, a 

acção da enzima álcool desidrogenase (ADH) origina a formação de um intermediário 

aldeído (13, Esquema I.2) que é subsequentemente oxidado pela aldeído 

desidrogenase (ALDH) ao derivado carboxilato (ABC-carboxilato, 14, Esquema I.2) 

[28]. No entanto, o aldeído 13 rapidamente tautomeriza para um derivado conjugado 

mais estável (ABC-AL, 15, Esquema I.2), sendo este um metabolito reactivo (aldeído 

α,β-insaturado) susceptível de reagir com macromoléculas [29]. A formação de adutos 

com bionucleófilos pode ocorrer via formação de bases de Schiff com resíduos 

contendo azoto (como exemplificado por 16 no Esquema I.2, em que se representa o 

produto de redução da base de Schiff) mas também via adição de Michael com 

resíduos de cisteína [29]. A formação de adutos com proteínas, nomeadamente com 

hemoglobina (Hb), já foi observada em doentes infectados com HIV tratados com ABC 

(10) [30]. Embora o papel da bioactivação não esteja totalmente esclarecido, foi 

sugerido que a formação de 15 esteja na origem das reacções de hipersensibilidade e 

do aumento do risco de disfunção cardíaca associados a 10 [30-32].  
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Esquema I.2. Via metabólica/bioactivação proposta para o ABC (10). 

As vias de conjugação que incluem as reacções de glucuronidação ou 

sulfonação (ver tabela I.2), apesar de normalmente conduzirem a eliminação, podem 

também constituir uma via de bioactivação, promovendo a formação de intermediários 

electrófilos [33]. Um exemplo desta situação é o fármaco anti-HIV inibidor não-

nucleósido da transcriptase reversa (NNTRI da tradução do inglês Non-Nucleoside 

Reverse Transcriptase Inhibitor), NVP (3). O metabolismo de Fase I de 3 é 

consistentemente reportado [34, 35] como envolvendo a oxidação das posições 

aromáticas 2, 3, 8 (17-19, Esquema I.3) e da posição benzilica 12 (20, Esquema I.3), 

pela acção das enzimas do CYP450. Todos os derivados oxidados sofrem 

subsequente conjugação aos glucurónidos correspondentes (21-24, Esquema I.3), que 

são excretados na urina [35]. Embora o mecanismo específico das IDRs associadas à 

NVP (3) (skin rash e hepatotoxicidade) ainda não esteja totalmente esclarecido, várias 

abordagens in vitro [36-38] e em modelos animais in vivo [39-42] sugerem que a 

bioactivação do metabolito de Fase I, 12-hidroxi-NVP (12-OHNVP, 20), a derivados 

electrófilos que subsequentemente podem reagir com macromoléculas promovendo a 

formação de adutos covalentes do tipo NVP-Macromolécula (25, Esquema I.3) é 

responsável pelas mesmas. A acção das SULTs sobre a 12-OHNVP (20) dá origem a 

um derivado sulfonado, 12-sulfoxi-nevirapina (12OSO3
--NVP, 26, Esquema I.3), já 

detectado por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS da 

tradução do inglês Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) em amostras de urina 

de ratos Brown-Norway fêmea tratados com NVP (3) [40]. Este derivado electrófilo 
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pode ainda dar origem a um intermediário do tipo quinóide (27, Esquema I.3) que pode 

resultar da saída do grupo sulfato, embora a sua formação possa ser explicada por 

outras vias (Esquema I.3). Ambos os derivados 26 e 27 (Esquema I.3), dada a sua 

natureza química, podem reagir com macromoléculas nucleofílicas, sendo por isso 

apontados como responsáveis pelas IDRs associadas a 3 [42, 43]. 

 

Esquema I.3. Via metabólica/bioactivação proposta para a NVP (3). 

Na grande maioria da população, a formação de metabolitos ou compostos 

reactivos é contrabalançada com os mecanismos de destoxificação. No entanto, em 

indivíduos mais susceptíveis, o equilíbrio entre o mecanismo de bioactivação e a 

destoxificação poderá ser perturbado por vários factores como predisposição genética, 

deplecção da GSH, auto-medicação ou o alcoolismo. Por exemplo, numa situação de 

formação de adutos com GSH, uma via de destoxificação clássica, a deplecção da 

GSH pode aumentar os níveis de espécies electrofílicas disponíveis e, por 

conseguinte, a sua reacção com macromoléculas, conduzindo a respostas tóxicas. Um 

outro exemplo, no caso particular do PARA (2), o alcoolismo promove uma 

susceptibilidade para a toxicidade induzida por 2. O excesso de álcool não só promove 

a deplecção da GSH como também funciona como indutor da isoforma CYP2E1 do 
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CYP450, a principal isoforma envolvida na formação da quinona-imina NAPQI (6) (ver 

Esquema I.1). 

Como já referido, as manifestações clínicas associadas às IDRs são 

consistentes com reacções ou mecanismos imuno-mediados e a maioria delas 

apresenta evidências substanciais do envolvimento da bioactivação dos xenobióticos, 

a metabolitos ou derivados reactivos. Os fármacos, enquanto xenobióticos são 

considerados moléculas pequenas (que apresentam peso molecular abaixo de 1 kDa) 

e, por isso, não são à partida, compostos imunogénicos. No entanto, desde os 

trabalhos elaborados por Landsteiner e Jacobs [44], nos quais foi observada uma 

correlação directa entre a administração de compostos aromáticos halogenados em 

modelos animais e reacções de hipersensibilidade, com o envolvimento de ligações 

covalentes destes compostos com proteínas, que se considera que a formação de 

metabolitos ou derivados reactivos corresponde ao primeiro passo no desenvolvimento 

das IDRs. A formação de derivados electrófilos, potencialmente tóxicos, que poderão 

reagir com as macromoléculas dá origem à formação de adutos covalentes. Estas 

macromoléculas modificadas, de peso molecular substancialmente superior ao 

fármaco, poderão ser consideradas imunogénicas e a sua presença levará o sistema 

imunológico a iniciar a sua resposta contra o aduto covalente. Este é o princípio do 

modelo mecanístico de haptenização (modelo 1, Tabela I.4) mais consensual na 

comunidade científica para explicar as IDRs. No entanto, nos últimos anos outros 

mecanismos plausíveis têm sido propostos [45]. Até à data, são considerados pelo 

menos quatro mecanismos distintos para explicar a indução da resposta imunológica 

por xenobióticos: 1) A hipótese de hapteno ou pro-hapteno [10, 46]; 2) a hipótese de 

interacção farmacológica directa ou “p-i concept” [47]; 3) O “danger model” (que é 

considerado complementar ao modelo de haptenização) [48]; 4) o mais recente 

“altered peptide model” [49]. As suas características, bem como a respectiva 

representação esquemática, encontram-se descritas na Tabela I.4. De salientar que, 

apesar de bastante distintos entre si, estes modelos não são exclusivos para um 

determinado xenobiótico, podendo ocorrer simultaneamente. 
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Tabela I.4. Mecanismos propostos para explicar as respostas imunológicas mediadas por xenobióticos. A representação esquemática é adaptada de [10]. 

Mecanismo Descrição Representação esquemática 

1 

Haptenização 

ou 

pro-
haptenização 

Os xenobióticos e os seus metabolitos são demasiado pequenos para serem 
imunogénicos; No entanto, xenobióticos quimicamente reactivos (hapteno) ou 
seus metabolitos (pro-hapteno) podem ligar-se covalentemente a proteínas. As 
proteínas modificadas são hidrolisadas pelas células apresentadoras de 
antigénio (APCs da tradução do inglês antigen presenting cells) a péptidos que 
ao associar-se ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC da tradução 
do inglês major histocompatibility complex), interagem com os receptores das 
células T e geram um sinal (sinal 1, na representação esquemática) que 
desencadeia a resposta imune. 

 

2 “p-i concept” 
Os xenobióticos são capazes de iniciar a resposta imune graças à sua 
interacção directa mas reversível (não covalente) com os receptores das células 
T. Neste mecanismo, a bioactivação e o proteossoma não são considerados. 

3 “danger model” 

O dano celular é necessário para ocorrer a libertação de “sinais de perigo” que 
estimulem o sistema imunitário. Neste mecanismo, para a estimulação da 
resposta imune pelo sinal 1 (promovido pela formação de adutos covalentes de 
espécies reactivas com macromoléculas) é necessário um sinal co-estimulante 
(sinal 2, na representação esquemática) prévio. Estes “sinais de perigo” incluem 
diferentes formas de stress celular: químico (ex. formação de espécies 
reactivas), físico (ex. trauma cirúrgico) ou viral (ex. infecção). 

4 
“altered 

peptide model” 

O metabolismo não é necessário. A resposta imunológica pode ser estimulada 
pela ligação reversível (não covalente) do xenobiótico com o complexo MHC, e 
desta forma alterar os péptidos apresentados às células T. 
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I.1.1.1. Metodologias in vitro para o estudo da bioactivação de fármacos 

O estudo da biotransformação é parte integrante dos ensaios pré-clínicos 

efectuados pelas indústrias farmacêuticas para qualquer novo candidato a fármaco 

[50]. Esta avaliação, em princípio, deveria prever se uma nova molécula quando 

biotransformada, poderá dar origem a espécies reactivas iniciadoras de eventos 

tóxicos. Ainda assim, em alguns casos, alertas e black box warnings são lançados, 

devido à ocorrência de efeitos tóxicos graves, detectados só após a introdução do 

fármaco no mercado [15, 51]. Estes efeitos tóxicos, que em alguns casos acabam 

mesmo por resultar na retirada do fármaco do mercado, correspondem em grande 

parte a IDRs (tipo B, ver Tabela I.1)[51].  

A avaliação efectuada nestes ensaios pré-clínicos envolve estudos in vitro e in 

vivo em modelos animais, nos quais são determinados parâmetros farmacocinéticos, 

farmacodinâmicos e o respectivo perfil toxicológico [52]. No entanto, uma das grandes 

dificuldades nesta avaliação corresponde à inexistência de modelos animais in vivo 

que permitam prever inequivocamente a ocorrência das IDRs em humanos [53].  

O fígado é o principal órgão responsável pelo metabolismo de Fase I de 

fármacos e xenobióticos, em geral. Como consequência, é também o local mais 

afectado pela toxicidade induzida por fármacos [51]. Para além da hepatotoxicidade, 

os metabolitos gerados no fígado são transportados pelo sistema circulatório 

resultando na sua interacção com outros órgãos como os rins, cérebro ou coração 

podendo resultar também em toxicidade induzida nestes locais (Figura I.2). Pelo papel 

que o fígado desempenha no processo metabólico, não é de estranhar que os 

sistemas in vitro desenvolvidos, e mais utilizados para a avaliação da toxicidade de 

fármacos, se baseiem maioritariamente neste órgão. Além disso, a relativa facilidade 

em obter e manusear as fracções sub-celulares ou células hepáticas permite 

resultados rápidos e a relativo baixo custo. 
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Figura I.2. Esquema representativo da centralização do metabolismo de fármacos, poluentes 

ambientais e outros xenobióticos, no fígado. Os metabolitos e espécies reactivas formadas 

podem posteriormente seguir, através do sistema circulatório, para outros pontos do 

organismo. Adaptado de [54]. 

De uma maneira geral, os sistemas desenvolvidos permitem experiências in 

vitro com diferentes fracções sub-celulares ou células, suplementados com co-factores 

de Fase I e Fase II, aos quais é adicionado o fármaco em estudo. Os metabolitos e as 

potenciais espécies reactivas geradas são assim armadilhados pela adição de 

nucleófilos, às incubações efectuadas. Estes nucleófilos correspondem a compostos 

que incluem grupos tiol, como o GSH ou NAC, ou grupos amina como a Nα-acetil-lisina 

(NAL) [55-57]. Entre os diferentes sistemas-modelo desenvolvidos estão as fatias de 

tecido hepático, linhas celulares ou fracções sub-celulares como microssomas, fracção 

S9 ou fracção citosólica do homogenato de fígado. Uma breve descrição dos principais 

modelos in vitro bem como as respectivas vantagens e desvantagens pode ser 

encontrada na Tabela I.5.  
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Tabela I.5. Resumo dos principais sistemas-modelo in vitro usados na avaliação da 

hepatoxicidade induzida por fármacos [55, 58, 59]. 

Modelo Descrição 

1.Superssomas 
Correspondem ao resultado da manipulação genética de insectos 

infectados com o baculovírus de modo a passarem a produzir enzimas 

do fígado e outras enzimas envolvidas no metabolismo. 

2. Fracção 

citosólica do 

fígado 

Contém as enzimas de Fase II solúveis, como as SULTs e as UGTs 

sendo obtida por centrifugação diferencial a partir do homogenato de 

fígado inteiro. 

3. Microssomas do 

fígado 

Correspondem a vesículas do retículo endoplasmático dos hepatócitos 

contendo praticamente todas as enzimas envolvidas no metabolismo de 

Fase I e algumas de Fase II (UGTs). Estas vesículas são também 

obtidas por centrifugação diferencial e este é um dos métodos mais 

populares devido à sua disponibilidade e simplicidade. 

 4. Fracção S9 do 

fígado 

Corresponde a ambas as frações microssomal e citosólica 

mencionadas nos modelos 2) e 3), apresentando assim as mesmas 

enzimas de Fase I e II. 

 

5. Linhas celulares 

de hepatócitos 

Correspondem a linhas de células de fígado e são um modelo menos 

popular uma vez que são células não diferenciadas e têm uma 

expressão incompleta de enzimas envolvidas no metabolismo. No 

entanto, este método é o que se aproxima mais das condições 

fisiológicas normais e inclui as células Hep G2, Hep 3B e BC2, por 

exemplo. 

 6. Linhas celulares 

transgénicas 

Correspondem a linhas de células transgénicas que expressam 

enzimas de Fase I e II. 

 
7. Hepatócitos 

São bastante populares devido à sua grande semelhança com as 

condições in vivo do fígado, embora sejam bastante difíceis de isolar a 

partir do fígado humano. 

 8. Fatias de tecido 

hepático 

Dizem respeito a culturas de fatias de tecido hepático. Têm como 

grande desvantagem a sua viabilidade que depende do corte correcto e 

posteriormente do seu armazenamento. 

 9. Perfusão do 

fígado 

É considerada a melhor representação das condições in vivo embora 

nunca tenha sido testada com um fígado humano e apenas em 

pequena escala com fígados de animais. 
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Todos estes modelos apresentam limitações nomeadamente na sua 

reprodutibilidade e fiabilidade. A falta das reais condições de absorção, distribuição, 

metabolismo e excreção (ADME), em resultado da desconecção do ambiente celular e 

ausência do sistema circulatório e outros orgãos, não permite em certas situações 

correlacionar os resultados com a real toxicidade in vivo. Actualmente, estão a ser 

desenvolvidas novas estratégias complementares [54, 57] no sentido de colmatar 

estas lacunas. As novas abordagens como sistemas de culturas 2D e 3D, o fígado 

artificial ou sistemas de co-culturas celulares permitem mimetizar mais correctamente 

os processos biológicos tornando os modelos in vivo o mais preditivos possível. 

Infelizmente, estas abordagens apenas permitem no presente a identificação 

estrutural preliminar de metabolitos ou espécies reactivas não permitindo ainda a total 

substituição dos ensaios in vivo [55]. Na Figura I.3 é possível observar a comparação 

entre os sistemas-modelo para a avaliação da hepatoxicidade mencionados na Tabela 

I.5 e com os ensaios in vivo, na sua complexidade, facilidade de execução e 

semelhança com os modelos animais.  

 

     

Figura I.3. Modelos in vitro e in vivo utilizados no estudo de bioactivação de fármacos por 

ordem de semelhança com sistemas in vivo. Adaptado de [55]. 

 

I.1.2. Biomarcadores  

O termo biomarcador quando associado à terapêutica humana é sinónimo de 

novas abordagens usadas no sentido de obter fármacos mais seguros e eficazes para 

o doente, e sempre na tentativa de minimizar os seus efeitos adversos [60]. Nas 

últimas décadas, o desenvolvimento de biomarcadores expandiu-se no sentido de 

encontrar “endpoints” específicos e preditivos para monitorizar respostas biológicas a 

várias doenças ou a exposição a fármacos e outros agentes químicos [60, 61]. Embora 

o uso de biomarcadores na previsão de doenças tenha tido relativo sucesso, a 

aplicação dos mesmos no que diz respeito à avaliação do risco por exposição a 
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xenobióticos ou a fármacos em particular, é mais limitada [62]. Actualmente, a 

implementação do uso de biomarcadores no desenvolvimento de fármacos tem como 

objectivo o tratamento de doenças de forma eficaz, permitindo a previsibilidade de um 

possível efeito adverso e permitindo o uso de uma terapia mais específica e 

personalizada a cada doente.  

Os marcadores biológicos ou biomarcadores são genericamente definidos como 

características que podem ser objectivamente medidas e avaliadas como indicadoras 

de processos biológicos normais, processos patogénicos ou de uma resposta 

farmacológica a uma intervenção terapêutica [63]. No contexto da toxicologia 

farmacológica, um biomarcador pode ser definido como a resposta biológica a um ou 

mais fármacos sendo que a análise de tecidos e fluidos corporais pode ser usada para 

detectar os agentes químicos e os seus metabolitos, enzimas intervenientes ou outras 

substâncias biológicas, possibilitando a correlação entre o fármaco e a resposta tóxica 

[64]. 

Um determinado biomarcador poderá ser usado individualmente. No entanto, e 

de forma a estabelecer correlações mais sólidas poderão ser usados em simultâneo 

diferentes tipos de biomarcadores. Para ser considerado um biomarcador confiável 

este terá que se correlacionar com uma resposta biológica ao fármaco em estudo, 

sendo que essa resposta terá de permitir uma correlação dose-efeito persistente o 

suficiente para ser medida. Além disso, o biomarcador terá de ser sensível e o mais 

específico possível, de modo a permitir o estabelecimento de uma relação fidedigna 

[64, 65]. Preferencialmente, e para que possa ser medido e/ou quantificado, deverá 

ser obtido por métodos o menos invasivos possível (Esquema I.4).   

   

Esquema I.4. Requisitos de um bom biomarcador. Adaptado de [65]. 

Os biomarcadores são classificados de acordo com três categorias: 

biomarcadores de exposição, biomarcadores de efeito e biomarcadores de 

susceptibilidade [65] (Esquema I.5). Dentro da categoria de biomarcadores de 

exposição existem os biomarcadores de dose interna ou dose efectiva [64]. Os 
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biomarcadores de dose interna medem o nível do fármaco ou metabolito em tecidos 

ou fluidos corporais (como o sangue ou urina). Na medida em que existe uma 

variabilidade individual nos processos de absorção, distribuição, metabolismo e 

excreção, é preferível medir a quantidade de agente tóxico nos tecidos ou fluidos e 

estimar a sua exposição a simplesmente fazer uma estimativa da exposição ao 

fármaco esperada. Os biomarcadores de dose efectiva são utilizados para quantificar 

a fracção do fármaco ou metabolito reactivo que é capaz de interagir com 

macromoléculas num alvo toxicologicamente relevante. Em particular, os metabolitos 

reactivos, uma vez que apresentam tipicamente tempos de meia vida (t1/2) bastante 

curtos, in vivo, não podem ser medidos e/ou quantificados directamente. No entanto, a 

formação de adutos covalentes estáveis com DNA ou proteínas podem ser 

efectivamente medida e/ou quantificada. Assim, estes adutos covalentes formados por 

ataque nucleófilo das macromoléculas a espécies reactivas são frequentemente 

usados como biomarcadores específicos de dose efectiva [65].  

A presença de um agente tóxico induz alterações fisiológicas e bioquímicas num 

organismo. Tais alterações podem ser usadas como biomarcadores de efeito [64], 

correspondendo à resposta biológica induzida pela exposição ao fármaco. A nível 

molecular, as alterações manifestam-se na regulação, activação ou inibição das 

funções celulares, como alterações no DNA e cromossomas, alterações da actividade 

enzimática ou alterações na transcrição génica. Os biomarcadores de susceptibilidade 

[64, 65] são uma medida de variabilidade genética das respostas tóxicas a um 

fármaco.
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Esquema I.5. Classificação dos marcadores biológicos. CYPs: Enzimas do CYP450; EPH: Epóxido hidrolase; GSTs: Glutationa-S-transferases; NATs: N-

acetil-transferases. Adaptado de [65]. 
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As enzimas que estão envolvidas no metabolismo de fármacos, como as 

enzimas do CYP450, EPHs, as N-acetil transferases (NATs) ou as SULTs apresentam 

polimorfismos e ou indução/inibição da sua actividade, o que representa uma 

variabilidade inter-pessoal que poderá afectar a distribuição e a permanência do 

fármaco no corpo e, consequentemente influenciar a resposta tóxica. No entanto, 

outros factores ambientais como a alimentação, estilo de vida, idade, sexo ou raça, 

poderão afectar também esta susceptibilidade individual, aumentando ou diminuindo o 

risco da exposição ao fármaco [65].  

De uma maneira geral, os biomarcadores podem assumir várias formas 

nomeadamente proteínas ou péptidos, lípidos, anticorpos, diferentes tipos de células, 

metabolitos, hormonas, níveis enzimáticos ou estados fisiológicos como a pressão 

arterial ou febre [65]. 

Em toxicologia, os biomarcadores são essencialmente isolados a partir de fluidos 

corporais. O sangue e a urina são por excelência os fluidos mais usados na análise de 

biomarcadores uma vez que são de recolha fácil, podendo ser obtidos em grandes 

quantidades e de forma pouco invasiva. No caso particular do sangue, é também um 

tipo de tecido que contém vários tipos de células (eritrócitos ou linfócitos) e fluidos 

(plasma), constituindo um veículo que distribui os fármacos e os seus metabolitos bem 

como os produtos de excreção, de e para todos os órgãos, permitindo obter 

informação dos vários órgão afectados de forma simples e rápida. Por outro lado, a 

urina apresenta também uma grande quantidade de proteínas estáveis originárias da 

filtração renal e do processo de excreção das células epiteliais do trato urinário [66]. 

I.1.2.1. Metabolitos de excreção urinária, mercapturatos e conjugados 

com a glutationa 

Os metabolitos ou espécies reactivas electrófilas são espécies potencialmente 

tóxicas que podem reagir rapidamente com biomacromoléculas, in vivo. Estas 

espécies geradas após a exposição a um fármaco são, regra geral, eficazmente 

armadilhados pela GSH como via de destoxificação e eliminadas do organismo, 

evitando assim a sua reacção com as macromoléculas [13, 67]. No entanto, quando 

ocorre uma deplecção da GSH, por exemplo após exposição recorrente, a modificação 

covalente de biomacromoléculas, sejam elas proteínas ou DNA, é promovida em 

alguma extensão, tal como acontece no exemplo da bioactivação do PARA (2) (ver 

Esquema I.1), já mencionado [21].  

A reacção das espécies electrófilas, potencialmente tóxicas, com a GSH dá 

origem a S-conjugados do tipo 28 (Esquema I.6) cuja formação pode ocorrer 
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espontaneamente ou ser catalisada pela acção das GSTs, uma superfamília de 

enzimas citosólicas [68]. Estes conjugados, apesar de poderem funcionar como 

biomarcadores não são os indicadores de exposição adequados, na medida em que 

raramente são eliminados nesta forma pela urina, sendo por isso os seus níveis 

bastante baixos. Efectivamente, os conjugados com a GSH podem sofrer reacções de 

degradação dando origem a produtos de catabolismo, como os derivados do ácido 

mercaptúrico (Esquema I.6). O processo catabólico dos conjugados da GSH aos 

derivados mercapturatos envolve vários passos metabólicos [68]. O primeiro passo 

envolve a acção da γ-glutamil-transpeptidase (GGT) para a remoção do grupo 

glutamilo da GSH dando origem ao conjugado cisteinilglicina (29, Esquema I.6). O 

segundo passo corresponde à degradação de 29 pela cisteinilglicina dipeptidase (DP) 

dando origem ao conjugado 30 (Esquema I.6). O passo final envolve a N-acetilação de 

30 dando origem ao mercapturato, isto é, ao conjugado com NAC (31, Esquema I.6), 

pela acção das NATs. Os mercapturatos formados são assim excretados do 

organismo, essencialmente pela via urinária. 

 

 

 

 

 

Esquema I.6. Formação dos conjugados de GSH e os seus produtos de catabolismo. RX: 

espécie electrófila reactiva; GGT: γ-glutamil-transpeptidase; DP: cisteinilaglicina dipeptidase; 

NAT: N-acetil-transferase. 

 

Os produtos resultantes do catabolismo dos conjugados com a GSH, 

nomeadamente os derivados mercapturatos, são potencialmente bons indicadores da 

bioactivação [69, 70]. A detecção e quantificação dos níveis de compostos do tipo de 

31 na urina constituem uma medida indirecta da exposição a um fármaco e dão uma 

indicação da bioactivação destes, a espécies reactivas electrófilas capazes de reagir 

com a GSH endógena. A grande vantagem do uso destes produtos como 

biomarcadores é que não depende da morte celular para que ocorra a sua libertação e 

excreção pela urina sendo que a sua elucidação estrutural fornece informação acerca 

da estrutura das espécies reactivas e do mecanismo de bioactivação. 
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I.1.2.1.1. Técnicas de análise e detecção dos metabolitos de excreção 

urinária, mercapturatos e conjugados com a glutationa 

A análise dos metabolitos de excreção urinária, seja na forma de mercapturatos 

ou conjugados com a glutationa, constitui um grande desafio devido à complexidade 

das matrizes biológicas. A detecção e identificação destes derivados em matrizes 

biológicas são complexas devido à presença de macromoléculas como proteínas, 

lípidos e outros compostos endógenos, estruturalmente diversos, que podem interferir 

as mesmas [71]. Além disso, a detecção dos metabolitos de excreção urinária é 

dificultada pelo facto de existirem em baixas concentrações (< µM). Assim, e muito 

embora as técnicas de análise sejam cada vez mais sofisticadas, permitindo uma 

especificidade e sensibilidade crescentes, é muitas vezes necessário recorrer a 

padrões sintéticos destes derivados ou análogos marcados isotopicamente, que 

permitem distingui-los de outros compostos com propriedades físico-químicas 

similares e que possam interferir na análise [71].  

As técnicas de Espectrometria de Massa [72, 73] (MS da tradução do inglês 

Mass Spectrometry) acopladas a cromatografia gasosa (GC-MS da tradução do inglês 

Gas Chromatography-Mass Spectrometry) ou LC-MS são actualmente as mais usadas 

para a análise deste tipo de compostos. Em particular, nos últimos anos [73], o 

desenvolvimento de metodologias mais robustas e sensíveis, nomeadamente a 

técnica de Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta 

resolução por ionização por electrospray em modo positivo (LC-ESI(+)-HRMS da 

tradução do inglês Liquid Chromatography with electrospray in positive mode High 

Resolution Mass Spectrometry) tornou-se a ferramenta analítica de excelência para a 

detecção e identificação de metabolitos de uma maneira geral, e em particular os 

metabolitos de excreção urinária. 

Na literatura encontram-se descritos vários exemplos da utilização da técnica 

de LC-MS na identificação de conjugados mercapturatos como biomarcadores de 

bioactivação. Um exemplo diz respeito ao estudo da bioactivação do NNRTI, NVP (3), 

já mencionado. Neste estudo [74] foram identificados dois derivados mercapturatos da 

NVP (3), a 3-mercapturato-NVP (3-NACNVP, 32, Esquema I.7) e a 12-mercapturato-

NVP (12-NACNVP, 33, Esquema I.7) na bílis e urina de ratos expostos a 3. Estes dois 

compostos, considerados biomarcadores urinários estáveis, foram isolados e 

caracterizados estruturalmente através de uma abordagem integrada de Ressonância 

Magnética Nuclear (NMR da tradução do inglês Nuclear Magnetic Ressonance) e MS. 

Este trabalho constituiu a primeira indicação da possibilidade da NVP (3) ser 

bioactivada a espécies susceptíveis de reagirem com bionucleófilos sendo os 
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intermediários electrófilos do tipo areno epóxido (34, Esquema I.7) ou espécies 

quinóides (27, Esquema I.7) os mais plausíveis. 

 

 

Esquema I.7. Mecanismo de bioactivação proposto para a formação dos mercapturatos, 3-

NACNVP (32) e 12-NACNVP (33). 

 

Um outro exemplo da utilização de LC-MS no desenvolvimento de 

metodologias para a análise de derivados do ácido mercaptúrico é o do fármaco anti-

inflamatório não esteróide (NSAIDs da tradução do inglês Non-steroidal Anti-

inflammatory Drug), diclofenac (DCF, 37, Esquema I.8). O uso de DCF (37) tem sido 

associado a uma hepatotoxicidade severa, com destacada incidência em mulheres e 

idosos. Embora o mecanismo associado à sua toxicidade não esteja completamente 

elucidado, acredita-se que a formação de espécies reactivas, a partir dos dois 

metabolitos maioritários de 37, 4’-hidroxi-diclofenac (4'-OHDCF, 38, Esquema I.8) e 5-

hidroxi-diclofenac (5-OHDCF, 39, Esquema I.8), está na origem destes eventos tóxicos 

[75]. Uma das possibilidades apontadas envolve a formação das quinona-iminas 40 e 

41 (Esquema I.8), respectivamente a partir de 4'-OHDCF (38) e 5-OHDCF (39), que 

sendo espécies electrofílicas são capazes de reagir com a GSH formando os adutos 

de excreção (representados no Esquema I.8 como 42 e 43). Efectivamente, a análise 

de urinas e bílis de ratos tratados com DCF (38) permitiu observar por LC-MS, os 

adutos derivados do ácido mercaptúrico, 4’-OH/NACDCF (44) e 5-OH/NACDCF (45) 

[76]. A análise posterior de uma pool de urinas de 50 doentes em terapêutica com 

DCF (37) permitiu confirmar a formação de 44 e 45, por comparação com os padrões 

de fragmentação obtidos por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de 
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massa sequencial (LC-MS/MS da tradução do inglês Liquid Chromatography-Tandem 

Mass Spectrometry) [76]. Este resultado permitiu afirmar que a bioactivação do DCF 

(37) em humanos ocorre provavelmente por via da formação das quinona-iminas 40 e 

41 mencionadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema I.8. Mecanismo de bioactivação proposto para o DCF (37). 

 

I.1.2.2. Adutos covalentes formados entre fármacos e biomacromoléculas 

Como referido anteriormente, os adutos covalentes formados com proteínas ou 

DNA são também usados como biomarcadores de exposição, dando a indicação da 

dose efectiva de exposição a metabolitos reactivos. O facto de serem em geral 

quimicamente estáveis o tempo suficiente, ao ponto de existirem em concentrações 

aceitáveis para serem identificados e quantificados, torna este tipo de adutos 

excelentes candidatos para o seu uso como biomarcadores de exposição a fármacos 

[19]. Além disso, a formação de produtos de reacção que envolvem os centros 

nucleófilos das biomacromoléculas possibilita também, de forma indirecta, a 

comprovação da formação das espécies reactivas electrofílicas resultantes da 

bioactivação dos fármacos potencialmente tóxicos, que apresentam regra geral, 

tempos de vida muito curtos para serem detectados individualmente. Os metabolitos 

ou as espécies reactivas potencialmente tóxicas (representadas por RX na Figura I.4) 

correspondem a compostos que contêm centros de baixa densidade electrónica 
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susceptíveis de reagir com os centros de alta densidade electrónica das 

biomacromoléculas [19]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.4. Representação esquemática da formação de produtos de reacção entre os centros 

nucleófilos (N, O e S) de uma biomacromolécula e as espécies reactivas electrófilas resultantes 

da bioactivação de um fármaco. Adaptado de [19]. 

 

A formação de adutos covalentes com proteínas ocorre devido à presença de 

grupos nucleófilos nas cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos [19]. Exemplos 

destes resíduos, que contêm átomos de oxigénio, azoto ou enxofre (a negrito na 

Figura I.4 e I.5), são os resíduos de histidina, triptofano, cisteína, serina, lisina, tirosina, 

ácido glutâmico e aspártico e ainda o grupo amina terminal da valina (representados 

pelo péptido-exemplo 46, Figura I.5). O mesmo se verifica por exemplo, para as bases 

de DNA, desoxiguanosina (dG, 47, Figura I.5) e desoxiadenosina (dA, 48, Figura I.5) 

que apresentam centros nucleófilos de oxigénio, azoto e carbono. Os mecanismos de 

reacção associados à formação destes adutos envolvem essencialmente reacções do 

tipo das descritas na Tabela I.3 (ver secção I.1.1. deste capítulo).  

Para além do carácter nucleófilo dos resíduos de aminoácido e das bases de 

DNA, outras características correspondentes à estrutura terciária da macromolécula 

como o impedimento estereoquímico, o pKa dos aminoácidos, a hidrofobicidade, 

interacções entre aminoácidos vizinhos e interacções electrónicas são igualmente 

determinantes na formação destes adutos. 
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Figura I.5. Exemplo de um péptido-modelo (46) contendo os resíduos de aminoácidos na sua 

forma predominante, a pH fisiológico e as bases de DNA, dG (47) e dA (48). Os átomos que 

estão na forma livre e que apresentam características nuceófilas estão representados a negrito. 

 

Os adutos de proteínas mais utilizados como biomarcadores de exposição a 

fármacos são os resultantes da reacção com as proteínas do sangue, a hemoglobina 

(Hb) e a albumina [77, 78]. Como já referido anteriormente, o sangue é um tipo de 

fluido que pode ser recolhido convenientemente e em quantidades suficientes, de 

animais e humanos. Com apenas 1 mL de amostra de sangue é possível obter 

aproximadamente 150 mg de Hb das células vermelhas e entre 30-45 mg de albumina 

do plasma sanguíneo [19](Tabela I.6). Para além do fácil acesso, o uso de adutos com 

as proteínas do sangue como biomarcadores é também conveniente devido à cinética 

de turnover destas proteínas, que possuem tempos de meia-vida (t1/2) relativamente 

longos (Tabela I.6). Esta característica permite a identificação e a quantificação dos 

adutos formados, na medida em que sendo estáveis, estes persistem até ao processo 

natural de degradação das proteínas [19].  
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A albumina do soro humano (HSA da tradução do inglês Human Serum 

Albumin) é frequentemente usada como modelo para identificar proteínas modificadas 

por exposição a fármacos [32, 79-83]. Este facto deve-se a esta proteína do sangue 

apresentar vários resíduos passíveis de serem modificados covalentemente por 

agentes químicos. No caso particular dos resíduos de cisteína, a HSA tem na sua 

constituição 17 pares envolvidos em pontes de dissulfureto e apenas um resíduo de 

cisteína na sua forma livre, na posição 34 (Cys34) [79]. Este resíduo tem uma alta 

capacidade nucleofílica, na medida em que se encontra na forma de tiolato devido à 

sua proximidade com três resíduos ionizáveis (uma histidina, uma tirosina e um ácido 

aspártico). Este facto torna este resíduo especialmente predisposto a reagir com 

eletrófilos.  

A Hb, que apresenta o t1/2 mais longo do que a HSA (Tabela I.6), é também 

usada como modelo de exposição a fármacos [30, 41]. Para além de outros resíduos 

nucleófilos já discutidos anteriormente, a existência de um resíduo de valina no N-

terminal da cadeia proteica, mais disponível ao acesso de metabolitos reactivos, torna 

este aminoácido mais propício ao ataque nucleófilo [19]. 

 Os adutos de DNA são também considerados bons biomarcadores de 

exposição a agentes carcinogénicos [84, 85]. De facto, adutos de DNA não reparados 

(ou erroneamente reparados) podem dar origem à morte celular e iniciar processos 

neoplásicos, permitindo estabelecer uma correlação entre o fármaco e a sua 

carcinogenicidade. Este tipo de adutos pode ser obtido a partir de vários tecidos 

nomeadamente pela extracção dos glóbulos brancos de amostras de sangue. No 

entanto, e ao contrário do que se verifica para as proteínas do sangue, a quantidade 

de DNA extraído é bastante reduzida (aproximadamente 6 µg por mL de sangue) o 

que dificulta a quantificação dos potenciais adutos formados. Além disso, e devido aos 

processos de reparação do DNA, a identificação destes adutos é também dificultada 

devido ao seu baixo t1/2 (Tabela I.6)[19]. 
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Tabela I.6. Biomacromoléculas cujos adutos são usados como biomarcadores e a respectiva 

disponibilidade e tempo de meia-vida, in vivo. Adaptado de [19]. 

Biomacromolécula Célula/fluido Concentração no sangue Turnover 

Hemoglobina  
Glóbulos 

vermelhos 
150 mg/mL 

t1/2 : 

Humanos 126 dias 

Ratos 60 dias 

Ratinhos 40 dias 

Albumina 
Plasma 

sanguíneo 
30-45 mg/mL 

t1/2 : 

Humanos 23 dias 

Ratos 2,5 dias 

Ratinhos 1,9 dias 

DNA 
Glóbulos 
brancos 

6 µg/mL Cinética complexa 

 

 

I.1.3. Técnicas de análise, detecção, caracterização e quantificação de 

adutos covalentes com proteínas e DNA 

Perante a formação de adutos covalentes, a identificação precisa da natureza do 

aduto formado e o local de ligação entre a espécie reactiva e a macromolécula é 

determinante para a compreensão dos mecanismos envolvidos nas IDRs e, em 

particular, nas reacções de hipersensibilidade. As amostras biológicas como o sangue 

e a urina apresentam uma mistura complexa de proteínas, o que torna a identificação 

da macromolécula modificada uma tarefa bastante desafiadora. O isolamento das 

macromoléculas modificadas a partir de matrizes complexas, após os processos de 

lise celular e centrifugação, pode ser efectuado por simples precipitação, 

cromatografias de afinidade ou troca iónica ou ainda recorrendo a electroforese em 

géis de poliacrilamida [77]. Podem ser utilizados vários métodos de análise para a 

detecção de adutos com macromoléculas. No que diz respeito à modificação covalente 

de proteínas, as estratégias mais tradicionais correspondem à detecção radiométrica 

ou detecção recorrendo a abordagens imunoquímicas. 

O uso de compostos radiomarcados é essencial na fase de desenvolvimento de 

fármacos para compreensão da sua biodistribuição no organismo. A maioria das 

indústrias farmacêuticas sintetiza compostos marcados com isótopos (tipicamente 3H 
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e/ou 14C) e promove a sua ligação covalente com as proteínas-alvo. Sejam estes 

estudos efectuados in vitro ou in vivo, estes adutos marcados podem ser facilmente 

detectados por contagem de cintilação em meio líquido (LSC da tradução do inglês 

liquid scintillation counting). A LSC é um método bastante barato e específico. No 

entanto tem como desvantagens o limite de detecção a baixas concentrações, o 

elevado custo do material radioactivo bem como toda a logística associada ao seu 

armazenamento/manuseamento.  

Os imunoensaios são baseados na interacção específica anticorpo-antigénio. 

Originalmente, os imunoensaios eram utilizados na detecção e quantificação de 

biomacromoléculas. No entanto, uma nova geração de técnicas como o Western blot 

ou ELISA, em combinação com outros procedimentos de enriquecimento e/ou 

purificação de matrizes complexas (através de electroforese em géis de poliacrilamida 

ou LC) permitiu a análise de pequenas biomoléculas modificadas. Em resultado destes 

avanços, foram desenvolvidos imunoensaios específicos para biomarcadores de 

exposição a compostos carcinogénicos ou outros xenobióticos [86]. Um dos exemplos 

do uso de imunoensaios para a análise de ligações covalentes entre xenobióticos e 

macromoléculas surge com ensaios efectuados para o benzo[a]pireno (Esquema I.9, 

BaP, 49), na década de 80. O BaP (50) é um conhecido poluente ambiental, da 

categoria dos hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAHs da tradução do inglês 

polycyclic aromatic hidrocarbons) e um dos carcinogénicos mais estudados. Neste 

caso particular sabe-se que o intermediário reactivo 7β,8α-di-hidroxi-9α,10α-epoxi-

7,8,9,10-tetra-hidrobenzeno[a]pireno (Esquema I.9, 50) é o responsável pela 

actividade mutagénica e carcinogénica do BaP (49). A sua classificação como 

substância carcinogénica para humanos [Grupo 1 da classificação da Agência 

Internacional para a Investigação do Cancro (IARC da tradução do inglês International 

Agency for Research on Cancer)] [87] muito se deve aos trabalhos efectuados por 

Santella e seus colaboradores [88, 89], que através do desenvolvimento de anticorpos 

específicos para o seu reconhecimento, observaram in vitro a modificação de 

macromoléculas, como HSA (51, Esquema I.9) ou DNA (52, Esquema I.9) com 50. 

Estes estudos abriram caminho para a possibilidade de biomonitorizar animais e 

humanos expostos a BaP (49) [90, 91]. 
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Esquema I.9. Activação metabólica do benzo[a]pireno (49) e a formação dos adutos 

covalentes com macromoléculas 51 (HSA) e 52 (DNA).  

 

Embora a abordagem imunoquímica seja bastante específica e em relativa 

extensão quantitativa, necessita de um conhecimento prévio do tipo de modificação 

observada e não exclui a detecção de espécies resultantes de reactividade cruzada do 

anticorpo, o que constitui uma grande desvantagem. No entanto, actualmente, e como 

já referido para os produtos de excreção urinária, a MS corresponde ao método mais 

poderoso para a análise de adutos com macromoléculas. Em especial, e no que diz 

respeito à modificação de proteínas, esta técnica é determinante, na medida em que 

por um lado permite a identificação da proteína mas também o local e o tipo de 

modificação encontrada.   

O desenvolvimento, nas últimas três décadas, dos métodos de MS e em 

especial, de técnicas de LC-MS tornou esta técnica bastante sensível e versátil, 

permitindo o seu uso como ferramenta analítica de amostras biológicas bastante 

complexas e a detecção de compostos, mesmo em situações de baixa concentração. 

Em particular, as técnicas que envolvem o uso das metodologias de cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massa por ionização de electrospray (LC-ESI-MS 

da tradução do inglês Liquid Chromatograph-Electrospray Ionization Mass 

Spectrometry) são as mais amplamente utilizadas para a análise de metabolitos e 

adutos de proteínas. O uso da técnica de ionização por electrospray (ESI da tradução 

do inglês electrospray ionization) é dos mais adequados para este tipo de compostos 

na medida em que necessita de solventes polares no processo de ionização, o que é 
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compatível com a natureza química todos os compostos em questão. Por outro lado, a 

possibilidade de solubilizar a matriz contendo os compostos em estudo permite o 

acoplamento eficaz da MS à técnica de LC, o que constitui uma vantagem, uma vez 

que permite uma separação cromatográfica previa à análise por MS de misturas 

complexas.  

Ainda assim, a complexidade das matrizes biológicas em estudo, contendo 

baixas concentrações de macromolécula modificada (quando comparadas com a 

concentração de macromoléculas não modificadas) implica muitas vezes o uso de 

outras ferramentas analíticas ou técnicas para promover uma melhor separação, 

extracção e/ou purificação previamente à sua análise. 

 

I.1.3.1. Técnicas de isolamento e destacamento de adutos com 

biomacromoléculas 

De forma a facilitar a análise, é possível destacar selectivamente, pela quebra de 

ligações químicas da macromolécula, resíduos da biomacromolécula contendo a 

modificação (resultante da reacção com as espécies reactivas). De uma maneira geral, 

as macromoléculas podem ser sujeitas a processos de digestão ou degradação 

química. No caso particular das proteínas, a quebra das suas ligações peptídicas pode 

ser efectuada por ambos os processos dando origem a adutos com aminoácidos ou 

péptidos (dependendo da metodologia usada). Relativamente aos adutos de DNA, o 

processo usado implica a quebra das ligações fosfodiéster, seja por digestão 

enzimática a desoxinucleósidos seja por digestão térmica às bases azotadas 

(nucleobases). 

Nas secções seguintes dá-se destaque a algumas destas metodologias através 

de exemplos em que foram aplicadas. 

 

I.1.3.1.A. Destacamento da valina N-terminal da hemoglobina 

A valina N-teminal da Hb corresponde a um centro reactivo para espécies 

electrófilas. Este facto é devido, por um lado, à grande acessibilidade deste resíduo a 

diferentes xenobióticos mas também, em grande parte, por se encontrar numa forma 

não ionizada, a pH fisiológico, apresentando por isso um carácter nucleófilo [19]. 

Aproveitando esta característica, foram desenvolvidos vários métodos de 

destacamento selectivo de adutos com a valina N-terminal da Hb no sentido de 

encontrar um método mais suave, simples e selectivo quando comparado com uma 
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hidrólise total da proteína a aminoácidos. Surgiu assim o método de degradação de 

Edman (Esquema I.10) no qual os adutos formados com a valina N-terminal da Hb 

(representado por 53 no Esquema I.10) são selectivamente destacados da proteína, 

com recurso ao uso de um isotiocianato (54, Esquema I.10) como agente derivatizante 

[ex.: isotiocianato de fenilo (PITC) ou isotiocianato de fluoresceína (FITC)], produzindo 

um derivado da hidantoína (aduto de Edman, 55, Esquema I.10) [92, 93]. A 

simplicidade deste método, juntamente com a possibilidade de extracção selectiva dos 

derivados de hidantoína formados, por um solvente orgânico, diminui as interferências 

da matriz, aumentando assim a possibilidade de detecção destes adutos com uma 

maior sensibilidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema I.10. Princípio geral associado à metodologia da degradação de Edman. RX: espécie 

electrófila correspondente ao metabolito reactivo/fármaco; PITC: isotiocianato de fenilo; FITC: 

isotiocianato de fluoresceína. 

A degradação de Edman é um método que necessita da síntese prévia de 

adutos padrão sujeitos ao mesmo tratamento das amostras analisadas para a 

quantificação dos adutos de Hb in vivo. Apesar disso, o desenvolvimento deste 

método, aliado às características da própria Hb, permitiu o aproveitamento deste tipo 

de adutos como biomarcadores de exposição a fármacos. A aplicação desta 

metodologia pode ser observada nos trabalhos desenvolvidos em fármacos anti-HIV, 

NVP (3) e ABC (10) já mencionados, para os quais foi possível detectar os respectivos 

adutos de Edman (56 e 57, Esquema I.11), a partir de Hb isolada de amostras de 
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doentes sujeitos a terapêuticas com estes dois fármacos [30, 41] e por comparação 

com padrões sintéticos previamente obtidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema I.11. Adutos de Edman obtidos pelo destacamento selectivo da valina N-terminal da 

Hb modificada com os fármacos anti-HIV, NVP (3) e ABC (10), nos estudos efectuados [30, 41]. 

 

I.1.3.1.B. Digestão enzimática de proteínas a péptidos ou aminoácidos 

A proteómica é definida como o estudo do proteoma, que corresponde ao 

conjunto de proteínas expresso pelas células, tecidos ou organismos. Na prática, isto 

inclui não só métodos de separação, identificação e quantificação de proteínas mas 

também a caracterização das interacções proteicas, modificações covalentes e 

variações na sequência de proteínas. O grande desafio na identificação de proteínas e 

proteínas modificadas e sua caracterização diz respeito à elevada complexidade das 

matrizes biológicas em que estas se encontram. Algumas proteínas podem apresentar 

variantes com uma diferença de alguns aminoácidos sendo necessário utilizar 

ferramentas altamente sensíveis que permitam a distinção destas pequenas variações. 

A área da proteómica teve uma rápida evolução na última década em grande parte 

devido ao desenvolvimento das técnicas de MS e, em particular das técnicas de 

HRMS. Por exemplo, graças à técnica de HRMS, Antunes e colaboradores [36] 

estimaram a extensão da modificação in vitro das proteínas do sangue (HSA e Hb) 

relativamente ao fármaco anti-HIV, NVP (3). Utilizando um derivado mesilado do 

metabolito maioritário 12-OHNVP (20), como substituto mimético do metabolito 

reactivo, 12-OSO3
--NVP (26) (Esquema II.11), foi efectuada a análise da massa intacta 
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destas proteínas modificadas, contendo incrementos de múltiplos de 264 u, como 

resultado da incorporação de vários fragmentos de NVP (3). A determinação da massa 

intacta da HSA não modificada evidenciou dois sinais a m/z 66509 e 33327 

correspondentes à molécula protonada, mono- e di- carregada respectivamente 

(Figura I.7a). Por comparação com estes valores, a análise da proteína modificada 

revelou um incremento de 1092 u para a molécula mono-carregada, o que evidenciou 

a ocorrência de modificação em quatro resíduos distintos (Figura I.6a). Embora com 

um resultado bastante mais complexo, a mesma análise foi efectuada para a Hb 

modificada e não modificada (Figura I.6b). A análise dos cromatogramas evidenciou o 

aparecimento de vários sinais com valores de m/z muito próximos do valor de m/z 

correspondente à massa intacta da Hb protonada não modificada, evidenciando 

igualmente a modificação da Hb em vários resíduos. Embora sem conseguir 

determinar os resíduos específicos de ligação com a espécie reactiva, esta abordagem 

permitiu demonstrar que efectivamente ocorreram modificações das proteínas do 

sangue com um derivado de 3. 

 

 

Figura I.6. Análise de massa intacta de (A) HSA não modificada e modificada com um derivado 

mesilado de NVP (3) e (B) Hb não modificada e modificada com um derivado mesilado da NVP 

(3). É claramente observado um significativo incremento de massa após a modificação das 

respectivas proteínas. Adaptado de [36]. 
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Uma outra abordagem utilizada e que se baseia na técnica de MS denomina-se 

top-down [77, 94]. Esta abordagem é baseada na análise da proteína intacta e na 

subsequente análise por técnicas HRMS dos iões gerados e da sua fragmentação 

(Figura I.7). Este método tem a vantagem de não gerar péptidos evitando a 

necessidade de uma separação posterior e prevenindo a perda de informação. No 

entanto, requer uma elevada quantidade de proteína purificada e gera espectros 

complexos devido à elevada multiplicidade de carga dos iões formados.  

 

Figura I.7. Esquema sequencial descritivo da abordagem top-down. Adaptado de [95]. 

Paralelamente ao desenvolvimento da técnica em si surgiram também várias 

metodologias para a análise de misturas de proteínas modificadas e não modificadas, 

tendo em conta a necessidade de utilizar pequenas quantidades de amostra. Estas 

metodologias envolvem por exemplo, a hidrólise enzimática total ou parcial das 

proteínas. 

Embora actualmente menos utilizado, um dos métodos usados no estudo de 

proteínas modificadas envolve a digestão enzimática total da proteína aos 

aminoácidos que a constituem. As desvantagens desta abordagem são não só o 

desconhecimento da posição concreta da proteína que foi modificada mas também a 

necessidade de haver uma síntese prévia de adutos padrão plausíveis para que, por 

comparação com os adutos resultantes da digestão enzimática, seja possível a sua 

identificação inequívoca na análise por MS. Um exemplo deste tipo de abordagem 

envolve novamente o fármaco anti-HIV NVP (3) e os respectivos adutos com a HSA. O 

trabalho levado a cabo por Antunes e seus colaboradores [36], envolvendo a digestão 

enzimática total da HSA modificada in vitro com um modelo electrófilo de 26 (Esquema 

I.3), e a comparação com padrões sintéticos, permitiu a detecção e identificação de 

adutos com resíduos de cisteína, serina, lisina, triptofano e serina, por MS.  

Actualmente, existem duas abordagens principais, baseadas na técnica de MS e 

que envolvem a hidrólise enzimática de proteínas a péptidos, que são mais 

frequentemente adoptadas para a identificação e caracterização de proteínas 

modificadas e não modificadas. São elas, as abordagens middle-down e bottom-up 

[77, 95].  
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A abordagem middle-down [96] é considerada um compromisso entre os 

métodos top-down e bottom-up (Figura I.8). Esta técnica é muito utilizada para a 

análise de um grupo especial de proteínas, as histonas. Esta abordagem tira partido 

do facto das caudas das histonas poderem ser clivadas por enzimas mais específicas 

(que hidrolisam aminoácidos menos frequentes) gerando péptidos longos com 40-50 

resíduos. Estes polipéptidos são subsequentemente analisados por MS e MS/MS. A 

vantagem desta técnica reside no facto de permitir a clivagem e análise da totalidade 

da cauda da histona (onde se acredita ocorrer a maioria das modificações), reduzindo 

o tamanho e a complexidade da sequência analisada quando comparada com a 

proteína intacta, por exemplo. 

Figura I.8. Esquema sequencial descritivo da abordagem middle-down. Adaptado de [95]. 

 

A abordagem bottom-up [77, 94, 97] corresponde à estratégia mais usada na 

identificação de proteínas em amostras de grande complexidade [95]. Este método 

também conhecido como shotgun envolve uma digestão em gel ou em solução com 

recurso a uma degradação enzimática proteolítica, gerando péptidos curtos. No caso 

particular da digestão em gel, é efectuado um passo prévio de separação. Regra geral, 

as proteínas são separadas recorrendo à electroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE da tradução do inglês sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel 

electrophoresis) de acordo com o seu peso molecular, sob a influência de um campo 

eléctrico aplicado. As proteínas isoladas são extraídas do gel e subsequentemente 

digeridas. A mistura de péptidos obtida pode ser posteriormente separada por LC ou 

electroforese capilar (CE da tradução do inglês capillary electrophoresis) e analisada 

por MS e MS/MS, gerando um conjunto de massas moleculares para cada péptido 

individualmente bem como o respectivo padrão de fragmentação (Figura I.9) 

Figura I.9. Esquema sequencial descritivo da abordagem bottom-up. Adaptado de [95]. 
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Foram desenvolvidos vários algoritmos especificamente para a identificação de 

proteínas tendo como base este tipo de dados [98]. Genericamente, o método consiste 

na geração de uma hidrólise enzimática virtual da proteína em estudo seguida do 

screening dos péptidos reais obtidos com base nas massas exactas, de modo a obter 

péptidos candidatos. Adicionalmente, o padrão de fragmentação (MS/MS) previsto 

para cada candidato é comparado (matching) com o padrão de fragmentação real 

obtido, colocando os resultados em função dos candidatos com maior matching 

(score) (Figura I.10). Os algoritmos de busca utilizados divergem na sua maioria na 

forma com atribuem o score aos péptidos candidatos. Exemplos de programas que se 

baseiam neste tipo de algoritmos são SEQUEST, Mascot, X!Tandem, Phenyx, 

Spectrum Mill, TagRecon, MaxQuant ou Myrimatch [98-103]. 

 

 

 

 

 

 

Figura I.10. Processo virtual levado a cabo pelos motores de busca na identificação e 

caracterização de proteínas. 

 

Dependendo da proteína em estudo, várias proteases podem ser utilizadas para 

promover a quebra de ligações específicas. Uma das enzimas mais usadas nesta 

abordagem é a tripsina. Esta protease é caracterizada pela clivagem de ligações 

peptídicas em que o grupo carbonilo provém de um resíduo dos aminoácidos arginina 

(R) ou lisina (K). Outras enzimas que são utilizadas para clivar diferentes locais na 

cadeia proteica encontram-se listadas na Tabela I.7 [104]. 
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Tabela I.7. Enzimas mais usadas na degradação proteolítica e os respectivos locais de 

clivagem. 

Enzima Clivagem depois de: Excepção, quando ocorre antes de: 

Tripsina (pH 8)       K, R P 

Arg C (pH 8)         R P 

Arg N (pH 4 - 9)          Antes de D - 

Quimotripsina (pH 8)           F, L, W, Y P e depois de PY 

Glu C (pH 7.8)        E P, E 

Glu C (pH 4)     D, E D, E 

Lys C (pH 8)        K - 

Pepsina (pH2 - 4)       F, L - 

Proteinase K (pH 6 - 10) C, F G, M, S, W, Y - 

Nota: K: Lisina, R: Arginina, P: Prolina, D: Ácido Aspártico, F: Fenilalanina, L: Leucina, W: Triptofano, Y: Tirosina, E: 
Ácido Glutâmico, C: Cisteína, G: Glicina, M: Metionina, S: Serina.  

 

A aplicação desta abordagem tem surgido na literatura nos últimos anos e são 

vários os exemplos descritos [82, 105-109]. Um dos exemplos diz respeito ao fármaco 

anti-HIV, ABC (10) já mencionado. Meng e colaboradores [105] observaram in vitro e 

in vivo a modificação covalente da HSA com 10. A estratégia consistiu primeiramente 

na caracterização dos adutos covalentes formados in vitro com a HSA e a espécie 

reactiva ABC-AL (15), resultante da acção da álcool desidrogenase (ADH) sobre 10. 

Recorrendo a uma abordagem bottom-up, que envolveu o uso da tripsina para 

promover a clivagem peptídica, foram identificados e totalmente caracterizados por 

LC-HRMS os péptidos modificados nas posições Lys 159, Lys190, His146, Arg 145, 

Cys34 e Gln33 do subdomínio IB (Tabela I.8). Os valores de incrementos 

correspondentes às modificações encontradas bem como os locais de ligação obtidos 

são compatíveis com a reactividade do aldeído α,β-insaturado 15 por formação de 

bases de Schiff com resíduos contendo azoto (ΔM 284) ou por via da adição de 

Michael a resíduos de cisteína (ΔM 284). Em alguns casos, verificou-se também após 

a ligação com 15 por qualquer uma das vias mencionadas, a ocorrência de cross-

linking com resíduos adjacentes (ΔM 266). 
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Tabela I.8. Péptidos trípticos obtidos por modificação da HSA com ABC-AL (15), in vitro. O 

resíduo modificado encontra-se evidenciado com (*) e a negrito. 

m/z exp. ΔM (u) Sequência peptídica Local de modificação 

533.6 266 LDELRDEGK*ASSAK Lys190/? 

712.4 266 RHPYFYAPELLFFAK*R* Lys159/Arg160 

660.4 266 R*H*PYFYAPELLFFAK Arg145/Hist146 

546.5 284 RH*PYFYAPELLFFAK His146 

676.4 284 H*PYFYAPELLFFAK His146 

838.4 266 ALVLIAFAQYLQQ*C*PFEDHVK Gln33/Cys34 

906.4 284 ALVLIAFAQYLQQC*PFEDHVK Cys34 

 

Subsequentemente, a análise de amostras de HSA de doentes em terapêutica 

com ABC (10) há pelo menos 2 anos, com a mesma metodologia utilizada nos ensaios 

in vitro, permitiu verificar a formação dos péptidos ALVLIAFAQYLQQC*PFEDHVK e 

H*PYFYAPELLFFAK modificados nos resíduos Cys34 e His146, respectivamente, 

apresentando para além do mesmo tR o mesmo padrão de fragmentação (obtido por 

LC-MS/MS) dos péptidos resultantes da modificação in vitro. Embora o mecanismo 

exacto das IDRs associadas a 10 não esteja totalmente esclarecido, esta metodologia 

veio evidenciar mais uma vez a formação de adutos covalentes com espécies 

reactivas geradas por bioactivação. Neste caso particular, o ABC (10) poderá formar 

adutos com o aldeído α,β-insaturado 15 por formação de bases de Schiff ou via da 

adição de Michael (Figura I.11). 
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Figura I.11. Identificação dos resíduos modificados com ABC (10), in vivo. 

Um outro exemplo diz respeito ao analgésico PARA (2). Cook e colaboradores 

[82] desenvolveram e validaram uma metodologia de LC-MS baseada na abordagem 

bottom-up que permitiu a detecção e quantificação de adutos do tipo 3-(cistein-S-il)-

PARA (58, Figura I.12.) com a HSA. Na medida em que a formação de adutos 

covalentes de proteínas com PARA (2) é tida como crítica na indução da 

hepatotoxicidade associada a 2, a quantificação destes adutos em amostras biológicas 

de forma sistemática constitui uma excelente ferramenta para a avaliação da 

exposição e toxicidade induzida. 

O procedimento desenvolvido, esquematizado na Figura I.12 envolve um passo 

de filtração da amostra biológica seguido de uma digestão enzimática com uma 

mistura de proteases (Tipo XIV) de forma a libertar os péptidos modificados com 2. Ao 

extracto hidrolisado foi adicionado um padrão interno (PI, Figura I.12) e seguiu-se uma 

precipitação com acetonitrilo (MeCN) e análise por LC-MS/MS. Este método foi 

validado por dois instrumentos analíticos distintos recorrendo a amostras de doentes 

sujeitos a uma terapia crónica com PARA (2) sendo o limite de quantificação entre 

0.010-10 μM. A aplicabilidade a outras matrizes biológicas foi também demonstrada 

pela aplicação da metodologia a plasma recolhido de ratos tratados com 2. 
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Figura I.12. Metodologia utilizada para a avaliação da exposição ao metabolito reactivo do 

PARA (2), in vivo. 
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I.2. Epilepsia e fármacos antiepilépticos (AEDs) 

A epilepsia é uma doença do sistema nervoso que se caracteriza pela repetição, 

súbita e imprevisível, de crises que são consequência clínica de uma anormal e 

excessiva actividade eléctrica entre as células nervosas (neurónios) [110]. Esta 

alteração na actividade eléctrica do cérebro pode ocorrer em diferentes zonas 

cerebrais, traduzindo-se em diferentes manifestações clínicas [111]. As manifestações 

motoras são as mais frequentes e correspondem a contracções repetidas e 

involuntárias de um dos membros ou face, ou em casos extremos, de todo o corpo de 

um indivíduo. Estas crises convulsivas podem muitas vezes ser acompanhadas da 

perda do controlo dos intestinos e bexiga. Embora menos frequentes, podem ocorrer 

manifestações não motoras que envolvem a perda de consciência ou alheamento do 

mundo.  

A epilepsia consiste num conjunto de distúrbios neurológicos de natureza crónica 

que têm um grande impacto na vida do doente a nível físico e psicológico, traduzindo-

se numa diminuição significativa da qualidade de vida. Na medida em que a maioria 

das crises ocorre espontaneamente e de forma imprevisível, muitos doentes vivem em 

constante expectativa de um embaraço resultante de um comportamento socialmente 

inadequado. Esta condição neurológica é extremamente debilitante e quando não 

controlada pode ser fatal, quer pela doença em si (traumatismos físicos decorrentes de 

acidentes ou quedas) quer por morte súbita inesperada por epilepsia (SUDEP da 

tradução do inglês sudden unexpected death in epilepsy) [112]. Além disso, os 

doentes epilépticos sofrem de discriminação, uma vez que a epilepsia é ainda uma 

doença associada a um grande estigma social devido ao desconhecimento que o 

público em geral tem dela (é erradamente ainda associada à possessão espiritual ou 

confundida com uma doença mental). Actualmente, o melhor conhecimento da doença 

e as variadas possibilidades terapêuticas têm permitido alterar esta ideia sobre a 

doença, e consequentemente uma melhor integração do doente em contexto social e 

familiar. 

Estima-se que 50 milhões de pessoas em todo o mundo sofram de epilepsia 

[110]. Globalmente, estima-se que são diagnosticados todos os anos 2,4 milhões de 

novos casos [110]. Nos países desenvolvidos, a incidência anual é de 30 a 50 casos 

por cada 100.000 pessoas, chegando estes valores a duplicar em países em 

desenvolvimento [110]. Na Europa [113], a prevalência é de aproximadamente 8 casos 

por cada 1000 habitantes estimando-se por isso cerca de 6 milhões de doentes com 

epilepsia. A incidência da epilepsia varia com a idade sendo significativamente maior 

durante os primeiros anos de vida e na população idosa [113, 114]. 
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Actualmente, existem disponíveis no mercado vários fármacos antiepilépticos 

(AEDs da tradução do inglês Antiepileptic Drugs) que podem ser usados para controlar 

as manifestações da doença. Até 1993 [115] existiam apenas oito AEDs disponíveis 

no mercado para o tratamento da epilepsia (Tabela I.9). Embora fármacos como 

fenobarbital (59, Tabela I.9), a fenitoína (60, Tabela I.9), o ácido valpróico (61, Tabela 

I.9) ou a carbamazepina (CBZ, 62, Tabela I.9) tenham a vantagem de uma 

reconhecida eficácia entre a comunidade médica, eles são também conhecidos como 

indutores/inibidores de enzimas hepáticas e estão associados a uma elevada 

interacção medicamentosa e efeitos adversos. Na década de 90, com os fármacos de 

2ª geração [115, 116] como a oxcarbazepina (OXCBZ, 63, Tabela I.9), o felbamato 

(64, Tabela I.9) ou o topiromato (65, Tabela I.9), surge uma nova corrente de 

desenvolvimento que apresenta menos interacções entre fármacos, oferecendo mais 

opções de tratamento com melhor tolerabilidade e farmacocinética e menos efeitos 

adversos. Nas últimas duas décadas [117, 118], com o melhor conhecimento sobre a 

doença e os mecanismos a ela associados, surgiram os fármacos de 3ª geração. São 

exemplos o acetato de eslicarbazepina (66, Tabela I.9) ou a retigabina (67, Tabela I.9). 

Estes apresentam novos modos de acção farmacológica comparativamente aos AEDs 

de 1ª e 2ª geração conhecidos, abrindo a possibilidade para a terapia combinada ou 

politerapia, actuando em diferentes alvos terapêuticos simultaneamente com o 

objectivo de uma maior eficácia, e uma melhor qualidade de vida do doente.  

Embora a maioria dos doentes, com terapia adequada, consiga controlar a 

repetição das crises convulsivas, 30 a 40 % dos doentes continuam a ter crises apesar 

do uso dos AEDs [119]. Os fármacos até aqui desenvolvidos não permitem a cura total 

da doença, actuando apenas ao nível do controlo das manifestações clínicas, sendo 

por isso necessária a toma de medicação diariamente, durante anos, algumas 

décadas ou até mesmo toda a vida. No entanto, a existência de vários  

AEDs, com diferentes perfis farmacocinéticos e acções farmacológicas permite não só 

uma melhor aplicação de terapêuticas personalizadas a cada doente mas também 

resolver situações de resistência aos fármacos que têm surgido em alguns doentes 

[120].  
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Tabela I.9. Exemplos de fármacos antiepilépticos (AEDs). 

1º geração (antes de 1993) 2º geração (1993 - 2009) 3º geração (2009 - até hoje) 
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Ao contrário de outras classes terapêuticas, os AEDs não são normalmente 

divididos de acordo com os respectivos modos de acção. Tal facto deve-se 

essencialmente a dois factores. Por um lado, os mecanismos de acção não são 

totalmente compreendidos a nível molecular e alguns AEDs aparentam ter mais do 

que um modo de acção, a contribuir para a sua eficácia terapêutica [115]. Por outro 

lado, o mecanismo desencadeador da própria doença também não foi ainda 

totalmente estabelecido sendo que muitas vezes a abordagem terapêutica tomada não 

será baseada no mecanismo de acção do AED utilizado. Apesar de tudo, foram 

identificados alguns processos importantes no mecanismo de acção dos AEDs [115, 

121-123]. Sabe-se que os AEDs actuam no sistema nervoso central (SNC) interferindo 

na anormal excitabilidade neuronal. De uma maneira geral, a acção dos AEDs pode 

ocorrer em dois alvos distintos: 

1. Modulação da condutância nos canais iónicos dependentes de voltagem 

(sódio, cálcio ou potássio); 

2. Inibição da actividade de neurotransmissores como o ácido γ-

aminobutírico (GABA) (inibitório) ou glutamato (excitatório), interferindo 

na sua síntese, metabolismo ou na acção dos seus transportadores e/ou 

receptores [antagonistas dos receptores de GABA e agonistas dos 

receptores glutamatérgicos como o ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropiónico (AMPA) ou o N-metil D-Aspartato (NMDA)]. 

 

A maioria dos AEDs desenvolvidos têm como alvos o canal iónico de sódio 

dependente de voltagem e os receptores de GABA [116, 122, 124] mas na última 

década tenham surgido AEDs com outros alvos terapêuticos [125, 126]. Embora não 

haja evidências que sugiram que estes novos fármacos são mais eficazes, eles 

apresentam um maior espectro de actividade, menos interacções medicamentosas e 

uma melhor tolerabilidade. Os mecanismos de acção propostos bem como os AEDs a 

eles associados podem ser observados na Figura I.13. 

O bloqueio dos canais iónicos de sódio dependentes de voltagem é um dos 

alvos primários de muitos AEDs. A fenitoína (59), CBZ (62), OXCBZ (63) e o felbamato 

(54), entre outros, são exemplos de AEDs que actuam ao nível dos canais iónicos de 

sódio [115, 123, 124]. Estas moléculas têm alta afinidade para estes receptores no seu 

estado de inactivação. Ao bloquear o canal, prolongam este estado e 

consequentemente o processo de despolarização da membrana neuronal induzido 
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pelo influxo de iões de Ca2+ é reduzido, impedindo a libertação dos 

neurotransmissores na fenda sináptica e a propagação do impulso nervoso [127].  

O GABA é principal neurotransmissor inibitório e vários fármacos actuam ao 

nível da sinapse inibitória interferindo com a sua síntese, metabolismo, transporte e 

receptores deste neurotransmissor. Por exemplo, as benzodiazepinas, os barbitúricos 

ou o topiromato (65) [115] [123, 124] são promotores da neurotransmissão inibitória 

por modularem alostericamente os receptores de GABA do tipo A (GABAA) mediando 

a corrente de iões Cl-. Por outro lado, o ácido valpróico (61) [115] inibe 

irreversivelmente a enzima mitocondrial GABA-transaminase que é a enzima 

responsável pelo metabolismo do GABA. Este mecanismo resulta num aumento da 

concentração do neurotrasmissor e temporariamente prolonga a libertação e presença 

do GABA na fenda sináptica.  

 

 

Figura I.13. Mecanismos de acção propostos para alguns fármacos antiepilépticos (AEDs) (na 

caixa a cinzento), com actuação nos terminais nervosos excitatórios (lado direito) e inibitórios 

(lado esquerdo). AMPA, ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiónico NMDA, N-metil 

D-Aspartato; GABAA, ácido γ-aminobutírico do tipo A. Adaptado de [123]. 

 

I.2.1. Fármacos antiepilépticos aromáticos (AAEDs) 

Os AEDs que apresentam pelo menos um anel aromático na sua estrutura 

química são denominados fármacos antiepilépticos aromáticos (AAEDs da tradução do 

inglês Aromatic Antiepileptic Drugs). Esta classe de fármacos tem sido associada a 

IDRs [128] e em especial a reacções de hipersensibilidade [129] bastante severas 
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podendo mesmo ser fatais. As reacções de hipersensibilidade reportadas como 

estando associadas aos AAEDs correspondem a reacções cutâneas severas como a 

Síndrome de Stevens-Jonhson (SJS da tradução do inglês Stevens-Jonhson 

Syndrome) [130, 131], Necrólise Epidérmica Tóxica (TEN da tradução do inglês Toxic 

Epidermal Necrolysis) ou Síndrome de Lyell [130] e Síndrome de reacção a fármacos 

com eosinofilia e sintomas sistémicos (DRESS da tradução do inglês Drug Reaction 

with Eosinophilia and Systemic Symptoms) [132, 133]. Em particular, o fenobarbital 

(59), a fenitoína (60), a CBZ (62), a OXCBZ (63) e a lamotrigina (72), todos AAEDs, 

têm sido a associados a estas patologias. 

A SJS e a TEN [134] são IDRs de extrema gravidade e potencialmente mortais, 

que se caracterizam pela necrose dos queratinócitos (células diferenciadas do tecido 

epitelial), e se expressam clinicamente por uma esfoliação mucocutânea intensa. Esta 

patologia é frequentemente precedida de febre elevada, tosse, conjuntivite, dor crónica 

e mal-estar geral. Apesar de alguma controvérsia na diferenciação das duas 

síndromes, estes são classificados de acordo com a extensão do destacamento 

epidérmico e lesões individualizadas; no SJS a percentagem é de 10-20% da 

superfície corporal com envolvimento de pelo menos duas áreas mucosas enquanto 

na TEN esta percentagem é superior a 20% com o envolvimento de várias mucosas. 

Estima-se que a incidência destas síndromes na população varia entre 1 a 7 e 1 a 2 

casos por milhão de pessoas/ano para SJS e TEN, respectivamente [135]. A 

mortalidade associada a ambas SJS/TEM é considerável estando estabelecida entre 

10 a 34% [136].  

As SJS/TEN geralmente surgem como resposta idiossincrática à administração 

de fármacos e embora o mecanismo fisiopatológico ainda não seja totalmente 

conhecido, é consensual a existência de um mecanismo de base imunológica [134]. O 

facto de o intervalo de tempo entre a administração do fármaco indutor e o 

aparecimento das manifestações clínicas diminuir substancialmente em casos de 

recorrência destas síndromes aponta para a ocorrência de uma sensibilização primária 

e consequente memória imunológica. Por outro lado, em vários estudos efectuados 

verificou-se a existência de células mononucleares junto dos queratinócitos necróticos, 

bem como uma alteração das subpopulações linfocitárias (com linfócitos T CD4+ a 

nível da camada superior da derme e linfócitos CD8+ a nível da epiderme e junção 

dermo-epidérmica) [137]. Além disso, as SJS/TEN têm sido associadas a doenças 

auto-imunes, como o lúpus eritomatoso sistémico [138].  

 Esta resposta imunológica, qualquer que seja a forma como actua, é certamente 

modulada por diversos factores, que podem ir desde uma predisposição genética a 

uma infecção viral prévia. Nas últimas duas décadas, estudos farmacogenéticos 
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sugerem de facto uma predisposição genética importante para o desenvolvimento 

destas reacções de hipersensibilidade. Esta teoria é suportada por estudos que 

associam o sistema antigénio leucocitário humano (HLA), nomeadamente alelos 

específicos para determinadas etnias a casos de SJS/TEN/DRESS induzidos por 

AAEDs [139]. 

O DRESS [132] é caracterizado por erupções cutâneas severas, febre, 

linfadenopatia, hepatite e alterações hematológicas, podendo envolver outros órgãos e 

originando insuficiência renal, cardíaca e pulmonar. Estima-se que a incidência desta 

síndrome afecte entre 1 a 2 casos por milhão de pessoas/ano e a mortalidade 

associada é de 20-30% [132, 140]. O mecanismo exacto responsável pelo DRESS 

também não é totalmente conhecido mas é consensual a sua associação a uma 

resposta imunológica pela acção de fármacos, sendo os mais comuns os AEDs, os 

antidepressivos, sulfonamidas e anti-inflamatórios [132].  

Estas reacções de hipersensibilidade são consideradas um grave problema 

clínico. Dado o seu impacto na saúde dos doentes, e tendo em conta que estes 

fármacos são administrados a uma grande percentagem da população, incluindo 

crianças, durante um grande período de tempo, a determinação do risco associado 

aos AAEDs é crucial. Nos capítulos seguintes serão discutidos em pormenor dois 

AAEDs a que estão associadas as reacções adversas acima descritas. 

I.2.1.1. Carbamazepina 

 A carbamazepina (5H-dibenzo[b,f]azepina-5-carboxamida, CBZ, 62, Figura I.14) 

é um AED de primeira geração. A sua acção anticonvulsiva foi demonstrada por 

Hernandez-Peon no III Congresso Internacional de 

Neurofarmacologia em Munique em 1962, tendo 

no ano seguinte sido comercializado na Europa 

[141]. A CBZ (62) é um AAED, derivado do 

iminoestilbeno, usado na primeira linha de controlo 

das crises convulsivas (parciais e generalizadas), 

em grande parte devido ao seu baixo custo. Além 

disso é também prescrito em situações de dor 

crónica, nevralgia do trigémeo [142] e doenças psiquiátricas como a doença bipolar, 

depressão ou esquizofrenia [143].  

Farmacocinética e Farmacodinâmica 

Figura I.14. Estrutura da CBZ (62). 
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A CBZ (62) tem como modo de acção primário o bloqueio dos canais iónicos de 

sódio dependentes de voltagem, reduzindo a sua condutância e consequentemente 

impedindo a propagação do impulso nervoso [144]. No entanto, e embora não se saiba 

exactamente de que forma isso contribui para a sua actividade, acredita-se que a CBZ 

(62) também tenha acção sob os canais iónicos de cálcio e os receptores GABAA [144, 

145]. 

A CBZ (62) é uma molécula lipofílica que se dissolve lentamente no fluido 

gastrointestinal. Os dados sobre a sua biodisponibilidade indicam uma absorção 

errática devido à sua natureza físico-química [145]. Embora a sua janela terapêutica 

seja considerada entre 4 a 12 mg/mL [146], há dados contraditórios sobre este 

parâmetro na medida em que os doentes muitas vezes respondem a valores acima ou 

abaixo desta gama. Nos adultos, a sua biodisponibilidade é de 80% e o t1/2 varia entre 

31 e 35 h [147]. No entanto, este parâmetro desce para 16 a 24 h depois de uma 

administração continuada, devido à capacidade de auto-indução das enzimas do 

CYP450 [148, 149]. Nos humanos [150], a CBZ (62) fixa-se entre 70 a 80% às 

proteínas séricas e, devido ao seu carácter lipofílico, tem a capacidade de passar a 

barreira hemato-encefálica. 

A CBZ (62) é predominantemente transformada no fígado pelas enzimas do 

CYP450. O padrão metabólico da conversão de 62 a produtos mais hidrofílicos que 

permitam a sua excreção é complexo e variado. Tanto nos Humanos como em 

modelos animais, a principal via de excreção é a renal, embora também possa ocorrer 

pelas fezes. Nos humanos, aproximadamente 70% da dose ingerida pelo doente é 

eliminada pela urina, e destes 70% apenas 2 a 5 % na forma de CBZ (62) não 

transformada [151]. Até à data foram identificados mais de 30 metabolitos da CBZ (62) 

[152-155]. Nos Humanos [153, 154], a principal via metabólica da CBZ (62) envolve a 

oxidação da ligação dupla C10-C11 formando a 10,11-di-hidroxi-10,11-epoxi-

carbamazepina (EPCBZ, 79, Esquema I.12) [152, 153, 156]. A EPCBZ (79) é também 

farmacologicamente activa [157, 158] e pensa-se que tal como a CBZ (62), tenha 

como modo de acção o bloqueio dos canais iónicos de sódio dependentes de 

voltagem [157, 158]. A formação de 79 é mediada essencialmente pelas isoformas do 

CYP450, CYP 3A4, CYP 3A5 e CYP 2C8 [159, 160]. A EPCBZ (79) é posteriormente 

convertida no diol trans-10,11-di-hidroxi-carbamazepina (trans-diol-CBZ, 80a, 

Esquema I.12) pela EH [152, 153, 161]. O isómero cis-10,11-dihidroxi-carbamazepina 

(cis-diol-CBZ, 80b, Esquema I.12) foi também identificado em urinas de ratos Sprague-

Dawley e urinas de doentes tratados com CBZ (62)[152]. Embora em menor 

quantidade relativamente ao isómero trans-diol (80a) (25 a 100 vezes menos), foi 

sugerido que a formação do metabolito 80b poderá ser explicada pelo envolvimento de 
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bactérias existentes no intestino, de modo semelhante ao que foi observado para o 

metabolismo do benzeno [162] e alguns PAHs [163, 164]. A acção destas bactérias, 

através do seu metabolismo, promoverá a formação de um intermediário peróxido 

cíclico que, após redução nas paredes do intestino ou no fígado, dará origem a um cis-

1,2-diol. Ainda em relação a esta via metabólica, foi identificado o metabolito 9-

hidroximetil-10-carbamoil-acridano (9-OH-acridano, 81, Esquema I.12) como produto 

de biotransformação da CBZ (62) [152, 165]. A origem da formação deste produto de 

contracção é controversa; vários autores sugerem que 81 poderá formar-se in vivo a 

partir da EPCBZ (79) ou do trans-diol-CBZ (80a) por contracção do anel de 7 

membros. Os estudos de Eichelbaum [153] e colaboradores mostraram uma 

correlação entre o trans-diol-CBZ (80a) e 81. Os t1/2 determinados para cada um 

destes metabolitos em amostras de plasma de doentes em terapia combinada 

aumentaram de igual modo quando comparado com doentes em monoterapia, 

enquanto o mesmo parâmetro correspondente ao EPCBZ (79) se mantém constante 

em qualquer das situações. Um possível mecanismo para a formação de 9-OH-

acridano (81) a partir do trans-diol-CBZ (80a) corresponde a uma redução do produto 

resultante de um rearranjo do tipo pinacol do metabolito 80a. No entanto, o facto de o 

9-OH-acridano (81) ser um metabolito minoritário em humanos e não ter sido 

identificado em ratos tratados com CBZ (62) [166] sugere a contribuição de uma outra 

via. 

Embora minoritária, uma segunda via metabólica envolve a oxidação das 

posições aromáticas a metabolitos fenólicos mono- e di-hidroxilados. Os metabolitos 

maioritários mono-hidroxilados formados por esta via são a 2-hidroxi-carbamazepina 

(2-OHCBZ, 82, Esquema I.12, a azul) e a 3-hidroxi-carbamazepina (3-OHCBZ, 83, 

Esquema I.12, a azul) [152, 154, 155, 167]. Alguns estudos indicam também a 

possível formação de derivados mono-hidroxilados nas posições 1 e 4 do anel 

aromático [152-154, 167]. Embora nenhum intermediário tenha sido observado in vivo, 

os metabolitos fenólicos mono-hidroxilados, são presumivelmente originados pela 

formação de um precursor do tipo óxido de areno [168-170] e, no caso particular da 2-

OHCBZ (82) e da 3-OHCBZ (83), a partir da 2,3-epoxi-carbamazepina (2,3-EPCBZ, 

84, Esquema I.12, a azul). Estudos efectuados em microssomas de fígado humano 

(HLM da tradução do inglês Human Liver Microsome) incubados com CBZ (62) 

demonstraram a interveniência de várias isoformas do CYP450, nomeadamente 

CYP2B6, CYP3A4, CYP1A2, CYP2A6 e CYP 2E1 [171]. Outro metabolito proveniente 

desta via, e que foi igualmente detectado em urinas de ratos tratados com CBZ (62) e 

doentes em monoterapia, é o 2-hidroxi-iminoestilbeno (2-OHIM, 85, Esquema I.12, a 

azul) [152]. A formação do 2-OHIM (85) é muito provavelmente originada por acção da 
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isoforma CYP 3A4 sobre a CBZ (62), dando origem ao metabolito 82 seguido da 

hidrólise da ureia [172, 173]. No entanto, há autores que defendem a formação de 85 a 

partir do iminoestilbeno (IM, 86, Esquema I.12, a azul) [172]. O IM (86) é também 

considerado um metabolito resultante da hidrólise da ureia da CBZ (62) muito embora 

só tenha sido detectado em urinas de rato [152]. 

O principal derivado di-hidroxilado observado é o catecol 2,3-dihidroxi-

carbamazepina (2,3-OHCBZ, 87, Esquema I.12, a azul) resultante da oxidação dos 

metabolitos mono-hidroxilados maioritários 82 e 83 [152, 167]. Embora o metabolito 

2,3-OHCBZ (87) possa conceptualmente ser formado a partir da 2-OHCBZ (82) e 3-

OHCBZ (83), estudos em HLMs indicam que deverá ser a 3-OHCBZ (83) o maior 

responsável pela formação do catecol 87, in vivo [171]. Duas observações apontam 

neste sentido: 1) a velocidade de formação de 87 a partir de HLMs incubados com 3-

OHCBZ (83) é cinco vezes superior quando comparada com o 2-OHCBZ (82); 2) a 

taxa de conversão da CBZ (62) in vitro, em 3-OHCBZ (83) é cerca de vinte e cinco 

vezes superior relativamente à da conversão em 2-OHCBZ (82). O catecol 87 é 

gerado a partir de 3-OHCBZ (83) pela acção das isoformas CYP 3A4 e CYP 2C19 

[171].  

A CBZ (62) é directamente metabolizada ao N-glucorónido (Esquema I.12) [152, 

167]. Estudos efectuados em HLMs incubados com 62 na presença das isoformas 

humanas maioritárias da UGT mostraram que a CBZ (62) é biotransformada apenas 

pela isoforma UGT2B7 [174]. Na medida em que esta isoforma também se encontra 

expressa nos rins e intestinos [16], assume-se que para além da biotransformação de 

62 ocorrer no fígado, poderá também ocorrer nestes locais. Nos estudos de Lynn e 

colaboradores [167], a análise de urinas de doentes em terapia com CBZ (62) permitiu 

a observação dos produtos de excreção de alguns dos metabolitos descritos (80a, 82, 

83, 85) nas formas conjugadas (N- e O-glucorónidos, Esquema I.12). Todos os 

metabolitos foram também encontrados na forma não conjugada tendo sido 

identificados por LC-MS mediante comparação com padrões sintéticos [153]. 

Uma via metabólica extra-hepática foi proposta por Frust e Uetrecht e 

corresponde à via do 9-acridina-carboxaldeído (9-AL, 88, Esquema I.12, a verde) [175-

178]. Estes autores observaram que a CBZ (62) é metabolizada in vitro por leucócitos 

humanos activados, e em fortes condições oxidativas (sistema de 

myeloperoxidase/peróxido de hidrogénio e HOCl). As espécies identificadas foram 88, 

a acridina (AI, 89, Esquema I.12, a verde), a acridona (AO, 90, Esquema I.12, a verde) 

e os derivados clorados, cloroacridona (Cl-AO, 91, Esquema I.12, a verde) e 

dicloroacridona (diCl-AO, 92, Esquema I.12, a verde) (no Esquema I.12., as posições 

dos substituintes R são meramente indicativas). Todos estes derivados resultam da 
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contracção do anel de sete membros da CBZ (62) a um anel de seis membros. Os 

autores propuseram que a contracção de anel poderia resultar de um carbocatião 

clorado intermediário (93, Esquema I.12, a verde) formado por ataque electrófilo do 

ácido hipocloroso à ligação dupla C10-C11 de 62, seguido de transposição do tipo 

pinacólico [177]. Presumivelmente, o aldeído 88 formar-se-á por hidrólise do produto 

directo da transposição.  
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Esquema I.12. Metabolismo proposto para a CBZ (62). As duas vias metabólicas mais significativas encontram-se representadas por cores distintas, 

preto e azul. A via minoritária está representada pela cor verde. 



                                                                                                                                                                                                                                                                    
Capítulo I • Introdução                                                                                                                                                                                                                                                                      

57 
 

Toxicidade 

Todos os AEDs apresentam uma alta incidência de ADRs sendo esta a maior 

causa para a descontinuação do tratamento [179]. A maioria das ADRs associadas à 

CBZ (62) são relativamente moderadas e dependentes da dose administrada. De uma 

maneira geral, elas afectam o sistema nervoso central originando problemas de sono, 

fadiga, letargia, tonturas, dores de cabeça e problemas de memória [180, 181]. Outros 

sintomas menos frequentes mas que também se encontram descritos são problemas 

comportamentais, irritabilidade, problemas gastrointestinais, náuseas e problemas de 

peso [180]. No entanto, o uso crónico da CBZ (62) também tem sido associado a uma 

grande variedade de IDRs, nomeadamente a reacções cutâneas severas e alterações 

hematológicas, imunológicas ou hepáticas [128, 180, 182, 183]. Quando comparada 

com outros AEDs, verifica-se um grande número de casos reportados como estando 

associados a reacções de hipersensibilidade à CBZ (62), como SJS [184-186], TEN 

[184, 187, 188] e DRESS [189-192], chegando mesmo algumas a serem fatais [187, 

188]. 

 Nas últimas duas décadas foram efectuados estudos no sentido de investigar a 

possível existência de uma ligação genética entre os SJS/TEN/DRESS e o sistema 

HLA. Chung e colaboradores [193] foram os primeiros a identificar uma associação 

deste tipo  ao efectuar a tipificação dos alelos dos genes HLA-A, HLA-B, HLA-C e 

HLA-DRB1 de 44 doentes em terapia com CBZ (62) e que apresentavam SJS/TEN, de 

101 doentes tolerantes à CBZ (62) e de 92 indivíduos saudáveis. Todos os indivíduos 

que participaram no estudo eram de etnia asiática, residentes em Taiwan. Estes 

autores reportaram que todos os 44 doentes (100%) com SJS/TEM apresentavam o 

alelo HLA-B*1502 positivo em comparação com apenas três (3%) dos doentes 

tolerantes à CBZ (62) e 8 dos indivíduos saudáveis (9%). Estudos posteriores [183, 

194-196] confirmaram assim, que as reacções de hipersensibilidade mencionadas são 

significativamente mais comuns em indivíduos que possuem o alelo HLA-B*1502 e 

têm maior prevalência na população do sudeste asiático e ascendência asiática. 

Todas estas evidências levaram à Food and Drug Administration (FDA) a lançar um 

aviso à comunidade científica e a todos os profissionais de saúde [197], no final de 

2007, alertando para o perigo das reacções de hipersensibilidade cutânea severas e 

potencialmente mortais, recomendando o mapeamento genético prévio para o alelo 

HLA-B*1502, no início do tratamento com CBZ (62), para doentes com ascendência 

asiática. Mais recentemente, foi também observada uma relação do mesmo tipo na 

população da Europa portadora do alelo HLA-B*1301 [198, 199]. 
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Para além das reacções de hipersensibilidade, a CBZ (62) tem sido também 

associada a um aumento do risco de desenvolver lúpus eritematoso sistémico [200-

203] com maior incidência nas mulheres [203]. Por outro lado, embora a associação 

entre a exposição a 62 e o desenvolvimento de malformações congénitas ainda não 

tenha sido consolidada, têm sido reportados alguns casos de efeitos teratogénicos 

relacionados com a administração da CBZ (62) [204, 205], em especial em co-

administração com outros AEDs [206]. 

Bioactivação 

Os mecanismos associados às reacções de hipersensibilidade induzidas pela 

CBZ (62) não estão totalmente esclarecidos. Várias hipóteses são apontadas para 

explicar os processos moleculares que ocorrem desde a exposição a 62 até à 

ocorrência destes efeitos adversos. Em comum, todas as reacções de 

hipersensibilidade induzidas por CBZ (62) parecem ter uma base imunológica, 

provavelmente desencadeada por 62 ou pelos seus metabolitos, por interacção com 

receptores do MHC de que resultará o estímulo das células do sistema imunitário. 

Estudos in vitro [207, 208] mostraram que células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs da tradução do inglês peripheral blood mononuclear cells) de doentes 

tratados com 62 e apresentando reacções de hipersensibilidade, proliferam na 

presença do fármaco. Além disso, há ainda estudos [209] mostrando que para além da 

proliferação das PBMCs, de doentes tratados com CBZ (62), ocorre também 

citotoxicidade e secreção de elevados níveis do interferão do tipo II ou gama (IFN-γ da 

tradução do inglês Interferon-gamma). No entanto, a natureza do antigénio 

apresentado no MHC às células T não é conhecida, podendo ser a própria CBZ (62) 

ou um conjugado peptídico formado com uma espécie reactiva de 62, após 

biotransformação. 

Nos últimos anos, o mecanismo “altered peptide model” (ver mecanismo 4, 

Tabela I.4) tem sido apontado como um possível mecanismo responsável pelas 

reacções de hipersensibilidade induzidas pela CBZ (62). Esta teoria baseia-se na 

observação de uma interacção não covalente entre 62 e resíduos específicos do alelo 

HLA-B*1502, que é responsável por activar as células T [210, 211]. Este facto sugere 

que a ligação do próprio fármaco (sem necessitar de activação) poderá alterar os 

péptidos apresentados às células T e desta forma desencadear uma resposta 

imunitária conducente às reacções de hipersensibilidade. No entanto, à luz das 

evidências apresentadas nos capítulos seguintes, existem também indicações 

consistentes com um mecanismo de haptenização ou pró-haptenização, com o 
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envolvimento de possíveis espécies reactivas. Além disso, os possíveis mecanismos 

desencadeadores da resposta imunitária não são exclusivos, podendo ocorrer vários 

em simultâneo, entre os quis o modelo de haptenização (ver mecanismo 1, Tabela I.2). 

É de salientar que uma situação similar já foi também observada para o fármaco anti-

HIV ABC (9), já mencionado [30, 49, 212, 213].  

Várias abordagens in vivo e in vitro têm sido utilizadas no sentido de elucidar o 

envolvimento da bioactivação da CBZ (62) na indução dos eventos tóxicos. No 

entanto, a estrutura da(s) espécie(s) reactiva(s) desencadeadora(s) da resposta 

imunitária é controversa. O envolvimento da activação metabólica da CBZ (62) a 

espécies reactivas é suportado pelos estudos de Lillibridge e colaboradores [169]. 

Estes autores detectaram in vitro uma interacção covalente entre a CBZ (62) marcada 

com carbono-14, [14C]-CBZ (62) e microssomas de fígado de rato (MLM da tradução 

do inglês Mouse Liver Microsomes) mediada pela acção das enzimas do CYP450. 

A aparente estabilidade in vivo do EPCBZ (79) tem sido usada como argumento 

para descartar a possibilidade deste metabolito farmacologicamente activo reagir com 

biomoléculas. No entanto, Bu e colaboradores [214] observaram a formação de um par 

de diastereómeros correspondentes ao aduto covalente formado entre 79 e a GSH 

[(S,S)-GSH-EPCBZ e (R,R)-GSH-EPCBZ, representados por 94a e 94b 

respectivamente, Figura I.15], in vitro, que caracterizaram totalmente por LC-MS e 

NMR. Paralelamente, foi investigada a ligação covalente do EPCBZ (79) marcado com 

carbono-14, [14C]-EPCBZ (79) em HLMs. Os resultados demonstraram que 79 forma 

adutos covalentes com os microssomas, numa extensão que decresce 

significativamente na presença de GSH. Esta observação sugere que a GSH compete 

directamente com os resíduos nucleófilos das proteínas, armadilhando o epóxido 

reactivo 79. Mais recentemente [215], foi demonstrada a reactividade in vitro do 

metabolito 79 com as proteínas HSA e a Glutationa-S-transferase humana (hGST). Os 

locais de ligação do EPCBZ (79) com estas duas proteínas foram determinados por 

metodologias de proteómica aliadas a técnicas de LC-MS, tendo-se verificado a 

ocorrência de ligação em resíduos de histidina (His146 e His338 no caso da HSA) e 

cisteína (Cys47 no caso da hGST). Além disso, outros estudos sugerem que a 

deficiência na actividade da EH poderá ter um papel interventivo na susceptibilidade 

individual às reacções adversas associadas à CBZ (62) [216-218].  
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Figura I.15. Adutos covalentes (par de diastereómeros) detectados in vitro em incubações de 

HLMs com CBZ (62) na presença de GSH, por comparação dos adutos padrão formados por 

reacção do EPCBZ (79) com a GSH. 

 

A todas estas evidências acresce o facto de alguns xenobióticos, que 

apresentam anéis aromáticos e/ou ligações duplas na sua estrutura e que, ao 

passarem por processos de biotransformação que envolvem a formação de um 

epóxido, estão associados a algum tipo de toxicidade [86]. O BaP (49) e a aflatoxina 

B1 (AFB1, 95, Esquema I.13), substâncias que se inserem na lista do Grupo 1 

(substâncias carcinogénicas para os humanos) da classificação da IARC [87], incluem-

se nesta categoria. Os agentes químicos mencionados são biotransfomados a 

metabolitos ou intermediários reactivos contendo pelo menos um anel epóxido, que é 

considerado responsável pela formação de adutos covalentes com proteínas e/ou 

DNA (representados por 51 e 97 no Esquema I.13) e consequentemente pela 

toxicidade a eles associada [88, 219]. À luz destas evidências, o EPCBZ (79) não 

deverá ser negligenciado enquanto potencial metabolito tóxico. 
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Esquema I.13. Representação esquemática da bioactivação dos xenobióticos, BaP (49) e 

AFB1 (95) e da reacção dos respectivos metabolitos/intermediários reactivos com 

macromoléculas dando origem aos adutos covalentes 51 e 97. A formação do intermediário 

7β,8α-di-hidroxi-9α,10α-epoxi-7,8,9,10-tetra-hidrobenzeno[α]pireno (50), a partir do BaP (49) é 

considerado o passo promotor da sua toxicidade [88]; o mesmo se verifica no caso da AFB1 

(95) com a formação do metabolito reactivo aflatoxina-exo-8,9-epóxido (96) [219]. 

 

O papel dos metabolitos fenólicos da CBZ (62) e dos precursores plausíveis na 

indução das IDRs associadas a 62 tem sido consistentemente proposto. De facto, o 

ataque nucleófilo das biomoléculas a intermediários do tipo óxido de areno é 

frequentemente proposto como mecanismo de toxicidade de um grande número de 

hidrocarbonetos aromáticos (representados genericamente pelo benzeno no Esquema 

I.14) considerados tóxicos [88, 89]. Além disso, e de uma maneira geral, os compostos 

fenólicos gerados poderão também ter a capacidade de induzir citotoxicidade e 

genotoxicidade através de um processo de bioactivação a espécies quinóides [220]. 

Este processo envolve oxidações sequenciais produzindo o radical semiquinona 

(Esquema I.14) seguido da formação de espécies quinoídes sejam elas na forma de 

quinonas, quinona-iminas ou “quinone-methides” (Esquema I.14). Estas espécies 

quinoídes representam uma classe de intermediários metabólicos reactivos de 

xenobióticos, potencialmente tóxicas, in vivo, capazes de induzir citotoxicidade e 

carcinogenicidade [220, 221]. Embora os mecanismos associados a estes efeitos 

sejam complexos, do ponto de vista toxicológico, as espécies quinoídes apresentam 

duas propriedades químicas que lhe conferem reactividade em sistemas biológicos: 

são oxidantes, com capacidade de incorporar ciclos redox promovendo a formação de 

espécies reactivas de oxigénio (ROS da tradução do inglês Reactive Oxygen Species) 

mas também são electrofilos capazes de reagir com resíduos nucleófilos de 
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macromoléculas quer por formação de bases de Schiff ou por adição de Michael, 

dando origem a adutos covalentes [220] (Esquema I.14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema I.14. Representação esquemática dos ciclos redox e alquilação de espécies 

quinóides que promovem a formação de espécies ROS e adutos covalentes, com a capacidade 

de induzir toxicidade. Adaptado de [153] 

 

Estes dois tipos de mecanismos de bioactivação estão propostos como estando 

na origem das IDRs associadas a outros AEDs como o fenobarbital (59) ou a fenitoína 

(FNT, 60, Esquema I.15). Por exemplo, Munns e colaboradores [222, 223] 

demonstraram que a FNT (60) é bioactivada in vitro pela acção das CYP450 a 

espécies mono e di-hidroxiladas que espontaneamente dão origem a quinonas, 

capazes de reagir com HLM. A formação do metabolito 3,4-dihidroxi-fenitoína (3,4-

OHFNT, Esquema I.6, 98) estará na origem do intermediário do tipo o-quinona (100, 

Esquema I.6) que se ligará covalentemente a proteínas. 

 

 

Esquema I.15. Mecanismo proposto para a bioactivação da FNT (60) [222]. 

 

Na medida em que a CBZ (62) tem na sua estrutura anéis aromáticos, não é de 

surpreender que vários autores tenham proposto o intermediário 2,3-EPCBZ (84) 

(Esquema I.12) como potencial responsável pela indução das IDRs pela CBZ (62). 
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A primeira evidência da bioactivação da CBZ (62) a este tipo de intermediários 

foi observada por Bu e colaboradores [224]. Estes autores reportaram a formação de 

vários adutos com a GSH resultantes da reacção com intermediários do tipo 84 

(Esquema I.12), por incubação de HLM com a CBZ (62). Mais tarde, a formação deste 

intermediário foi também inferida pela detecção do catecol 2,3-diOHCBZ (87). No 

entanto, tem sido sugerido que a formação do derivado di-hidroxilado 2,3-diOHCBZ 

(87) resulta maioritariamente da oxidação do produto fenólico 3-OHCBZ (83), como já 

referido [225]. A incubação de [3H]-3-OHCBZ (83) com MLM resultou na formação de 

uma ligação covalente com as proteínas microssomas que foi parcialmente inibida 

pela presença de GSH [171]. No entanto, e embora a identidade do intermediário 

reactivo não tenha sido confirmada, resultados obtidos  por LC-MS são consistentes 

com a formação de uma espécie do tipo o-quinona (101, Esquema I.12, a azul). Assim, 

tendo em conta o potencial toxicológico das espécies quinóides, a o-quinona (101) 

formada por oxidação de 2,3-diOHCBZ (87), poderá ser considerada como 

potencialmente responsável, pelo menos em parte, pela indução das IDRs associadas 

à CBZ (62). Por outro lado, espécies quinóides capazes de reagir com 

macromoléculas podem também ser geradas por uma via que envolve a conversão da 

2-OHCBZ (82) ao 2-OHIM (85), que poderá ser oxidado a uma quinona-imina (QI, 102, 

Esquema I.12, a azul) [172, 173]. Ju e os seus colaboradores [173] demonstram que 

esta quinona-imina 102 é capaz de reagir com nucleófilos contendo enxofre, tais como 

a GSH e NAC. De facto, estes mesmos autores observaram, em urinas de doentes em 

terapia com CBZ (62), a formação de um metabolito na forma conjugada com o ácido 

glucurónico, cuja razão massa/carga (m/z) e o padrão de fragmentação eram 

compatíveis com o glucurónido do 4-metiltio-2-hidroximinostilbeno (103, Figura I.16). 

Acredita-se que a formação deste metabolito resulta de conjugação da GSH com a QI 

(102), sendo o produto obtido sujeito posteriormente a condições de glucuronidação e 

catabolismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adicionalmente, foi também observada a formação do 9-AL (88), AI (89) e AO 

(90) em leucócitos activados, in vitro, sob fortes condições oxidativas que envolveram 

Figura I.16. Derivado glucuronidado do metabolito 4-metiltio-2-hidroximinostilbeno (103) 

detectado na urina de doentes em terapia com CBZ (62). 
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ácido hipocloroso e mieloperoxidase. Foi também demonstrado que o 9-AL (88) tem a 

capacidade de se ligar covalentemente a neutrófilos [176, 177]. Tipicamente, os 

aldeídos têm a capacidade de reagir com aminas dando origem a bases de Schiff. Um 

exemplo deste tipo de reactividade é referido para o fármaco anti-HIV ABC (10). Este 

ao ser metabolizado pela enzima álcool desidrogenase (ADH) promove a formação de 

um intermediário aldeído ABC-AL (15), que já se provou ter a capacidade de reagir in 

vivo com macromoléculas (Esquema I.16). A formação de adutos com proteínas, 

nomeadamente com Hb (104, Esquema I.16), já foi observada em doentes infectados 

com HIV tratados com ABC (10) [30] e, embora o papel da bioactivação não esteja 

totalmente esclarecido, é sugerido que a formação do aldeído 15 esteja na origem nas 

reacções de hipersensibilidade e no aumento do risco de disfunção cardíaca, 

associadas aos regimes terapêuticos que incluem ABC (10) [30-32]. 

 

 

Esquema I.16. Bioactivação do fármaco anti-HIV, ABC (10). 

Apesar desta via ser minoritária, dada a natureza química do aldeído 88, este 

metabolito não deverá ser descartado enquanto espécie reactiva potencialmente 

implicada na indução de efeitos adversos pela CBZ (62). 

I.2.1.2. Oxcarbazepina 

A oxcarbazepina (10,11-dihidro-10-oxo-5H-dibenzo[b,f]azepina-5-carboxamida, 

OXCBZ, 63, Figura I.17) é um derivado estrutural da 

CBZ (62) que apresenta um grupo carbonilo na 

posição C10 do anel de iminoestilbeno, no lugar da 

ligação dupla C10-C11 [226]. Embora a OXCBZ (63) 

tenha sido sintetizada pela primeira vez em 1965, 

apenas alguns anos após o seu precursor, este 

fármaco de 2ª geração só foi aprovado na década 

de 90, e inicialmente apenas na Europa [227]. A Figura I.17. Estrutura da OXCBZ (63). 
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OXCBZ (63) foi desenvolvida com uma pequena variação estrutural relativamente a 

62, no sentido de mimetizar a sua eficácia mas evitando a formação de metabolitos 

potencialmente tóxicos associados à CBZ (62), e em especial o EPCBZ (79) [226]. 

Este AAED é usado no mesmo tipo de patologias que a CBZ (62) [226, 228]. 

Farmacocinética e Farmacodinâmica 

Muito embora 63 apresente uma redução dos efeitos secundários em relação à 

CBZ (62), julga-se que o seu mecanismo de acção seja semelhante ao de 62 [116, 

144]. 

 A OXCBZ (63) é um composto lipofílico e de fácil distribuição corporal sendo a 

sua biodisponibilidade oral de aproximadamente 95%. É absorvida pelo sistema 

digestivo e atinge o seu pico máximo de concentração entre 1-3 h após a toma da 

dose. O t1/2 é de 1-4 h e janela terapêutica corresponde a 15-35 ng/mL. A OXCBZ (63) 

é essencialmente eliminada pelos rins [229]. Em estudos efectuados em dois 

voluntários saudáveis [230], após a administração de 400 mg de [14C]-OXCBZ (63), 

apenas 2% da radioactividade total no plasma correspondia à OXCBZ (63), enquanto 

70% correspondiam ao derivado mono-hidroxidado (MHD, 105, Esquema I.17). Os 

restantes 28% correspondiam a metabolitos secundários como os conjugados, O-

glucurónido (106, Esquema I.17) e O-sulfonato (107, Esquema I.17), formados após 

tautomerização de 63 e ainda os derivados di-hidroxilados (80a, 80b e 108, Esquema 

I.17) 

A OXCBZ (63) é um pró-fármaco. É praticamente convertida na sua totalidade 

por uma aril-cetona-redutase, ao MHD (105), metabolito farmacologicamente activo. 

Nos Humanos a formação de 105 é esteroselectiva, formando-se 80% do 

enanteómero S [(S)-MHD, 105a, Esquema I.17] e 20 % do enanteómero R [(R)-MHD, 

105b, Esquema I.17)] [231]. As duas formas enantioméricas não apresentam 

diferenças significativas na sua actividade farmacológica e ambas detectadas no 

plasma [231]. O metabolito MHD (105) poderá ser subsequentemente metabolizado 

por duas vias diferentes (Esquema I.17) [232]: 1) a via maioritária que envolve a 

formação do conjugado glucurónido do MHD (109, Esquema I.17) pela acção da 

UDPG transferase e 2) a via minoritária, que envolve a hidroxilação da posição C11 do 

MHD (105) originando duas formas isoméricas do diol [trans-diol-CBZ (80 a) e cis-diol-

CBZ (80b)], e/ou a oxidação das posições aromáticas de 108. De salientar que as 

duas formas isoméricas do diol, resultantes da oxidação da posição C11 do MHD (105), 

são comuns aos dois fármacos aqui abordados, o que poderá explicar algumas 

semelhanças nos efeitos adversos observados para estes dois AAEDs. 
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Todos os derivados de 63 mencionados foram detectados em amostras de urina 

de doentes tratados com OXCBZ (63) 

 

Esquema I.17. Metabolismo proposto para a OXCBZ (63) em Humanos. 

 

Toxicidade 

Os resultados dos ensaios clínicos sugerem que a OXCBZ (63) é melhor 

tolerada quando comparada com o seu análogo 62 [226]. A maioria dos efeitos 

adversos é suave e dependente da dose. Estes efeitos adversos estão geralmente 

associados ao sistema nervoso central (ex. tonturas, dor de cabeça, fraqueza, falta de 

coordenação) ou ao sistema digestivo (ex. náuseas, vómitos, diarreias) [226]. No 

entanto, e apesar de 63 ter sido desenvolvido com o objectivo de suprimir os efeitos 

adversos induzidos pela CBZ (63), as mesmas reacções de hipersensibilidade são 

também associadas ao uso terapêutico deste fármaco de 2ª geração, em adultos e 

crianças. Reacções de hipersensibilidade cutânea como SJS/TEN [233-235] e DRESS 

[236, 237], já referidas para a CBZ (62), são exemplos de reacções associadas à 

OXCBZ (63). Em todos os doentes, os sintomas destas reacções desaparecem com o 

término da terapêutica. Os doentes que já experienciaram reacções de 
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hipersensibilidade induzidas pela CBZ (62) têm 25-30% de probabilidade de também 

desenvolver as mesmas reacções sob terapêutica de 63 [228]. 

O uso terapêutico da OXCBZ (63) tem também sido associado a uma variedade 

de outras patologias tais como reacções anafiláticas, angioedema e alterações 

hematológicas [226]. Embora sem evidências claras acerca da sua carcinogenicidade 

em Humanos, em estudos efectuados em ratinhos foram observados adenomas 

hepatocelulares após administração da OXCBZ (63). Neste mesmo estudo, verificou-

se que para além desta incidência ser dependente da dose, observou-se um aumento 

da incidência deste efeito, em ratinhos fêmea [228]. 

Bioactivação 

Castrén e colaboradores [238] demonstraram que 14[C]-OXCBZ (63) se liga 

covalentemente ao DNA após incubação com microssomas de fígado humano, na 

presença de co-factores de Fase I. Estes autores sugerem que a formação de adutos 

com DNA poderá ocorrer através da bioactivação de 63 ao seu derivado mono-

hidroxilado MHD (105). Estes dados sugerem um potencial carcinogénico, o que 

levanta questões acerca do seu uso numa base crónica. Apesar destes resultados, e 

embora não existam estudos efectuados neste sentido, há ainda a possibilidade de 

ocorrer uma reacção directa entre o grupo carbonilo da OXCBZ (63) e bionucleófilos 

de azoto dando origem a adutos covalentes via base de Schiff (Esquema I.18) 

Apesar da escassa informação acerca das vias de conjugação por sulfonação 

para além da já descrita, é possível que as SULTS actuem directamente sobre o MHD 

(105), tal como foi observado nos derivados hidroxilados do BaP (49) [239]. Foi 

demonstrado que alguns derivados hidroxilados de 49 podem ser convertidos a 

metabolitos electrófilos do tipo ésteres do ácido sulfúrico pela acção das SULTs de 

alguns roedores. Estes metabolitos poderão estar parcialmente na origem do carácter 

mutagénico e tumorigénico do BaP (49). Da mesma forma, outros compostos com 

álcoois secundários em posições benzílicas, como é o caso do MHD (102) poderão 

sofrer o mesmo tipo de biotransformação. A formação de um sulfato electrófilo 

derivado de 105 (MHD-SO3
-, 110, Esquema I.18), que por sua vez poderá reagir com 

macromoléculas poderá estar também na génese das IDRs associadas a 63. De facto, 

a presença de SULTs na pele [240] corrobora a possibilidade de ocorrer este tipo de 

bioactivação, capaz de induzir as reacções de hipersensibilidade associadas à OXCBZ 

(63). 
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Esquema I.18. Possíveis mecanismos de toxicidade da OXCBZ (63) que envolvem a reacção 

directa de bionucleófilos ao fármaco, com formação de uma base de Schiff, ou a bioactivação 

do metabolito 105 ao derivado electrófilo MHD-SO3
- (110). 

 

I.3. Conclusão 

A extensão com que os novos antiepilépticos contribuirão para melhorar a 

qualidade de vida dos doentes depende não só do desenvolvimento de fármacos mais 

seguros mas também da capacidade de se poder prever os seus efeitos tóxicos, em 

cada doente. Em ambos os contextos, o conhecimento dos mecanismos promotores 

destes eventos associados aos AAEDs actualmente disponíveis no mercado é crucial. 

Os eventos tóxicos associados ao uso crónico dos AAEDs em doentes com epilepsia e 

doenças psiquiátricas têm sido objecto de grande preocupação por parte da 

comunidade científica. A administração destes fármacos potencialmente tóxicos numa 

base crónica deverá ser considerada criteriosamente, especialmente quando 

administrados a crianças e idosos. 

As evidências aqui discutidas são consistentes com um papel activo da 

bioactivação dos AAEDs no desenvolvimento dos eventos tóxicos induzidos por esta 

classe de fármacos antiepilépticos. Na verdade, o papel dos metabolitos reactivos 

formados a partir dos AAEDs, que poderão reagir com macromoléculas (ex. proteínas 

do sangue ou DNA), como estando na origem dos efeitos tóxicos tem sido proposto 

consistentemente por vários autores. A CBZ (62) origina vários metabolitos reactivos 

como por exemplo, o EPCBZ (79) pela oxidação da ligação dupla de 62, o 
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intermediário óxido de areno que presumivelmente dá origem aos metabolitos 

hidroxilados nas posições aromáticas, espécies quinoídes [ex. o-quinona (101) e 

quinona-imina (102)] ou ainda o metabolito aldeído 9-AL (88). Estes compostos, 

quimicamente reactivos, poderão reagir com bionucleófilos, dando origem a adutos 

covalentes e consequentemente desencadeando a resposta tóxica induzida por 62. 

Relativamente à OXCBZ (63), o seu principal metabolito MHD (105) é proposto como 

sendo responsável pela ligação de 63 ao DNA. Embora não exista uma prova 

definitiva da carcinogenicidade da OXCBZ (63) em humanos, estes resultados são 

consistentes com a carcinogenicidade induzida por 63 em modelos animais. A 

possibilidade de formação de um produto resultante da sulfonação do MHD (105), 

ainda não detectado in vivo, que seja reactivo com DNA poderá explicar estes 

resultados. Além disso, a reacção directa da OXCBZ (63) com bionucleófilos de azoto 

e a formação de espécies quinoídes a partir dos derivados fenólicos de 63 poderão 

constituir mecanismos de bioactivação plausíveis 

A possibilidade de monitorizar a formação destes metabolitos tóxicos através da 

identificação e quantificação de adutos covalentes obtidos com proteínas do sangue e 

DNA terá um papel chave no estabelecimento de relações risco/benefício associadas 

à exposição a estes dois AAEDs. Paralelamente, o conhecimento do mecanismo 

desencadeador dos eventos tóxicos associados a estes fármacos poderá ser 

determinante para o desenvolvimento de fármacos antiepilépticos mais seguros. 
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II.1. Considerações prévias 

Este trabalho teve como objectivo principal investigar o eventual papel da 

activação metabólica da CBZ (62) e OXCBZ (63) nas reacções adversas e/ou no 

potencial carcinogénico associados aos regimes terapêuticos com estes AAEDs. 

Efectivamente, a bioactivação destes fármacos poderá dar origem a metabolitos 

reactivos (electrófilos) com potencial para reagir com bionucleófilos (ex. proteínas ou 

DNA) formando adutos covalentes, que poderão estar na génese dos eventos tóxicos 

associados às terapias com 62 e 63.  

 Com os estudos efectuados pretendeu-se aprofundar o conhecimento dos 

eventuais mecanismos de toxicidade ao nível molecular, associados ao uso da CBZ 

(62) e OXCBZ (63). Para além disso, tendo em conta o potencial papel dos adutos 

covalentes, formados entre os metabolitos reactivos destes dois fármacos com 

proteínas e/ou DNA, como biomarcadores de bioactivação e toxicidade, um objectivo 

essencial foi a preparação de padrões sintéticos e o desenvolvimento de metodologias 

analíticas adequadas para a monitorização destes adutos in vivo. Neste capítulo serão 

discutidos todos os resultados experimentais obtidos neste contexto. O Esquema II.1. 

resume de forma gráfica a estratégia subjacente a todo o trabalho desenvolvido. 

Numa fase inicial, os metabolitos potencialmente reactivos da CBZ (62) e 

OXCBZ (63) foram sintetizados ou gerados in situ por métodos biomiméticos (ex. 

ensaios realizados na presença do catalisador [FeII (bpmen)(Otf)2](111)) ou sistemas 

metabolicamente competentes (ex. ensaios realizados com a fracção S9 de 

homogenato de fígado de rato e humano). De seguida avaliou-se a sua reactividade 

com aminoácidos modelo [ex. L-valinato de etilo (ValOEt), NAL, NAC] e 

desoxinucleósidos [ex. dG (48) e dA (49)]. As reacções efectuadas com o ValOEt 

foram utilizadas para mimetizar a formação de adutos com a valina N-terminal da Hb, 

que são frequentemente utilizados como biomarcadores de exposição/toxicidade [19, 

30, 41, 93]. Relativamente às reacções com a NAL e a NAC, estas permitem avaliar a 

potencial diferença de reactividade com resíduos de cisteína ou lisina presentes nas 

proteínas, nomeadamente nas mais frequentemente utilizadas para estudos de 

exposição, como a Hb e a HSA [19]. Para além disso, tendo em conta que os 

conjugados com GSH e os mercapturatos são metabolitos de excreção amplamente 

utilizados como biomarcadores de exposição [69, 70], foi também efectuado o estudo 

da reactividade com a NAC e a GSH. Todos os adutos formados com os metabolitos 

reactivos e os nucleófilos mencionados foram sempre que possível, caracterizados por 

NMR e por LC-MS. 
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O conhecimento prévio da reactividade dos metabolitos com aminoácidos, 

possuindo cadeias laterais nucleófilas, tem posteriormente um papel importante 

aquando da análise dos adutos covalentes formados com proteínas, porque permite 

prever quais os aminoácidos mais susceptíveis de reagir com os metabolitos 

potencialmente reactivos. Por outro lado, dado serem utilizadas técnicas que envolvem 

a digestão ou degradação química de proteínas aos aminoácidos e a degradação 

térmica ou enzimática de DNA aos seus monómeros, é crucial a existência de padrões 

sintéticos dos adutos formados com aminoácidos ou os desoxinucleósidos para 

confirmação, por LC-MS, da sua presença nas biomacromoléculas em análise 

Após o estudo da reactividade de cada um dos metabolitos ou intermediários 

reactivos de 62 e 63 com aminoácidos e desoxinucleósidos, foi efectuada a 

modificação de biomacromoléculas (ex. DNA, HSA e Hb). Estes estudos in vitro foram 

efectuados com o objectivo de auxiliar o desenvolvimento de métodos analíticos 

adequados para a identificação das mesmas modificações em matrizes mais 

complexas, in vivo. 
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Esquema II.1. Resumo da estratégia adoptadada para a síntese dos metabolitos potencialmente reactivos da CBZ (62) e da OXCBZ (63) e a formação de 

adutos com bionucleófilos monoméricos ou biomacromoléculas e a respectiva caracterização estrutural. 
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II.2. Estudo da reactividade da carbamazepina (62) e dos seus metabolitos 

reactivos com aminoácidos e glutationa 

II.2.1. Hipóteses de trabalho: possíveis mecanismos de bioactivação da 

carbamazepina (62) 

De uma maneira geral, no organismo, os compostos contendo ligações duplas 

sejam eles compostos aromáticos, heterocíclos ou olefinas, sofrem reacções de 

oxidação, pela acção das mono-oxigenases microssomais [16]. Como já referido no 

capítulo I, a CBZ (62) é predominantemente metabolizada a produtos de oxidação 

pelas enzimas do CYP 450, no fígado, embora o metabolismo extra-hepático também 

tenha sido verificado ex vivo (Esquema II.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A oxidação da ligação dupla C10-C11 de 62 ao EPCBZ (79) ocorre pela acção 

das isoformas do CYP 450, 3A4, 3A5 e 2C8 [159, 160]. Muito embora, o epóxido 79 

Esquema II.2. Principais vias de bioactivação e metabolitos CBZ (62) considerados para 

efectuar o estudo de reactividade com aminoácidos e biomacromoléculas. 
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seja considerado um metabolito estável por alguns autores [161, 216], tem sido 

apontado por outros como possível responsável pelas reacções de hipersensibilidade 

associadas à CBZ (62) [214, 224]. Tal poderá dever-se ao seu potencial carácter 

electrófilo, podendo sofrer um ataque por bionucleófilos, como DNA ou proteínas, 

formando ligações covalentes que resultam na abertura do anel do epóxido, como são 

os exemplos dos xenobióticos BaP (49) ou a AFB1 (95) já referidos na secção I.2.1.1. 

do Capítulo I. Uma vez formado no organismo, o EPCBZ (79) é também hidrolisado ao 

trans-diol-CBZ (80a) pela acção da epóxido hidrolase (EH) [216, 217], o que de certa 

forma contribui para o seu processo de destoxificação, minimizando a possibilidade da 

reacção de 79 com biomacromoléculas. 

A reactividade do EPCBZ (79) foi avaliada em estudos onde foi efectuada a 

incubação de 79 marcado com carbono-14, [14C]-EPCBZ (79) em HLMs [214]. A 

observação de um decréscimo significativo na formação de adutos do [14C]-EPCBZ 

(79) com as proteínas microssomais na presença de GSH demonstra  a capacidade de 

competição directa entre a GSH e os resíduos nucleófilos das proteínas. 

Adicionalmente, foi também avaliada a reactividade directa entre o EPCBZ (79) e a 

GSH, in vitro. Bu e seus colaboradores [214] observaram a formação de um par de 

diasterómeros correspondente ao aduto covalente entre 79 e a GSH, o GSH-

EPCBZ(94), que caracterizaram totalmente por LC-MS e NMR, evidenciando a 

capacidade da GSH de armadilhar 79, formando adutos estáveis (Figura II.1). No 

entanto, é de referir que a formação do aduto padrão 94 foi conseguida mediante um 

grande excesso de GSH relativamente ao electrófilo. Mais recentemente [107, 215], foi 

demonstrada a reactividade do metabolito 79 com a HSA e a Glutationa-S-transferase 

humana (hGST). Os locais de ligação do EPCBZ (79) com estas duas proteínas foram 

determinados por metodologias de proteómica aliadas a técnicas de LC-MS, tendo-se 

verificado a ligação em resíduos de histidina (His146 e His338 no caso da HSA) e 

cisteína (Cys47 no caso da hGST).  
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Figura II.1. Caracterização estrutural total do aduto GSH-EPCBZ (94), efectuada por Bu e seus 

colaboradores [214]. A: Fragmentação obtida para o ião a m/z 560 correspondente ao aduto 

GSH-EPCBZ (94) obtido por reacção do EPCBZ (79) com a GSH ou incubação da CBZ (62) 

em HMLs; B: espectro de 1H-NMR (700 MHz, D2O) obtido para 94; C: Mecanismo de 

fragmentação proposto para m/z 560 correspondente à molécula protonada [M+H]+ do aduto 

GSH-EPCBZ (94),. Adaptado de [214]. 

 

Relativamente à reactividade do metabolito EPCBZ (79), deverá ter-se também 

em conta que a formação do trans-diol-CBZ (80a), poderá ser fortemente 

comprometida por uma deficiência funcional da EH. Tal poderá criar um desequilíbrio 

entre o processo de bioactivação da CBZ (62), pela formação do epóxido 79 e o 

processo de destoxificação, com a formação de 80a, permitindo a formação de adutos 

covalentes com macromoléculas. Embora tenham sido verificadas mais variações nos 

alelos do gene correspondente à EH em indivíduos que apresentavam reacções de 

hipersensibilidade comparativamente a doentes sem qualquer IDR, não foi até hoje 

determinado uma variação específica e única [217, 241]. No entanto, são vários os 

casos reportados de doentes que apresentam casos graves de IDRs associados à 

toma de CBZ (62), e que apresentavam uma diminuição da actividade da EH [218]. 

Esta diminuição da EH poderá ser responsável pela acumulação do EPCBZ (79), 

permitindo a sua reacção com macromoléculas e consequentemente promovendo as 

reacções de hipersensibilidade. 
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Como ocorre em grande parte dos xenobióticos, a formação de metabolitos 

fenólicos pela acção das enzimas do CYP450 passa pela formação de um 

intermediário do tipo areno [163, 242]. No caso particular da CBZ (62), acredita-se que 

a formação dos seus metabolitos fenólicos maioritários, a 2-OHCBZ (82) (Esquema 

II.2) ou a 3-OHCBZ (83) (Esquema II.2) passa por um intermediário reactivo 2,3-areno-

CBZ (84) (Esquema II.2) [168]. Adicionalmente, os metabolitos 82 e 83 podem sofrer 

nova oxidação, dando origem ao catecol 2,3-OHCBZ (87)[171], que por sua vez 

poderá sofrer uma reacção de oxidação adicional, promovendo a formação de uma o-

quinona (101) (Esquema II.2).  

Embora nunca tenha sido directamente observada, a o-quinona (101) é 

considerada umas das espécies reactivas que está na origem da formação de adutos 

com proteínas microssomais [169, 171], e que poderão estar na génese das ADRs 

associadas à CBZ (62). Aliás, situação semelhante pode ser observada num outro 

AAEDs, a FNT (60) já referida na secção I.2.1.1. do Capítulo I. Por outro lado, o 

metabolito fenólico 2-OHCBZ (82) poderá ainda estar envolvido na formação de outras 

espécies reactivas como o metabolito 2-OHIM (85) ou a QI (102) (Esquema II.2). Os 

metabolitos, 82 e 85, detectados na urina de ratos tratados com 62 [173] e de doentes 

em terapia com CBZ (62) [152], têm a possibilidade de oxidar rapidamente a 

intermediários reactivos, as quinona-iminas QI (102) e 112 [173], respectivamente. 

Embora o mecanismo que leva à formação da QI (102) seja controverso, esta apenas 

foi detectada in vivo, na forma do conjugado do ácido glucurónido do metabolito 4-

metiltio-2-hidroximinostilbeno (103, Esquema II.3) [173]. Acredita-se que a formação 

deste metabolito ocorre devido à reacção de conjugação da GSH com a QI (102), 

formada por reacções sucessivas de oxidação e hidrólise, a partir da CBZ (62). No 

entanto, a ordem pela qual estes acontecimentos ocorrem não está totalmente 

esclarecida (Esquema II.3). A posição de ligação da GSH apenas foi inferida pelo facto 

de os mesmos autores terem sintetizado o aduto resultante da reacção directa entre a 

QI (102) e a NAC, sendo inequívoca a posição de adição no carbono C4, atribuída 

pela caracterização por NMR. Apesar de tudo, em incubações de 2-OHIM (85) ou QI 

(102) em HLMs na presença de fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina 

(NADPH da tradução do inglês Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) e dos 

nucleófilos GSH ou NAC, não se verificou a formação de qualquer aduto [172]. Tendo 

em conta estas evidências é plausível uma hipótese alternativa que nunca foi 

abordada: a formação transiente da quinona-imina 112 com potencial para reagir com 

bionucleófilos formando adutos covalentes (Esquema II.3). 
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Embora só tenha sido observado ex vivo, a formação do 9-AL (88) é também 

considerada uma via de bioactivação da CBZ (62) [178]. Efectivamente, a formação 

deste metabolito não pode ser descartada enquanto possível promotor das IDRs 

associadas a 62 devido à presença de um aldeído na sua estrutura, potencialmente 

reactivo. Os aldeídos têm a capacidade de ligar-se covalentemente aos resíduos de 

proteínas contendo aminas na sua cadeia lateral dando origem a bases de Schiff. 

Como já referido no Capítulo I, secção 2.1.1, um exemplo deste tipo de reactividade 

verifica-se no fármaco anti-HIV ABC (10) pela detecção de adutos covalentes com Hb 

em doentes infectados com HIV tratados com ABC (10) [30].  

A formação do 9-AL (88) foi detectada como produto resultante do metabolismo 

da CBZ (62), com um sistema fortemente oxidativo (na presença de 

mieloperoxidase/H2O2) em incubações com leucócitos humanos activados [176, 177]. 

Nestes ensaios verificou-se também a ligação covalente entre 62 e as células do 

sistema imunitário, que se acredita que envolva a bioactivação à espécie reactiva 9-AL 

(88). De forma a compreender o mecanismo associado à reactividade deste 

metabolito, Furst e os seus colaboradores [176] testaram a sua reactividade na 

presença de nucleófilos de azoto (na forma de n-butilamina e NAL) e enxofre (na 

forma de GSH), tendo-se efectivamente observado a formação de adutos covalentes 

Esquema II.3. Formação do metabolito 4-metiltio-2-hidroxi-iminostilbeno (103), detectado in 

vivo [172]. A hipótese alternativa para a formação do metabolito 103 através da formação da 

quinona-imina 112 está representada a cinzento. 
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com os nucleófilos de azoto. Os leucócitos não só são as mais importantes células 

envolvidas no sistema imunitário mas apresentam também propriedades fortemente 

oxidativas, na medida em que têm a capacidade de produzir mieloperoxidase. Na 

presença da H2O2 estão assim criadas condições para ocorrer oxidação de 

xenobióticos, e neste caso particular, a formação do aldeído 88. De facto, este tipo de 

processos metabólicos já foi observado em vários fármacos que apresentam uma 

grande incidência de IDRs, em especial agranulose ou lúpus [243]. 

Perante estas evidências, os principais metabolitos reactivos e potencialmente 

tóxicos da CBZ (62), considerados para este trabalho foram: o EPCBZ (79), as 

quinona-iminas QI (102) e 112, a o-quinona (101) formada a partir do metabolito di-

hidroxilado, 2,3-OHCBZ (87) e ainda o aldeído 9-AL (88) (ver esquema Esquema II.2, 

caixas a tracejado).  

II.2.1.1. Metabolitos reactivos da carbamazepina (62) formados a partir da 

sua oxidação com um catalisador biomimético de Fe (II): formação de 

adutos com aminoácidos 

De forma a compreender inequivocamente o papel da activação metabólica da 

CBZ (62) é importante obter padrões sintéticos quer dos seus metabolitos quer dos 

possíveis adutos formados entre estes e bionucleófilos. No que diz respeito aos 

metabolitos maioritários de Fase I da CBZ (62), o EPCBZ (79) e os metabolitos 

fenólicos 2-OHCBZ (82) e 3-OHCBZ (83), as suas sínteses já se encontram descritas 

[173, 216, 244-248]. No entanto, e no caso particular dos metabolitos fenólicos 82 e 

83, a sua síntese envolve vários passos sintéticos e rendimentos globais baixos. Esta 

limitação motivou primeiramente, a investigar novas estratégias de síntese no sentido 

de simplificar o processo e a maximizar a formação dos metabolitos e os hipotéticos 

adutos.  

Entre a vasta variedade de catalisadores “bio-inspirados” que mimetizam os 

mecanismos in vivo das CYPs, a classe dos complexos não-heme contendo Fe(II) 

constituem um dos mais explorados grupos de catalisadores para a oxidação de 

diferentes substratos [249, 250]. Em particular, o uso da família dos complexos de 

Fe(II) como centro metálico e com ligandos tetradentados contendo azoto como 

catalisadores para a oxidação de olefinas e compostos aromáticos, mediada por H2O2, 

tem sido consistentemente reportada para a oxidação de vários xenobióticos [251-

253]. A reacção com estes complexos envolve a formação de espécies de Fe(V)=O e 

Fe(IV)=O˙ de alta valência, similar ao estado de oxidação formal  associado ao local 

activo das CYPs ou outras mono-oxigenases que contêm o grupo heme (Esquema 
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II.4.A), dando origem a intermediários do tipo óxido de areno (no caso do substrato 

corresponder a um composto aromático) que subsequentemente podem resultar em 

compostos fenólicos, ou ainda a formação de epóxidos (no caso do substrato 

corresponder a uma olefina). Por exemplo, o catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2], com 

bpmen: N,N-bis-(2-metilpiridil)-1,2-diaminoetano (111, Esquema II.4.B), insere-se 

nesta categoria [251, 254]. O uso deste catalisador para a oxidação directa de 

xenobióticos contendo anéis aromáticos era já conhecido no grupo de trabalho e uma 

representação geral do seu mecanismo pode ser observado no Esquema II.4.B. 

Assim, como ensaio preliminar, usou-se uma metodologia desenvolvida pelo 

grupo de trabalho [251], para gerar os possíveis produtos resultantes da oxidação da 

CBZ (62) na presença do catalisador Fe(II)(bpmen)(Otf)2 (111), e que consistiu na 

adição de 111 e ácido acético a uma solução de CBZ (62) em acetonitrilo/acetato de 

etilo (1:1) (a partir deste ponto denominados MeCN e AcEt, respectivamente), seguido 

de H2O2 (Esquema II.5). A mistura foi deixada a 37 ºC e o extracto orgânico analisado 

por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por luz ultravioleta (HPLC-

DAD da tradução do inglês High-Performance Liquid Chromatography with ultraviolet 

diode array detection) e cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa 

com ionização por electrospray em modo positivo (LC-ESI(+)-MS por tradução do 

inglês Liquid Chromatograph Electrospray Ionization in positive mode Mass 

Spectrometry) ao longo de 72 h. 
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Esquema II.4. Comparação dos mecanismos de oxidação de xenobióticos (na figura representado por um anel aromático com um substituinte R) a partir de: 1: 

acção do CYP450 [Substrato liga-se ao grupo heme resultando numa transferência de um e- (A), permitindo a ligação do O2 (B); um segundo e- é transferido 

(C) gerando espécies intermediárias de alta valencia (D e E) que permitem a inserção do átomo de oxigénio no substrato (F). O substrato oxidado dissocia-se 

da enzima na forma de óxido de areno dando origem subsequentemente aos metabolitos fenólicos] e 2: o catalizador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) [ A H2O2 e o 

ácido acético ligam-se ao centro metálico de Fe (A e B) dando origem ao intermediário hidroperoxoférrico (III)(114); A quebra da ligação O-O (C) promove a 

perda de H2O e a consequente formação de espécies de alta valência FeV(O)(OAc) e FeIV(O)˙+(OAc)(115); A inserção do oxigénio no substrato ocorre (D), 

promovendo a formação do óxido de areno e da espécie FeIII(OAc) (116)]. 
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Antes de cada análise foi retirada uma alíquota da mistura reaccional que foi 

tratada com uma solução saturada de bissulfito de sódio seguida de uma extracção 

com acetato de etilo. 

 

 

Esquema II.5. Condições experimentais utilizadas para a reacção de oxidação da CBZ (62) 

com o catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111). 

 

A análise por HPLC-DAD e LC-ESI(+)-MS evidenciou a formação de vários 

produtos resultantes da oxidação de 62 (Esquema II.6). Primeiramente, foi possível 

observar a formação de vários compostos cujo valor de m/z é compatível com a mono-

oxidação de qualquer das posições aromáticas bem como a formação de um epóxido 

na ligação C10-C11 da CBZ (62) (no Esquema II.6 os produtos resultantes da mono-

oxidação em posições aromáticas estão representados pela 2-OHCBZ (82)). Todas 

estas espécies apresentam um padrão de fragmentação semelhante, obtido por 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa tandem com ionização por 

electrospray em modo positivo (LC-ESI(+)-MS/MS por tradução do inglês Liquid 

Chromatography Electrospray ionization in positive mode Tandem Mass 

Spectrometry), onde é possível  observar os fragmentos a m/z 236 correspondente à 

perda de -NH3 (17 u) e a m/z 210 correspondente à perda do –HNCO (43 u) (Figura 

II.2.A1).  
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Nesta fase do trabalho, perante este resultado e na ausência de padrões 

sintéticos, não foi possível diferenciar estes produtos. Tendo em conta que o 

catalisador utilizado tem a capacidade de gerar não só intermediários do tipo óxido de 

areno (e consequentemente compostos fenólicos), a partir de compostos aromáticos 

mas também epóxidos, a partir de olefinas, considerou-se que todos os compostos 

resultantes da mono-oxidação de 62 se formaram: o EPCBZ (79) bem como os 

Esquema II.6. Produtos resultantes da oxidação da CBZ (62) com H2O2, na presença do 

catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111). Os metabolitos 2-OHCBZ (82) e 2,3-OHCBZ (87) bem 

como a o-quinona (101) ou o diol 117, representam uma das estruturas possíveis, uma vez que 

as posições de oxidação possíveis são variáveis da mesma estrutura. 
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derivados fenólicos resultantes da oxidação de qualquer uma das 4 posições 

aromáticas possíveis de 62. Mais tarde, como se poderá verificar nas secções 1.1.1. e 

1.1.2. deste capítulo, os metabolitos EPCBZ (79) e 2-OHCBZ (82) foram sintetizados. 

Desta forma, e por comparação com o tempo de retenção (tR) e o padrão de 

fragmentação foi possível confirmar a sua formação na reacção de oxidação da CBZ 

(62) com H2O2, na presença do catalisador 111, sendo o EPCBZ (79) o produto 

maioritário. Ainda assim, não se exclui a formação de outros derivados resultantes da 

oxidação noutras posições do anel de iminoestilbeno da CBZ (62). 

Dado a possibilidade do catalisador 111 permitir uma segunda oxidação de 

compostos fenólicos [251], fez-se uma busca de produtos cujos valores de m/z fossem 

compatíveis com produtos resultantes de oxidações consecutivas, como produtos do 

tipo diol, catecol ou o-quinona (Esquema II.6). A análise por LC-ESI(+)-MS destas 

misturas mostrou evidências da presença de compostos do tipo catecol e quinona 

(representados no Esquema II.6 pelos metabolitos 2,3-OHCBZ (87) e o-quinona (101), 

respectivamente) pelo aparecimento de sinais de m/z compatíveis com este tipo de 

estruturas (Figura II.2.A3 e Figura II.2.A4). O mesmo se verificou para a formação do 

metabolito diol-CBZ (80) e de compostos do tipo de 117 (Esquema II.6), como se pode 

verificar na Figura II.2.A2. No entanto, a formação do diol-CBZ (80) deverá ter ocorrido 

por abertura do anel do EPCBZ (65). Salienta-se ainda que todos os compostos 

mencionados resultantes da oxidação de 62 na presença do catalisador 111, foram 

observados ao fim de 30 min. de reacção, não parecendo ter ocorrido um consumo 

significativo da CBZ (62) ao longo das 72 h subsequentes. Mais uma vez, a falta de 

padrões sintéticos não permitiu confirmar as posições de oxidação. No entanto, os 

espectros de LC-ESI(+)-MS/MS obtidos (Figura II.2. A2-4) são compatíveis com as 

estruturas apresentadas, verificando-se essencialmente os fragmentos 

correspondentes à perda de -NH3 (17 u) e o grupo –HNCO (43 u) (no caso dos 

compostos do tipo catecol e quinona) e também a perda de água (no caso dos 

compostos tipo diol), relativamente ao ião precursor. A confirmação da formação 

destes compostos foi também obtida pela análise da mesma mistura reaccional por 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa de alta resolução por 

ionização de electrospray em modo positivo [LC-ESI(+)-HRMS da tradução do inglês 

liquid chromatography high resolution mass spectrometry by positive electrospray 

mode]. Esta análise evidenciou a formação de espécies do tipo catecol e o-quinona 

pelo aparecimento dos valores de [M+H]+ a m/z 267.0767±1 ppm e 269.0929±3 ppm, 

respectivamente. O erro associado a estes valores, quando comparado com os 

respectivos m/z teóricos, está dentro do limite considerado aceitável para moléculas 

com peso molecular inferior a 1000 u (5 ppm). O mesmo se verificou para os produtos 
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do tipo diol, evidenciados pelo aparecimento de dois sinais distintos com valores de 

m/z 271.1078±1 ppm e 271.1080±1 ppm. Numa tentativa de confirmar as posições de 

oxidação destes compostos por NMR tentou-se a purificação desta mistura reaccional. 

No entanto, a complexidade da mesma e a instabilidade dos produtos obtidos não 

permitiu a conclusão desse objectivo.  
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Figura II.2. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção de oxidação da CBZ (62) com o sistema H2O2/catalisador 

[Fe(II)(bpmen)(Otf)2](111) (A)  e os extractos iónicos a m/z 253 (A1), m/z 271 (A2), m/z 267 (A3) e m/z 269 (A4) com os respectivos espectros de MS/MS  bem 

como as estruturas esperadas e as respectivas fragmentações (evidenciadas a laranja). As estruturas correspondentes aos compostos 2-OHCBZ (82), 2,3-

OHCBZ (87), o-quinona (101) e diol 117 são representativas das espécies oxidadas nas várias posições aromáticas possíveis. 
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Os resultados obtidos com o catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) 

demonstraram a formação de várias espécies oxidadas formadas a partir da CBZ (62) 

e, embora não tenha sido possível o seu isolamento, estas poderão ser susceptíveis 

de sofrer um ataque nucleófilico. Assim, e na tentativa de armadilhar estas espécies 

reactivas, promoveu-se a mesma reacção com a CBZ (62) (1.0 eq.) na presença do 

catalisador 111 e, após 30 min., adicionou-se NAC (Ensaio 1, Tabela II.1) ou o ValOEt 

(Ensaios 2 e 3, Tabela II.1). Paralelamente, foram efectuados os respectivos ensaios 

em branco, onde não foi adicionado qualquer aminoácido (Ensaios 4 e 5, Tabela II.1). 

Tabela II.1. Condições experimentais utilizadas nos ensaios efectuados para a oxidação da 

CBZ (62), com o sistema H2O2/catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2](111) na presença de um 

aminoácido, como agente armadilhante. No caso particular do ValOEt foi também testada a 

reacção na presença de NaBH3CN como agente redutor. 

Ensaio  Aminoácido (eq.) NaBH3CN (eq.) Tempo de reacção (h) 

1 NAC (4.0) -  48 

2 ValOEt (4.0)  - 72 

3 ValOEt (4.0)  4.0 72 

4 - - 72 

5 - 4.0 72 

 

As reacções foram seguidas por HPLC-DAD e LC-ESI(+)-MS tendo-se 

verificado a formação de vários adutos com os dois aminoácidos utilizados. Quando se 

armadilhou as espécies reactivas, geradas in situ a partir de 62 na presença do 

catalisador 111, com a NAC (ensaio 1, Tabela II.1) verificou-se por HPLC-DAD, a 

formação de vários produtos (ausentes no branco, ensaio 4, Tabela II.1). A análise por 

LC-ESI(+)-MS (Figura II.3) comprovou a formação de dois adutos distintos. 

Efectivamente, no cromatograma iónico obtido para esta mistura reaccional foi 

possível observar dois sinais com valores de m/z compatíveis com a presença das 

moléculas protonadas [M+H]+ dos adutos (Esquema II.7): 1) 1-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-

2-hidroxi-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAC-OHCBZ, 118), proveniente 

do ataque nucleófilo da NAC a uma posição aromática da quinona-imina 112; e 2) 10-

hidroxi-11-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-10,11-di-hidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-

carboxamida (NAC-EPCBZ, 119), formado por abertura do anel do EPCBZ (79) pela 

NAC. De referir, no entanto, que apesar de se ter detectado a formação do composto 

compatível com uma estrutura do tipo o-quinona (101), não foram detectados adutos 

resultantes da adição de Michael da NAC a este potencial metabolito reactivo. 
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A formação do aduto NAC-OHCBZ (118) (Esquema II.7) foi confirmada através 

do padrão de fragmentação do ião m/z 414 correspondente à molécula protonada 

[M+H]+ deste aduto, obtido por LC-ESI(+)-MS/MS (Figura II.3.A4). Foram observados 

os fragmentos a m/z 396, 372 e 368 correspondentes à saída de água (18 u), do grupo 

acetilo (-H2C2O, 42 u) e ácido fórmico (-HCOOH, 45 u) da NAC, respectivamente. 

Além disso, observa-se também a saída do grupo -HNCO da CBZ (62), dando origem 

ao ião fragmento a m/z 371. Por outro lado, a análise por LC-ESI(+)-MS/MS do ião 

precursor m/z 416 (Figura II.3.A3) revelou também um padrão de fragmentação 

compatível com o aduto NAC-EPCBZ (119)( Esquema II.7) onde é possível observar 

para além do fragmento maioritário a m/z 398 correspondente à perda de uma 

molécula de água a partir da molécula protonada [M+H]+ deste aduto, os fragmentos a 

m/z 253 e 164 correspondentes à cisão da ligação C-S, com a saída da unidade de 

NAC (164 u.). Foi também possível observar os fragmentos a m/z 310 e 356 

correspondentes à perda de HCOOH e do grupo -H2C2O do aminoácido, a partir do ião 

fragmento a m/z 398, respectivamente. Por último, observa-se também um fragmento 

Esquema II.7. Adutos resultantes da reacção da NAC com as espécies reactivas geradas in 

situ a partir da CBZ (62) na presença de H2O2 e [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111). 
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a m/z 380, correspondente à perda de água a partir do fragmento a m/z 398 (Figura 

II.3.A3). 

 Na tentativa de obter a caracterização por NMR dos adutos obtidos, promoveu-

se a reacção descrita no Ensaio 1 (Tabela II.1) em maior escala. Nestas condições 

apenas o aduto NAC-OHCBZ (118) foi isolado, com um rendimento de 1%. Embora a 

formação do aduto 118 seja inequívoca, a posição de oxidação e de ligação com o 

aminoácido não puderam ser determinadas por MS. A análise por LC-ESI(+)-MS/MS 

apenas deu a indicação da presença da NAC e do grupo hidroxilo (-OH) no anel 

aromático. No entanto, a análise do aduto 118 por NMR permitiu a determinação 

inequívoca da posição de ligação destes dois substituintes no anel da CBZ (62). 



Capítulo II • Discussão de Resultados 
 

91 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.3. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção de oxidação da CBZ (62) na presença H2O2, catalisador 

[Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) e a NAC (A) e os respectivos cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 237 (A1), m/z 253 (A2), m/z 416 (A3) e m/z 414 (A4) 

com os espectros MS/MS correspondentes; (B) Mecanismos de fragmentação propostos para os adutos NAC-OHCBZ (118) e NAC-EPCBZ (119). 
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A análise do espectro de 1H-NMR do aduto NAC-OHCBZ (118) (Figura II.4.A) 

mostrou a presença de um singuleto a integrar para um protão, a 9.9 ppm compatível 

com o protão lábil do ácido carboxílico da NAC, vários sinais no intervalo 8.26-6.40 

ppm a integrar para um total de oito protões (compatível com a presença de dois 

substituintes nos anéis aromáticos de 62) e ainda um multipleto a 1.26 ppm, a integrar 

para três protões correspondentes aos três protões do grupo metilo da NAC. 

Observando mais atentamente a multiplicidade dos sinais a campo baixo, no intervalo 

8.26-6.40 ppm, é possível observar três dupletos distintos, um duplo dupleto e três 

multipletos. Este padrão de multiplicidades indica não só que de facto a NAC e o grupo 

-OH estão em posições aromáticas mas também que estes dois substituintes estão em 

posições consecutivas do mesmo anel aromático (apenas se observam dois 

multipletos distintos a integrar para um protão cada). De salientar que, 

comparativamente à CBZ (62), o sinal a aprox. 6.95 ppm (singuleto) correspondente 

aos dois protões da ligação dupla C10-C11 dá lugar a um dupleto a integrar para um 

protão, a 6.41 ppm (correspondente ao portão na posição C10H de 62) e um outro sinal 

a 7.4 ppm (correspondente ao protão da posição C11H de 62), como resultado da 

perda de simetria da molécula. Estas atribuições foram efectuadas tendo como base 

as correlações observadas nos espectros de NMR bidimensionais de heteronuclear 

single quantum coherence (HSQC) e homonuclear correlated spectroscopy (COSY) 

sendo esta última experiência determinante. Efectivamente, no espectro de COSY 

(Figura II.4.B) é possível observar a correlação entre o dupleto a 6.41 ppm, 

correspondente ao protão C10H (e que apresenta uma correlação no espectro de 

HSQC com o sinal de 13C-NMR a 114.9 ppm, compatível com a presença de um 

carbono sp2), com o multipleto a 7.49-7.43 ppm que integra para dois protões. Esta 

correlação implica que um dos dois protões corresponda o protão C11H, sendo o outro 

um protão aromático. Estas observações são, por um lado, são indicativas da perda de 

simetria da molécula e, por outro lado, atestam que a substituição da molécula da CBZ 

(62) ocorreu no anel aromático. Ainda no espectro de COSY verifica-se uma 

correlação entre os sinais correspondentes aos protões aromáticos ArC3H e ArC4H, a 

7.28 ppm e 8.25 ppm, respectivamente (e que apresentam uma correlação no 

espectro de HSQC com os sinais de 13C-NMR a 123.7 ppm e 128.7 ppm, 

respectivamente). Tendo em conta o facto de não apresentarem qualquer outra 

correlação (pelo menos tão evidente) no espectro de COSY indica que são dois 

protões do mesmo anel e são também protões vicinais, sugerindo que a inserção da 

NAC ocorreu na posição ArC1H ou ArC2H da CBZ (62). 
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Figura II.4. Espectros de 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) (A) e COSY (500 MHz, CDCl3) (B) do 

aduto NAC-OHCBZ (118). 
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Deverá, no entanto, ser referido que o sinal atribuído ao protão aromático ArC4H 

corresponde a um duplo dupleto com constantes de acoplamento (J) ~1 e 8 Hz. 

Embora não muito comum e, à partida, se esperasse apenas um dupleto resultante de 

um acoplamento orto com o protão ArC3H (J ~ 6-9 Hz), deverá ter-se em conta que 

podem ocorrer acoplamentos a longa distância (acoplamentos superiores a 3 

ligações). Efectivamente, em estruturas aromáticas com anéis condensados, como o 

naftaleno (120, Figura II.5) ou o antraceno (121, Figura II.5), esta situação é visível, 

podendo ser observadas constantes de acoplamento a quatro ligações (4J) ou cinco 

ligações (5J) de distância ao longo do anel, com valores aprox. 1 Hz (Figura II.5) [255, 

256]. Por analogia, na medida em que a CBZ (62) é também constituída por dois anéis 

aromáticos fundidos a um ciclo-heptatrieno, o J ~1 Hz do protão aromático ArC4H pode 

ser explicado pelo 5J com o protão C11H da ligação dupla (Figura II.5). Esta correlação, 

embora ténue, pode ser inclusive observada no espectro de COSY (ver Figura II.4.B, 

correlação evidenciada a preto).  

 

 

Figura II.5. Constantes de acoplamento (J, Hz) observadas entre protões que distam até 5 

ligações no naftaleno (120) e o antraceno (121) e a sua comparação com as constantes de 

acoplamento determinadas para os protões C11H e C4H do aduto NAC-OHCBZ (118). 

O valor do desvio químico do protão C11H, que apresenta um deslocamento para 

campo mais baixo em relação ao sinal da mesma posição na CBZ (62) (6.99 ppm), 

pode, à partida, ser explicado pela influência dos substituintes do anel aromático 

adjacente. De forma a comprovar a influência efectiva do grupo -OH e/ou da NAC, sob 

o protão C11H, efectuou-se um estudo in silico. Primeiramente, procedeu-se à 

optimização da geometria da estrutura do aduto NAC-OHCBZ (118) ao nível 

DFT/B3LYP [257], utilizando as funções base 6-311+G(d) [258], pelo programa 

Gaussian 09 [259]. Com esta optimização foi possível verificar a proximidade do 

protão C11H dos átomos electronegativos de enxofre (a amarelo) e oxigénio (a 
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vermelho) da NAC (Figura II.6) e as respectivas distâncias teóricas, a 0.275 e 0.215 

nm. 

Quando a distância internuclear (d) resultante da proximidade entre dois grupos 

é inferior à soma dos seus raios de van der Waals (Figura II.7), os núcleos envolvidos 

sofrem forças de repulsão fracas, resultando numa distorção momentânea da 

densidade electrónica [260]. Neste caso particular, a soma dos raios de van der Waals 

dos átomos de oxigénio (r1, Figura II.7) e hidrogénio (r2, Figura II.7) da NAC (0.260 nm) 

[261] é inferior à distância teórica determinada entre os dois. Assim, a proximidade do 

átomo electronegativo de oxigénio do ácido carboxílico da NAC deverá promover uma 

distorção da nuvem electrónica do núcleo do protão C11H e a consequente diminuição 

da densidade electrónica, resultando num desblindamento deste protão deslocando-o 

para campo mais baixo [262]. 

 

 

Figura II.6. Optimização da geometria do aduto NAC-OHCBZ (118), determinado in silico pelo 

programa GAUSSIAN 09 [259] onde se pode observar o arranjo espacial em forma de 

“borboleta” do anel iminoestilbeno e as distâncias dos átomos de enxofre (0.275 nm) e oxigénio 

do grupo carbonilo (0.215 nm) da NAC ao protão C11H da ligação dupla. Os átomos estão 

representados com as seguintes cores: carbono, hidrogénio, oxigénio e azoto e enxofre. 
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Este tipo de desblindamento, já reportado na literatura [263-265], é conhecido 

como o efeito de desblindamento causado pelas forças de repulsão de van der Waals 

intramoleculares. Este efeito pode ser observado em moléculas bastante impedidas e 

que por isso apresentem estruturas bastante rígidas, constrangindo grupos específicos 

a estarem próximos, como é o caso de derivados do adamanteno (122 e 123, Figura 

II.8). 

 

Figura II.8. Desvios químicos de 1H-RMN observados para derivados do adamanteno, 122 e 

123. 

As cargas parciais foram também calculadas, pelo método de Mulliken, no 

mesmo programa [259]. A avaliação da densidade electrónica de todos os átomos do 

aduto NAC-OHCBZ (118) (Figura II.9) permitiu verificar que os protões C10H e C11H 

possuem uma tonalidade verde clara semelhante à tonalidade observada para os 

protões aromáticos (correspondente a uma baixa densidade electrónica). 

Figura II.7. Curva de energia total de interacção (J) da interação entre dois átomos em função 

da distância internuclear, d (nm) entre eles. Quando a soma dos raios dos dois núcleos é 

inferior à sua distância ocorrem forças de repulsão. Se a mesma soma é superior à distância 

temos forças de atracção. 
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Figura II.9. Cargas parciais de Mulliken determinadas in silico para o aduto NAC-OHCBZ (118). 

 

Tendo em conta as evidências apresentadas, é possível afirmar que, de facto, 

ocorreu a introdução da NAC no anel aromático e as evidências apontam para que 

este tenha sido introduzido nas posições 1 ou 2 do anel da CBZ (62), adjacente ao 

grupo OH. Embora, a quinona-imina 112 não tenha sido detectada por LC-ESI(+)-MS, 

sabe-se que ocorreu a formação do metabolito 2-OHCBZ (82) (comprovada mais tarde 

pela sua síntese e comparação do tR e padrão de fragmentação). Assim, e tendo em 

conta que a NAC é considerada um nucleófilo mole, a sua inserção deverá ter ocorrido 

no carbono aromático ArC1H, adjacente à posição de oxidação de 62. Um mecanismo 

que explique a formação deste aduto implica a formação da quinona-imina 112, por 

oxidação do metabolito fenólico 2-OHCBZ (82), entretanto formado a partir da CBZ 

(62) na presença do [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111). A adição posterior da NAC promove a 

formação do aduto NAC-OHCBZ (118) por adição 1,4 de Michael a 112. 

Mais tarde foi confirmada a formação de NAC-OHCBZ (118) por este 

mecanismo (como se poderá verificar em II.1.1.2). Efectivamente, o aduto obtido por 

oxidação da 2-OHCBZ (82) na presença de NAC apresentava o mesmo tR e o mesmo 

padrão de fragmentação, obtido por LC-ESI(+)-MS/MS, do aduto obtido por oxidação 

direta da CBZ (62) com o complexo de Fe (II) 111. Os dados físicos e 

espectroscópicos determinados para os adutos NAC-OHCBZ (118) e NAC-EPCBZ 

(119) encontram-se descritos na Tabela II.2. 
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Tabela II.2. Caracterização estrutural por NMR e MS dos adutos obtidos por reacção da CBZ (62) com o catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) na presença de 

H2O2 e NAC (a azul). 

Composto 

 

 

 

Ƞ (%) 1 - 

1H-NMR 

(500 MHz, CDCl3) 

δ (ppm), J (Hz) 

9.95 (1H, s, CO2H), 8.40 (1H, sl, N5H), 8.25 (1H, dd, J=1.2 e 8.0 Hz, 
ArC4H), 8.12-8.10 (1H, m, ArC6H ou ArC9H), 7.88-7.84 (1H, m, 

ArC7H ou ArC8H), 7.79-7.76 (1H, m, ArC7H ou ArC8H), 7.49-7.43 
(2H, m, ArC6H ou ArC9H e C11H), 7.28 (1H, d, J= 8 Hz, ArC3H) 6.41 

(1H, d, J= 8.5 Hz, C10H), 4.81 (1H, sl, NH), 4.46 (1H, d, J=14.5, 
CH2a), 3.76 (1H, d, J=14.5, CH2b), 1.26 (3H, m, CH3) 

- 

13C-NMR  

(500 MHz, CDCl3), δ (ppm) 

135.8 (ArC7 ou ArC), 135.4 (C11), 133.3 (ArC6 ou ArC9) 131.1 
(ArC6 ou ArC9) 130. (ArC7 ou ArC8), 128.5 (ArC4), 123.5 (ArC3H), 

114.9 (C10) 13.6 (CH3) 

- 

MS-ESI (+), m/z 414 [M+H]+, 396 [M+H-H2O]+, 372 [M+H-H2C2O]+, 371 [M+H-
HNCO]+, 368 [M+H-HCOOH]+, 326 [368-H2C2O]+, 253 [M+H-

NAC]+ 

416 [M+H]+, 398 [M+H-H2O]+, 380 [398-H2O], 356 [398-
H2C2O], 310 [356-HCOOH]+,  253 [M+H-NAC]+, 236 [253-

NH3]+, 210 [253-HNCO]+, 164 [NAC+H]+ 

HRMS-ESI (+), m/z  

(erro, ppm) 

414.1123 calculado para [M+H]+ C20H19N3O5S,  414.1118 (1.2) 416.1281 calculado para [M+H]+ C20H21N3O5S,  416.1275 (1.2) 
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A reactividade das espécies electrófilas formadas a partir da CBZ (62) na 

presença do cat. [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) foi também avaliada usando o ValOEt 

(ensaios 2 e 3, Tabela II.1) como agente armadilhante. A análise por LC-ESI(+)-MS 

permitiu identificar dois sinais a tR ~ 17 e 21 min., ambos com um valor de m/z 398, 

que representa um incremento de 145 u relativamente a um produto resultante da 

oxidação/hidroxilação da CBZ (62) (253 u). O padrão de fragmentação, verificado por 

LC-ESI(+)-MS/MS do ião precursor a m/z 398, mostra a mesma fragmentação para os 

dois sinais,  sendo esta compatível com a incorporação do aminoácido ValOEt. Tendo 

em conta o padrão de fragmentação obtido para os dois sinais, a incorporação do 

ValOEt poderá ter ocorrido por duas vias distintas: a) ataque nucleófilo do aminoácido 

ao epóxido formado, a partir da oxidação da ligação dupla C10-C11 de 62 dando origem 

ao aduto 10-hidroxi-11-(valinato de etilo-Nα-il)-10,11-di-hidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-

5-carboxamida (ValOEt-EPCBZ, 124, Figura II.10.A1); e/ou b) ataque nucleófilo do 

ValOEt ao óxido de areno gerado in situ em qualquer posição do anel aromático, com 

consequente abertura do anel. Nas duas situações é possível observar o fragmento 

maioritário a m/z 380, correspondente à perda de uma molécula de água e os 

fragmentos a m/z 146 e 253, correspondentes à cisão da ligação C-N, com a saída do 

aminoácido, a partir da molécula protonada de cada um dos adutos (Figura II.10.A1). 

Mais tarde foi possível confirmar que o sinal a tR ~17.0 min. corresponde ao aduto 

ValOEt-EPCBZ (124), resultante do ataque nucleófilo do ValOEt ao epóxido 79 gerado 

in situ pela oxidação da CBZ (62). Esta conclusão foi possível após a comparação do 

produto formado a partir da reacção com o EPCBZ (79) sintetizado e o aminoácido 

(secção II.2.1.2.), apresentando o mesmo tR e padrão de fragmentação. No entanto, 

como será mais à frente explicado, acredita-se que o sinal a tR ~ 21 min. corresponda 

na realidade à soma dos produtos syn+anti resultantes da formação do aduto ValOEt-

EPCBZ (124). Paralelamente, foi também observado um sinal a tR ~ 16 min. (Figura 

II.10.A2) cujo valor de m/z é compatível com a molécula protonada [M+H]+ de um 

aduto resultante do ataque nucleófilo do ValOEt à quinona-imina 112. A formação do 

aduto 125 (ValOEt-OHCBZ, Figura II.10.A2., representação genérica) foi comprovada 

por LC-ESI(+)-MS, não só pelo aparecimento do sinal a m/z 396, correspondente à 

molécula protonada [M+H]+ de 125, mas também pelo aparecimento dos fragmentos a 

m/z 146 e 251 correspondentes à cisão da ligação C-N, com a saída do ValOEt, a 

partir da molécula protonada [M+H]+ (Figura II.10.A2). Verificou-se ainda o fragmento a 

m/z 322, correspondente à perda do grupo isopropilo (-HC(CH3)2) do ValOEt. No 

entanto, a posição de inserção bem como a posição ou posições de oxidação da CBZ 

(62) não puderam ser determinadas pelo método de análise utilizado. 
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Figura II.10. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção de oxidação da CBZ (62) com o sistema H2O2/catalisador 

[Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) na presença de ValOEt (A) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 398 (A1) e m/z 396 (A2), correspondentes às moléculas 

protonadas [M+H]+ dos adutos  ValOEt-EPCBZ (124) e ValOEt-OHCBZ (125), respectivamente, com os seus espectros MS/MS e as fragmentações 

propostas (a laranja).  
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Havendo a possibilidade de formação de quinonas, e tendo em conta que estas 

poderão reagir, via base de Schiff, com a amina da cadeia lateral do ValOEt, 

promoveu-se a mesma reacção na presença do redutor NaBH3CN (ensaio 3, Tabela 

II.1). O objectivo seria estabilizar a imina formada dando origem a uma amina. No 

entanto, não se detectou qualquer sinal compatível com adutos deste tipo. De 

salientar, que todos os produtos mencionados no ensaio sem redutor, foram também 

observados neste ensaio. 

Os dados físicos e espectroscópicos determinados para os adutos ValOEt-

EPCBZ (124) e ValOEt-OHCBZ (125) encontram-se descritos na Tabela II.3. 

Tabela II.3. Análise por LC-ESI(+)-MS e LC-ESI(+)-HRMS dos adutos obtidos por oxidação da 

CBZ (62) com H2O2 na presença do catalisador 111 e posterior reacção com ValOEt (a azul). 

Composto 

 

 

 

 

 

MS-ESI (+), m/z 
398 [M+H]+, 380 [M+H-H2O]+, 253 

[M+H-ValOEt]+, 210 [253-
HNCO]+,146 [ValOEt+H]+ 

 

396 [M+H]+, 322 [M+H-H6C3]+, 
253 [M+H-ValOEt]+, 208 [253-

HNCO]+, 146 [ValOEt+H]+ 

 
HRMS-ESI (+), 
m/z (erro, ppm) 

398.2085 calculado para [M+H]+ 

C22H27N3O4,  398.2074 (2.8) 

396.1934 calculado para [M+H]+ 

C22H25N3O4,  396.1918 (3.5) 

 

Muito embora os resultados obtidos com os ensaios efectuados com o 

catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) tenham demonstrado a formação de espécies 

susceptíveis de sofrer ataque nucleófilo por aminoácidos contendo grupos laterais com 

átomos de enxofre e azoto, apenas foi obtido um padrão sintético totalmente 

caracterizado de um dos adutos formados, o aduto NAC-OHCBZ (118). Além disso, 

não foi possível isolar estas espécies reactivas nem confirmar as posições de 

oxidação devido à sua instabilidade e a complexidade da mistura reaccional. Por outro 

lado, com esta estratégia também não foi possível aceder a adutos resultantes da 

formação do metabolito 9-AL (88). Assim, de forma a obter padrões sintéticos dos 

metabolitos ou espécies reactivas de interesse e os respectivos adutos, decidiu-se 

tentar outras abordagens sintéticas mais específicas para cada situação, 
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nomeadamente a partir dos metabolitos previamente sintetizados. A discussão desta 

nova abordagem encontra-se descrita nas alíneas seguintes.  

II.2.1.2. Reactividade da epoxi-carbamazepina (79) com bionucleófilos 

A falta de dados inequívocos acerca do papel do metabolito EPCBZ (79) na 

promoção das IDRs, e tendo em conta os resultados apresentados em II.2.1., decidiu-

se fazer um estudo mais aprofundado relativamente a este metabolito. Deste modo, 

começou-se por sintetizar o EPCBZ (79). A estratégia adoptada para a sua síntese 

consistiu na oxidação directa da ligação dupla C10-C11 da CBZ (62) na medida em que 

envolve um passo único e, à partida, uma reacção rápida e simples.  

Numa primeira tentativa, utilizou-se um procedimento adaptado da literatura 

[247], por reacção, à temperatura ambiente, de uma suspensão de CBZ (62), 

carbonato de sódio (NaCO3) e uma mistura de permanganato de potássio (KMnO4) e 

alumina (Al2O3) (35% p/p) em diclorometano (CH2Cl2), na presença de ácido 

peracético (CH3CO3H). (Esquema II.8).  

 

 

Esquema II.8. Esquema reaccional das condições utilizadas na primeira tentativa de síntese do 

EPCBZ (79). 

Embora a patente de Learmonth e seus colaboradores [247] reporte um 

rendimento na ordem dos 90%, o rendimento obtido foi substancialmente inferior a 

este valor. Efectivamente, pela análise HPLC-DAD foi evidente a baixa conversão da 

CBZ (62), com tR ~ 23 min., no produto de oxidação pretendido (Figura II.11). A análise 

da mistura reaccional por LC-ES(+)-MS permitiu confirmar que para além do produto 

resultante da epoxidação (a tR ~ 19 min.), houve ainda a formação de um produto 

lateral, o diol-CBZ (80) a tR ~12 min.. A análise por LC-ESI(+)-MS/MS dos iões 

correspondentes às moléculas protonadas [M+H]+ de 79 e 80, a m/z 253 e 271 

respectivamente, revelou iões-fragmento compativeis com formação destes dois 

produtos de oxidação (Figura II.11). A formação destes produtos foi confirmada por 1H-

NMR (Figura II.12): o aparecimento de dois singuletos a 4.23 e 5.29 ppm 

correspondentes a protões de um carbono sp3 ligados a um heteroátomo são 
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compatíveis com a formação do EPCBZ (79) e do diol-CBZ (80), respectivamente, 

estando estes sinais de acordo com os valores de desvio químicos reportados na 

literatura [216, 248, 266]. Além disso, o singuleto a 6.9 ppm, correspondente aos 

protões da ligação dupla C10-C11 da CBZ (62), evidencia também a presença do 

material de partida por reagir. A proporção relativa da formação do EPCBZ (79) e do 

diol-CBZ (80) foi dada pelos valores de integração correspondentes aos sinais acima 

mencionados. Considerando apenas estes dois produtos e 62, o EPCBZ (79) e o diol-

CBZ (80) foram obtidos numa proporção relativamente a 62 de aproximadamente 1:1:2 

(CBZ: EPCBZ:diol-CBZ), evidenciando que a formação do produto lateral diol-CBZ 

(80) é superior relativamente a 79. 

 

 

Figura II.11. Cromatograma obtido por HPLC-DAD da mistura reaccional correspondente à 

tentativa de síntese do EPCBZ (79) pelo método de Learmonth [247] (A). Estão também 

representados os espectros de massa dos produtos maioritários aos tempos tR ~ 12, 19 e 

23min., obtidos por LC-ESI(+)-MS/MS com as respectivas fragmentações propostas para os 

compostos diol-CBZ (80), EPCBZ (79) e CBZ (62).  

A reacção de epoxidação descrita por Leranmonth [247] envolvia o uso de um 

excesso de ácido peracético, na presença de um catalisador, neste caso pastilhas de 

KMnO4 suportado em Al2O3 [35%(p/p)]. No entanto, para esta reacção foi usada uma 

mistura de KMnO4 e Al2O3 neutra, simplesmente misturando os dois reagentes num 

almofariz na tentativa de homogeneizar a mistura e promovendo a ligação do ião 

MnO4
- ao Al2O3. Neste caso, o excesso do ião permanganato MnO4

- na sua forma livre 

promoveu a formação de um complexo π entre o metal e a ligação dupla de 62, 

seguido da formação de um éster cíclico através de uma adição electrocíclica [3+2] 

entre o oxidante e a CBZ (62)[267, 268]. O éster cíclico deverá ter sofrido hidrólise no 
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momento do tratamento final da mistura reaccional dando origem ao diol-CBZ (80) 

(Esquema II.9), facto já observado por outros autores em condições experimentais 

semelhantes [269, 270]. 

 

 

Figura II.12. Espectros de 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) de: CBZ (62) padrão (A) e mistura 

reaccional correspondente à tentativa de síntese de EPCBZ (79) (B) evidenciando o não 

consumo total do material de partida 62 e a formação do produto maioritário, diol-CBZ (80). 
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Esquema II.9. Mecanismo proposto para a formação do diol-CBZ (80) a partir da CBZ (62). 

Pelo facto de o tratamento acima referido não ter conduzido a resultados 

satisfatórios, testou-se um segundo método [216], onde se utilizou o ácido meta-

cloroperoxibenzóico (m-CPBA) como oxidante, em CH2Cl2.  

A mistura reaccional foi deixada à temperatura ambiente durante quatro dias 

(Esquema II.10). Após este tempo, o precipitado branco (ácido clorobenzóico) foi 

filtrado e o excesso de m-CPBA foi destruído com uma solução aquosa de bissulfito de 

sódio. Após evaporação do solvente por destilação a pressão reduzida, o resíduo 

sólido total foi analisado por 1H-NMR (Figura II.13). Embora se tenha observado a 

formação do diol-CBZ (80), pelo aparecimento do singuleto a 5.3 ppm, a diferença 

para a formação do epóxido 79 pretendido foi bastante mais pronunciada 

comparativamente ao método anteriormente testado. A proporção CBZ:EPCBZ:diol-

CBZ foi de aproximadamente 2:4:1 tendo o rendimento do EPCBZ (79), na mistura 

bruta, sido de 33%.   

 

 

Esquema II.10. Esquema reaccional das condições utilizadas na tentativa de síntese do 

EPCBZ (79) segundo o método descrito em [216]. 
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Figura II.13. Espectro de 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) obtido na tentativa de síntese do EPCBZ 

(79) pelo método descrito em [216] . 

Para a separação dos compostos desta mistura reaccional testaram-se 

diferentes métodos cromatográficos incluindo cromatografia em camada fina 

preparativa (c.c.f.p.) em alumina neutra e sílica e também por HPLC-DAD semi-

preparativo. No entanto, a purificação do EPCBZ (79) só foi conseguida quando se 

submeteu a mistura reaccional a um processo de recristalização em THF seguido de 

uma purificação das águas-mães por c.c.f.p. [acetato de etilo]. O EPCBZ (79) obtido 

por recristalização correspondia apenas a 7% e a sua análise por 1H-NMR evidenciou 

o singuleto a 6.95 ppm correspondente aos dois protões da ligação dupla da CBZ (62) 

como contaminação (1% do precipitado). As águas-mães foram assim purificadas por 

c.c.f.p [acetato de etilo] tendo-se conseguido o isolamento o EPCBZ (79) puro na 

forma de sólido fino branco, com um rendimento de 11%. Apesar de a literatura [216] 

apresentar para este procedimento um rendimento na ordem dos 65%, o epóxido 79 

está descrito como tendo sido obtido também com contaminação de CBZ (62). Além 

disso, outras publicações reportam a mesma síntese de 79 com rendimentos nunca 

superiores a 35% o que é compatível com o rendimento obtido pela análise da mistura 

bruta por 1H-NMR (sem purificação).  

A caracterização do EPCBZ (79) encontrada na literatura é bastante limitada. 

Deste modo, e para facilitar a análise dos possíveis adutos formados a partir de 79, foi 

efectuada a sua caracterização total por NMR e LC-ESI(+)-MS. A identificação dos 

desvios químicos foi efectuada por comparação dos dados de 1H-NMR descritos na 
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literatura para a CBZ (62) e 79 [216, 248] mas também tendo como base as 

experiências heteronucleares de acoplamento 13C-1H, HSQC e heteronuclear multiple 

bond correlation (HMBC) realizadas.  

A confirmação da obtenção do EPCBZ (79) foi obtida por LC-ESI(+)-MS, uma 

vez que apresenta um sinal a m/z 253 correspondente à molécula protonada [M+H]+ 

bem como o respectivo dímero de fase gasosa [2M+H]+ m/z 505. A presença do sinal 

a m/z 253, com um incremento de 16 u relativamente ao correspondente à molécula 

protonada [M+H]+ da CBZ (62) (m/z 236), indica um ganho de um átomo de oxigénio, 

compatível com a estrutura apresentada. A análise do padrão de fragmentação 

(Esquema II.11) obtido por LC-ESI(+)-MS/MS, do ião precursor m/z 253 foi possível 

observar o fragmento maioritário m/z 236, correspondente à perda de -NH3 e ainda um 

fragmento m/z 210 correspondente a perda de -HNCO. É ainda possível observar o 

fragmento m/z 180 correspondente ao produto formado pelo rearranjo do anel de 7 

membros do iminoestilbeno e a perda de –H2CO ou -2CO [271]. Na Tabela II.4 são 

apresentados os dados físicos e espectroscópicos obtidos para o EPCBZ (79). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Esquema II.11. Mecanismo de fragmentação proposto para o ião percursor m/z 253, 

correspondente à molécula protonada [M+H]+ do EPCBZ (79), quando analisado por LC-ESI(+)-

MS/MS. 
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Tabela II.4. Caracterização estrutural efectuada por NMR e MS do metabolito EPCBZ (79). 

Composto 

 

 

                           

   Ƞ (%) 11 

1H-NMR 

(400 MHz, CDCl3)              
δ (ppm), J (Hz) 

7.50 (2H, d, J=7.4 Hz, ArC1H e ArC9H), 7.43-7.40 (4H, m, 

ArC3H, ArC4H, ArC6H e ArC7H ), 7.38-7.32 (2H, m, ArC2H e 

ArC8H), 4.42 (1H, sl, N5H), 4.28 (2H, s, C10H e C11H)   

13C-NMR 

(400 MHz, CDCl3)                 
δ (ppm) 

161.6 (C12=O), 138.3 (ArC4a e ArC6a) 131.6 (ArC1a e ArC9a) 

131.4 (ArC1e ArC9), 130.5 (ArC3H e ArC7H), 130.2 (ArC4H e 

ArC6H), 128.4 (ArC2 e ArC8), 58.6 (C10 e C11) 

MS-ESI (+), m/z 
505 [2M+H]+, 253 [M+H]+, 236 [M+H-NH3]+, 210 [M+H-

HNCO]+,180 [236-2CO]+ ou 180 [210-H2CO]+ 

 

O passo seguinte envolveu o estudo da reactividade do EPCBZ (79) com 

aminoácidos que possuem na sua cadeia lateral grupos nucleófilos, podendo assim 

reagir com o 79 por abertura do seu anel epóxido. Os aminoácidos escolhidos foram o 

ValOEt, a NAL e a NAC. Foi também testada a reactividade de 79 com o tripéptido 

endógeno GSH.  

Perante as dificuldades sentidas na obtenção do EPCBZ (79) puro e de forma a 

maximizar a sua reacção com os bionucleófilos, não se prevendo, à partida, reacções 

da CBZ (62) ou o diol-CBZ (80) com os bionucleófilos, decidiu-se usar a mistura bruta 

da formação de 79 pelo método descrito em [216], após o respectivo tratamento da 

mistura reaccional e remoção do solvente por destilação a pressão reduzida. 

A formação dos adutos covalentes com aminoácidos nucleófilos e GSH a partir 

do EPCBZ (79) envolveu a preparação de uma solução de um aminoácido (NAC, NAL 

e ValOET) ou GSH (4.0 a 50.0 eq) em tampão fosfato 50 mM, a pH fisiológico (7.4). A 

solução da mistura contendo o EPCBZ (79) (1.0 eq) em THF ou acetonitrilo foi depois 

adicionada lentamente às soluções anteriormente preparadas e deixadas reagir, a 37 
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ºC entre 2 a 72 h. O número de equivalentes usado para os nucleófilos foi calculado 

tendo como base o rendimento de 79, determinado a partir do espectro de 1H-NMR da 

respectiva mistura reaccional. De forma a facilitar a identificação dos adutos formados, 

foram ainda preparadas soluções de controlo contendo todos os reagentes (com 

excepção dos aminoácidos ou GSH), tendo igualmente sido submetidas às mesmas 

condições experimentais. Todas as misturas reaccionais foram controladas por HPLC-

DAD analítico e comparadas com as misturas reaccionais de controlo.   

O estudo da reactividade do epóxido 79 iniciou-se com o aminoácido ValOEt. 

Em todos os ensaios efectuados para esta reacção, uma solução de 79 em THF foi 

adicionada a uma solução de ValOEt em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (Tabela II.5). 

Numa primeira abordagem utilizou-se um excesso de nucleófilo de 5.0 eq. 

relativamente ao material de partida (Ensaio 1, Tabela II.5). No entanto, a análise 

comparativa por HPLC-DAD da mistura reaccional e a reacção controlo não 

evidenciou o aparecimento de nenhum sinal significativo, correspondente à formação 

de produtos nem à diminuição do sinal correspondente ao EPCBZ (79). Assim, 

promoveu-se a mesma reacção mas com um excesso de 10.0 eq. de nucleófilo 

(ensaio 2, Tabela II.5) tendo-se verificado o aparecimento de um sinal a tR ~17.0 min.  

Tabela II.5. Condições experimentais utilizadas na reacção do EPCBZ (79) e ValOEt. 

Ensaio  ValOEt (eq.) Tempo de Reacção (h) 

1 5.0  72 

2 10.0 72 

 

A análise da mistura reaccional por LC-ESI(+)-MS mostrou tratar-se do aduto 

ValOEt-EPCBZ (124) já observado nos ensaios efectuados com a CBZ (62) e o 

catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111), na presença H2O2 e de ValOEt. Este aduto, 

resultante do ataque nucleófilo do aminoácido ao anel de epóxido e consequente 

abertura do mesmo, apresenta o mesmo tR e padrão de fragmentação já observado e 

descrito anteriormente. Perante este resultado tentou-se isolar o produto 

correspondente ao aduto ValOEt-EPCBZ (124) por HPLC-DAD semi-preparativo, para 

posteriormente ser analisado por 1H-NMR. No entanto, devido à quantidade reduzida 

de amostra não foi possível a sua caracterização por esta técnica. 

Os ensaios efectuados com a NAL foram efectuados adicionando uma solução 

da mistura reaccional contendo 79, em THF, a uma solução do aminoácido (4.0 eq.) 

em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4, e deixada reagir por 72 h. Tal como na reacção 

com o ValOEt, a análise comparativa dos cromatogramas de HPLC-DAD da mistura 
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reaccional e o controlo, não evidenciou o aparecimento de nenhum sinal significativo, 

correspondente à formação de produtos nem à diminuição do sinal a correspondente 

ao EPCBZ (79). Ainda assim, a mistura reaccional foi analisada por LC-ESI(+)-MS 

tendo-se verificado a formação do aduto 10-(Nα-acetil-lisina-N-il)-11-hidroxi-10,11-di-

hidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAL-EPCBZ, 126, Figura II.14.A1) 

pelo aparecimento no espectro de LC-ESI(+)-MS do sinal a m/z 441 correspondente à 

sua molécula protonada [M+H]+. Este valor representa um incremento de 188 u 

relativamente à molécula protonada [M+H]+ 79, compatível com a incorporação do 

aminoácido NAL. A estrutura apresentada foi confirmada pelo padrão de fragmentação 

observado por LC-ESI(+)-MS/MS do ião precursor (m/z 441) e que evidenciou o 

aparecimento dos fragmentos maioritários m/z 423  e 380, correspondentes à perda de 

uma molécula de água e à subsequente perda do grupo -HNCO, respectivamente. Foi 

igualmente possível observar os fragmentos m/z 189 e 253 correspondentes à cisão 

da ligação C-N entre o EPCBZ (79) e a NAL (Figura II.14). Na Tabela II.6 são 

apresentados os dados físicos e espectroscópicos obtidos para o aduto NAL-EPCBZ 

(126). 
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Figura II.14. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção do EPCBZ (79) com a NAL (A).Cromatograma iónico extraído a 

m/z 441 (A1) correspondente à molécula protonada [M+H]+ do aduto  NAL-EPCBZ (126).Também se apresenta o espectro de MS/MS correspondente a 

este ião, obtido por LC-ESI(+)-MS/MS e os mecanismos de fragmentação propostos para o aduto NAL-EPCBZ (126) (B). 
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Tabela II.6. Caracterização estrutural efectuada por MS-ESI(+) do aduto NAL-EPCBZ (126). 

Composto 

 

 

                           

MS-ESI (+), m/z 
441 [M+H]+, 423 [M+H-H2O]+, 380 [423-HNCO]+, 253 [M+H-

NAL]+, 236 [253-NH3]+, 189 [NAL+H]+ 

 

De modo análogo ao efectuado com os nucleófilos de azoto, promoveu-se a 

reacção entre o epóxido 79 e a NAC. A reacção com a NAC foi também efectuada 

adicionando uma solução da mistura reaccional de formação do EPCBZ (79) em THF 

a uma solução de 5.0 ou 10.0 eq. de aminoácido em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 

(Tabela II.7). Ambas as misturas reaccionais foram seguidas por HPLC-DAD analítico 

e a comparação com as reacções controlo evidenciaram o aparecimento de um sinal, 

embora pouco intenso, que não correspondia aos materiais de partida. 

Tabela II.7. Condições experimentais utilizadas na reacção entre o EPCBZ (79) e a NAC. 

Ensaio 1 NAC (eq.) Tempo de reacção (h) 

1 5.0 48 

2 10.0 72 

 

A análise por LC-ESI(+)-MS das misturas reaccionais revelou a formação do 

aduto NAC-EPCBZ (119), já detectado nos ensaios preliminares efectuados com a 

CBZ (62) oxidada com catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) na presença de H2O2, 

seguido da adição da NAC. O aduto obtido apresenta o mesmo padrão de 

fragmentação já descrito, obtido por LC-ESI(+)-MS/MS (Figura II.3 vs Figura II.5). De 

referir, que no cromatograma iónico extraído do ião a m/z 416, correspondente à 

molécula protonada [M+H]+ de 119, é possível observar dois sinais que apresentam 

exactamente o mesmo padrão de fragmentação (Figura II.15, A1a e A1b) que foram 

inicialmente atribuídos aos dois diastereómeros esperados, resultantes da reacção de 
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abertura do anel epóxido de 79 pela NAC. No entanto, estes dois sinais não 

apresentam intensidades iguais, como à partida se esperaria. 

Numa tentativa de confirmar a posição de ligação da NAC a EPCBZ (79), tentou-

se o isolamento do aduto NAC-EPCBZ (119) por HPLC-DAD semi-preparativo, com o 

objectivo de caracterizá-lo por NMR. No entanto, mais uma vez não foi possível uma 

vez que a quantidade do aduto isolado não foi suficiente para o uso desta técnica.  

 

 

Figura II.15. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção de 

uma mistura de EPCBZ (79) e CBZ (62) e a NAC (A). Cromatograma iónico extraído a m/z 416 

(A) com os respectivos espectros MS/MS obtidos por LC-ESI(+)-MS (A1a e A1b) e as 

fragmentações propostas para o aduto NAC-EPCBZ (119).  

 

O tipo de reactividade observada entre o EPCBZ (79) com NAC, um nucleófilo 

de enxofre, já era em certa medida esperado. Como já referido anteriormente, Bu e 

seus colaboradores [214] observaram a formação de um aduto covalente entre o 

EPCBZ (79) e GSH. Estes autores alegam que a formação do aduto GSH-EPCBZ (94) 

resulta do ataque nucleófilo do grupo tiol (-SH) do resíduo da císteina da GSH, ao 

epóxido 79 e a consequente abertura do anel. No entanto, numa análise mais 

cuidadosa dos cromatogramas obtidos por HPLC-DAD para estas reacções, verificou-

se que a formação do aduto NAC-EPCBZ (119) não parecia estar directamente ligada 
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à diminuição da intensidade do sinal cromatográfico correspondente ao EPCBZ (79), 

como seria de esperar. Em vez disso, a formação de 119 parecia estar dependente da 

diminuição do sinal correspondente à CBZ (62) (Figura II.16). Este facto, aliado à 

observação já referida, de os dois diastereómeros aparentemente não se terem 

formado numa razão de 1:1, sugere que os resultados obtidos não resultaram 

unicamente da abertura do anel de epóxido do metabolito 79.  

 

Figura II.16. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD obtidos para a reacção efectuada entre 

uma mistura de CBZ (62) e EPCBZ (79) e o aminoácido NAC, aos tempos de 1 h e 72 h. 

A reacção correspondente à abertura do anel de um epóxido por substituição 

nucleófila resulta na formação de um produto anti em que a orientação dos dois 

grupos (hidroxilo e nucleófilo) é diametralmente oposta. No caso particular da 

formação do aduto 119, e tendo em conta que o nucleófilo usado é 

enantiomericamente puro (enantiómero L), o ataque nucleófilo da NAC ao EPCBZ (79) 

resulta numa mistura de 2 diastereómeros (Esquema II.12). Não havendo qualquer 

impedimento estereoquímico, como é o caso do epóxido 79, a proporção da formação 

destes dois isómeros deveria ser semelhante. Assim, o facto de se observar dois 

sinais com o mesmo padrão de fragmentação a tR distintos mas com intensidades 

bastantes díspares levantou também algumas suspeitas quanto à origem do aduto 

NAC-EPCBZ (119).  
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Esquema II.12. Isómeros do aduto NAC-EPCBZ (119) formados na reacção do EPCBZ (79) e 

a NAC. 

Perante estas evidências, e no sentido de determinar a influência da presença 

da CBZ (62) na formação do aduto NAC-EPCBZ (119), promoveu-se uma serie de 

reacções nas mesmas condições referidas anteriormente mas onde se adicionou a 

CBZ (62) ou o EPCBZ (79) puros, adquiridos comercialmente, por substituição da 

mistura contendo os dois compostos. 

A reacção efectuada entre o EPCBZ (79) puro e a NAC resultou, sem surpresa, 

na formação do aduto NAC-EPCBZ (119). Ao contrário do que foi verificado 

anteriormente por LC-ESI(+)-MS, apenas se observou um sinal a m/z 416 

correspondente à molécula protonada de 119 (Figura II.17.A1). Sabendo que o aduto 

NAC-EPCBZ (119), obtido a partir do EPCBZ (79), resulta de um mecanismo de 

abertura do anel epóxido e origina apenas um par de diastereómeros (ver Esquema 

II.12), é seguro afirmar que este sinal corresponde aos dois isómeros obtidos, e que as 

condições cromatográficas utilizadas não permitiram a sua separação. 

Surpreendentemente, na reacção efectuada apenas com CBZ (62), a formação 

deste aduto é também observada. A análise desta mistura reaccional por LC-ESI(+)-
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MS mostrou dois sinais distintos com um valor de m/z 416 (Figura II.17.B1a e Figura 

II.7.B2b). Um deles apresenta o mesmo tR e padrão de fragmentação do produto 

identificado na reacção efectuada a partir do EPCBZ (79) puro e o outro, menos 

intenso, que elui ligeiramente mais cedo, exactamente como já se havia observado na 

reacção efectuada a partir da mistura de CBZ (62) e EPCBZ (79). Além disso, 

verificou-se também a formação de um outro produto com menos duas unidades de 

massa (m/z 414) comparativamente ao aduto NAC-EPCBZ (119) e com um padrão de 

fragmentação bastante semelhante, o que sugere uma semelhança estrutural entre os 

dois produtos (Figura II.17.B2)   

A análise posterior da mistura reaccional primeiramente efectuada, entre a 

mistura de CBZ (62) e o EPCBZ (79) e a NAC, permitiu verificar que este produto cuja 

molécula protonada [M+H]+ tem um valor m/z 414, também se formou nestas 

condições, mas estava ausente na mistura reaccional obtida por reacção deste 

aminoácido com 79 puro (Figura II.17.A2). Assim, e tendo em conta os resultados 

obtidos nestes ensaios preliminares, podemos concluir que quando se utilizou uma 

mistura de CBZ (62) e EPCBZ (79), o aduto 119 formou-se quase exclusivamente por 

reacção com a CBZ (62) e o aduto com m/z 414 é exclusivamente um derivado da 

CBZ (62). Para além de nunca ter sido reportado na literatura a possibilidade de 

reacção directa da CBZ (62) com bionucleófilos, sem necessidade de bioactivação, 

este resultado sugere que muito provavelmente esta reacção é muito mais favorável 

do que a reacção de abertura do anel do epóxido 79. A importância destes factos, 

caso ocorram in vivo, levou-nos a um estudo mais cuidado desta via. 
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Figura II.17. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção entre a EPCBZ (79) e a NAC (A) e os cromatogramas iónicos 

extraídos a m/z 416 (A1) (com o respectivo espectro de MS/MS, obtido por LC-ESI(+))-MS e m/z 414 (A2); Cromatograma iónico total da mistura reaccional 

correspondente reacção entre CBZ (62) e a NAC (B) e os cromatogramas iónicos extraídos a m/z 416 (B1a e B1b) e m/z 414 (B2), com os respectivos 

espectros de MS/MS, obtidos por LC-ESI (+). 
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II.2.1.3. Reactividade da carbamazepina (62) com bionucleófilos 

De acordo com as evidências apresentadas anteriormente, a CBZ (62) parece 

reagir directamente com bionucleófilos como a NAC, dando origem a dois adutos 

distintos. Um destes adutos apresenta o mesmo valor de m/z do produto resultante da 

abertura do anel do epóxido 79 (mas dando origem, para além dos dois 

diastereómeros anti também , em alguma proporção, aos diastereómeros syn) e o 

outro que apresenta menos duas unidades de massa em relação ao anterior, 

formando-se  exclusivamente a partir da CBZ (62) (Esquema II.13). Embora o valor de 

m/z correspondente ao produto obtido exclusivamente a partir da CBZ (62) possa 

corresponder a várias estruturas, os dados obtidos apontam para a formação do aduto 

10-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-11-hidroxi-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAC-

CBZ, 127, Esquema II.13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema II.13. Representação esquemática dos produtos obtidos a partir da CBZ (62) e do 

seu metabolito EPCBZ (79) por reacção com a NAC. 

A determinação desta estrutura teve como base os dados obtidos por LC-ESI(+)-

MS e LC-ESI(+)-MS/MS, uma vez que para além do sinal m/z 414 correspondente à 

molécula protonada [M+H]+ de 127, observaram-se os iões fragmento m/z 396, 
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correspondente à perda água do ácido carboxilico da NAC, bem como os fragmentos a 

m/z 372 e 368, correspondentes à perda dos grupos -H2C2O e -HCOOH, 

respectivamente. A confirmação da presença do aminoácido foi mais uma vez dada 

pelo fragmento a m/z 253 correspondente à cisão da ligação C-S com a saída da NAC. 

Os mecanismos de fragmentação propostos para o aduto NAC-CBZ (127) podem ser 

observado no Esquema II.14.  

 

Esquema II.14. Mecanismos de fragmentação propostos para o aduto NAC-CBZ (127), 

resultante da reacção CBZ (62) e a NAC, quando analisado por LC-ESI(+)-MS/MS 

Embora o padrão de fragmentação obtido seja muito semelhante ao obtido para 

o aduto NAC-OHCBZ (118), os tR’s verificados para cada um dos produtos são 

diferentes. Ainda assim, e numa tentativa de confirmar a estrutura apresentada para o 

aduto NAC-CBZ (127) obtido, tentou-se o seu isolamento por HPLC-DAD semi-

preparativo, com o objectivo de caracterizá-lo por NMR. O rendimento desta reacção 

não foi determinado uma vez que a análise do produto isolado por LC-ESI(+)-MS 

revelou tratar-se de uma mistura de compostos. Ainda assim foi possível obter 

algumas evidências da formação de 127. As evidências da formação do aduto NAC-

CBZ (127) tiveram como base inicial o reconhecimento, no espectro de 1H-NMR, de 

um conjunto de sinais na zona com o intervalo de desvios químicos 7.53-7.16 ppm, a 

integrar para oito protões, correspondentes aos oito protões aromáticos do anel de 

iminoestilbeno de 127. A presença destes sinais a integrar para oito protões é prova 
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inequívoca que o aminoácido não se encontra inserido em nenhuma posição 

aromática. Além disso, observa-se um singuleto largo a 5.92 ppm, a integrar para dois 

protões (e que apresenta uma correlação no HMBC com um carbono quaternário a 

173.6 ppm), correspondente aos protões lábeis -NH2 da carbamida de NAC-CBZ (127) 

e ainda do singuleto a 1.82 ppm, a integrar para três protões (e que apresenta uma 

correlação no espectro de HSQC com o carbono a 22.4 ppm) correspondente aos 

protões -CH3 do grupo acetilo (-COCH3) da NAC. Foi possível ainda identificar, a 4.43 

ppm um multipleto a integrar para um protão (e que apresenta uma correlação no 

espectro de HSQC com um carbono a 51.9 ppm) correspondente ao protão α C2’H do 

aminoácido. A observação do espectro de 1H-NMR evidencia ainda a presença de um 

conjunto de sinais na zona com o intervalo 3.27-2.75 ppm, a integrar para 6 protões e 

dois singuletos largos a 5.17 ppm e 4.00 ppm (a integrar para um protão cada um). A 

confirmação da presença da ligação dupla C10-C11 foi determinada com o auxílio de 

experiências de irradiação selectiva no espectro de 1H-NMR (Figura II.18 e II.19). 

Comparando com um espectro de 1H-NMR sem irradiação selectiva (a preto, na Figura 

II.18), a irradiação dos sinais cujas frequências correspondem aos singuletos largos a 

5.92 ppm (a roxo, Figura II.18), 5.17 ppm (a azul, Figura II.18) e 4.00 ppm (a verde, 

Figura II.18) não provocou qualquer variação nos restantes sinais.  

 

 

Figura II.18. Comparação dos espectros de 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) do aduto NAC-CBZ 

(127) com irradiações a 4.00 ppm (verde), 5.17 ppm (azul) e 5.92 ppm (roxo). 
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O mesmo procedimento foi efectuado para um conjunto de frequências 

correspondentes ao intervalo 3.27-2.75 ppm (Figura II.19). A escolha das frequências 

a irradiar teve como base a observação mais atenta do espectro de 1H-NMR, onde se 

conseguem observar 6 multipletos distintos, de intensidades diferentes. A irradiação 

selectiva de cada uma destas frequências deu origem a alterações no espectro. 

Assim, a irradiação da frequência correspondente ao multipleto a 4.43 ppm, promoveu 

uma simplificação dos multipletos correspondentes aos intervalos 3.27-3.23 ppm, 3.09-

2.9 ppm e 2.79-2.75 ppm (que no total integram para quatro protões), tornando estes 

sinais menos definidos. Por outro lado, quando se irradia qualquer frequência 

correspondente a estes quatro protões ocorre igualmente uma simplificação nos 

restantes três conjuntos de multipletos. Com este resultado,  e sendo que o multipleto 

a 4.43 ppm correspondente ao C2’H, protão α da NAC, os sinais cujo conjunto de 

multipletos estão compreendidos entre 3.09-2.90 ppm e 2.79-2.75 ppm correspondem 

ao dois protões C1’H, da NAC.  

 

 

Figura II.19. Comparação dos espectros de 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) do aduto NAC-CBZ 

(127) com irradiações efectuadas no intervalo ~5.0-2.6 ppm. 
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A integração destes sinais para quatro protões pode ser explicada pela 

existência de um equilíbrio ceto-enólico (Esquema II.15) sendo que dois conjuntos de 

multipletos correspondem aos dois protões C1’H da forma ceto e os restantes à forma 

enólica. A ausência de qualquer sinal compatível com um protão ligado a um carbono 

sp3 e acoplados a um heteroátomo constitui por si só uma evidência da presença de 

uma ligação dupla da CBZ (62). Apesar de tudo, não foram observadas quaisquer 

evidências de um sinal compatível com um grupo carbonilo de uma cetona (~200 

ppm). De facto, o equilíbrio deverá ser bastante favorecido no sentido do enol devido à 

estabilização conferida pela aromaticidade do anel iminostilbeno da NAC-CBZ (127). 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise do espectro de 13C-NMR mostrou apenas um conjunto de sinais muito 

pouco intensos sendo apenas possível atribuir uma correspondência a alguns 

carbonos de 127. Destaca-se dois sinais a campo baixo, a 173.6 e 173.2 ppm sem 

qualquer correlação no espectro de HSQC, correspondentes aos carbonos quaternário 

dos grupos carbonilo C12=O e C4’=O. Na Tabela II.8 são apresentados os dados de 

NMR e MS, compatíveis com  o aduto NAC-CBZ (127). 

 

 

 

 

 

 

Esquema II.15. Equilíbrio ceto-enólico proposto para o aduto NAC-CBZ (127). 
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Tabela II.8. Caracterização estrutural obtida por NMR e MS para o aduto NAC-CBZ (127). 

Composto 

 

1H-NMR (DMSO-d6)       

δ (ppm), J (Hz) 

7.53-7.16 (8H, m, ArC2H, ArC3H, ArC4H, ArC6H, ArC7H e 

ArC8H), 5.92 (2H, sl, C12NH), 4.43 (1H, m, C2’H), 3.27-2.75 

(4H, m, C1’Ha e C1’Hb) 1.82 (3H, s, C5’H) 

13C-NMR (DMSO-d6)      

δ (ppm) 

173.6 (C12=O), 173.2 (C4’=O), 130.0-128.0 (ArC2, ArC3, 

ArC4H, ArC6, ArC7 e ArC8), 22.4 (C5’) 

MS-ESI (+), m/z  414 [M+H]+, 396 [M+H-H2O]+; 372 [M+H-H2C2O]+, 368 [M+H-

HCOOH]+, 326 [368-H2C2O]+, 253 [M+H-NAC]+ 

 

Perante os resultados obtidos para a reacção entre a CBZ (62) e a NAC, 

testou-se também a reactividade de 62 na presença de outros bionucleófilos. Tal como 

foi efectuado para o EPCBZ (79), promoveu-se a reacção com o ValOEt (ensaio 1, 

Tabela II.9), a NAL (ensaio 2, Tabela II.9) (ambos nucleófilos de azoto) e a GSH 

(ensaio 3, Tabela II.9), numa mistura de Tampão fosfato 50 mM/THF (4:1), pH 7.4, a 

37 ºC. 

Tabela II.9. Condições experimentais utilizadas nos ensaios efectuados para testar a 

reactividade da CBZ (62) na presença de nucleófilos de azoto e enxofre. 

Ensaio  Nucleófilo (eq.) Tempo de reacção (h) 

1 ValOEt (4.0) 72 

2 NAL (5.0) 72 

3 GSH (5.0) 48 

 

Nas reacções levadas a cabo com nucleófilos de azoto não se detectou, por 

análise HPLC-DAD, a formação de qualquer produto nem o respectivo consumo de 62. 

Ainda assim, todas as misturas reaccionais foram posteriormente analisadas por LC-

ESI(+)-MS, sem contudo se detectar a formação de qualquer produto. No entanto, no 

que diz respeito à reacção efectuada na presença de GSH, à semelhança do que já se 

havia observado com a NAC, formaram-se dois adutos que quando analisados por LC-
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ESI(+)-MS, diferem apenas de duas unidades de massa, apresentando valores a m/z 

558 e 560, e eluindo a tR distintos (Figura II.20). Efectivamente, é possível observar 

dois sinais a eluir a tR ~ 9 e 10 min. que apresentam ambos, nos espectros obtidos por 

LC-ESI(+)-MS, um sinal m/z 560 e o mesmo padrão de fragmentação (Figura II.20.A3a 

e Figura II.20.A3b). Embora o aduto GSH-EPCBZ (94) já se encontre descrito na 

literatura [214, 224] como sendo o produto de dois diasteroiómeros resultantes da 

reacção entre o EPCBZ (79) e a GSH, o comportamento observado pela análise da 

mistura reaccional parece ser similar ao observado para a formação do aduto NAC-

EPCBZ (119). A presença de dois sinais distintos, com intensidades diferentes a m/z 

560 poderão corresponder igualmente aos produtos syn e anti, respectivos. De 

salientar, que quando se promoveu a reacção da GSH com o EPCBZ (79) comercial, 

apenas se observou por LC-ESI(+)-MS com as mesmas condições cromatográficas, 

um sinal com m/z 560, a tR ~10 min. Apesar de Bu e colaboradores [214, 224] 

afirmarem terem isolado o aduto 94 por HPLC-DAD semi-preparativo, o que permitiu a 

sua caracterização por NMR (ver Figura II.1), após várias tentativas, tal nunca foi 

conseguido para este trabalho, mesmo reproduzindo as condições reaccionais 

utilizadas, quer por reacção da GSH com a CBZ (62) ou o EPCBZ (79). 

Adicionalmente, os mesmos autores reportam a formação de 94 por incubação da 

CBZ (62) em HMLs, co-factores de Fase I e um suplemento de GSH. Tendo em conta 

os resultados obtidos é possível concluir que neste caso, o aduto 94 deverá ter sido 

formado por duas vias distintas: a reacção directa da CBZ (62) com a GSH e a 

reacção com o EPCBZ (79) após a actuação das enzimas de Fase I.  

Para além destes dois adutos foi identificado um outro aduto, que elui a ~13 

min., e que no cromatograma obtido por LC-ESI(+)-MS apresenta um sinal a m/z 558 

(Figura II.20.A2). Este valor bem como o correspondente padrão de fragmentação 

obtido por LC-ESI(+)-MS/MS são compatíveis com a formação do aduto 10-(γ-

glutamilcisteinilglicina-S-il)-11-hidroxi-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (GSH-

CBZ, 128, Figura II.20.A2). No espectro obtido por LC-ESI(+)-MS/MS para o ião 

precursor a m/z 558 (Figura II.20.A2) é possível observar os fragmentos maioritários a 

m/z 308 e 253, correspondentes à cisão da ligação C-S entre a CBZ (62) e a GSH. 

Verifica-se ainda os fragmentos correspondentes à quebra de ligações da GSH. O 

mecanismo proposto pode ser observado no Esquema II.16.  
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Figura II.20. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção entre a mistura de CBZ (62) e a GSH (A) e os cromatogramas 

iónicos extraídos a m/z 237 (A1), m/z 560 (A2) e m/z 558 (A3) com os espectros de MS/MS (obtidos por LS-ESI(+)-MS) para os adutos GSH-CBZ (94) e 

GSH-CBZ (128). 
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Esquema II.16. Mecanismos de fragmentação propostos para o aduto GSH-CBZ (128) (m/z 

558), quando analisado por LC-ESI(+)-MS/MS. 

As evidências apresentadas mostram claramente que nas reacções com a CBZ 

(62) há uma selectividade para nucleófilos de enxofre, ao contrário do que se verifica 

para as reacções com o EPCBZ (79) (Tabela II.10).  
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Tabela II.10. Comparação da reactividade da CBZ (62) e o seu metabolito EPCBZ (79) na 

presença de nucleófilos de azoto e enxofre;  indica a formação de aduto, a Formação de 

dois adutos distintos, b Formação de um aduto apenas. 

Composto 
Nucleófilo de Enxofre Nucleófilo de Azoto 

NAC GSH ValOEt NAL 

CBZ (62)  
a
  a - - 

EPCBZ (79)  b  b  b  b 

 

A ausência da formação de adutos a partir da CBZ (62) com nucleófilos de azoto 

sugere também a intervenção do grupo tiol (-SH) na formação destes produtos com a 

CBZ (62). Por outro lado, a presença de diastereómeros distintos nas reacções com a 

CBZ (62) e EPCBZ (79), indica uma diferença mecanística na formação dos adutos 

comuns aos dois materiais de partida. O mecanismo envolvido na formação dos 

adutos GSH-EPCBZ (94) ou NAC-EPCBZ (119) a partir do EPCBZ (79) é facilmente 

explicado pelo ataque nucleófilo do átomo de enxofre ao anel epóxido e consequente 

abertura. No entanto, o mesmo já não é tão simples quando se considera a formação 

dos adutos 94, 119, 127 e 129 a partir da CBZ (62), já que as condições utilizadas são 

à partida condições não oxidativas. 

Deste modo, várias questões se levantam relativamente à formação destes 

compostos:  

1. Qual a origem do grupo hidroxilo (-OH) nos adutos formados a partir da CBZ 

(62)? 

2. Poderá a reactividade e a selectividade da reacção com a CBZ (62) ser 

influenciada pelas condições experimentais? 

3. Qual o mecanismo associado à formação de dois adutos distintos a partir da 

CBZ (62)?  

No sentido de esclarecer estas questões efectuou-se uma série de estudos 

paralelos, onde se fez variar as condições experimentais até aqui utilizadas. Na 

literatura não se encontraram descritos casos de inserção de grupos hidroxilo (-OH) a 

ligações duplas em condições tão suaves como as utilizadas até aqui, o que levanta 

questões relativamente à fonte de oxigénio. Uma vez que o THF utilizado como 

solvente poderá ter como contaminantes peróxidos, considerou-se que esta poderia 

ser uma eventual fonte de oxigénio. Assim, alterou-se o solvente da reacção para 
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MeCN, com o intuito de esclarecer se a eventual presença vestigial de peróxidos 

poderia estar a promover a reacção de oxidação. Quando de efectuou a reacção da 

CBZ (62) com a GSH, numa mistura de água e acetonitrilo [H2O/MeCN (4:1)], sem 

qualquer controlo da atmosfera do meio reaccional (ensaio 1, Tabela II.11), os adutos 

GSH-EPCBZ (94) e GSH-CBZ (128) foram igualmente detectados por LC-ESI(+)-MS, 

demonstrando que não seria a eventual presença de peróxidos no solvente, a causa 

da formação destes compostos. Excluída esta primeira hipótese, outras hipóteses 

foram avançadas para a possível fonte de oxigénio, nomeadamente a água utilizada 

como solvente ou ainda o oxigénio da atmosfera. Assim, no sentido de testar estas 

hipóteses foram efectuadas reacções na presença de água marcada com oxigénio-18 

(H2
18O), com e sem controlo da atmosfera (ensaios 2-4, Tabela II.11). Como a 

mudança de solvente utilizada no ensaio anterior não demonstrou ser relevante em 

termos de formação de produtos, todos os ensaios realizados com H2
18O foram 

efectuados com um sistema de H2
18O/MeCN (4:1). As misturas reaccionais foram 

analisadas ao fim de 24h de reacção, a 37 ºC, por LC-ESI(+)-HRMS. 

Tabela II.11. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de reactividade da CBZ (62) com 

a GSH, na presença de H2
18O. a Para este ensaio, o MeCN utilizado foi previamente seco. 

Ensaio CBZ (62) (μmol) GSH (eq.) Solvente (4:1) Atmosfera 

1 2.5 50.0 H2O/MeCN   Sem controlo 

2 2.5 50.0 H2
18O/MeCN  Sem controlo 

3 2.5 50.0 H2
18O/MeCNa   O2 

4 2.5 50.0 H2
18O/MeCNa  N2 

 

 A averiguação da contribuição da H2
18O na formação dos adutos GSH-EPCBZ 

(94) e GSH-CBZ (128) foi efectuada com base no perfil isotópico obtido, quando a 

mistura reaccional foi analisada por LC-HRMS/MS-ESI (+). As composições de 

oxigénio-16 (16O) e oxigénio-18 (18O) dos dois adutos foram determinadas com base 

nas abundâncias relativas dos sinais com as respectivas massas exactas a m/z 

560.1810 (16O) ou m/z 562.1852 (18O) para o aduto GSH-EPCBZ (94) e m/z 558.1653 

(16O) ou m/z 560.1696 (18O) para o aduto GSH-CBZ (128). Caso ocorresse uma 

contribuição exclusiva da H2
18O, na inserção do grupo hidroxilo em cada um dos 

adutos, seria de esperar no espectro de cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massa tandem de alta resolução por ionização de electrospray em 

modo positivo [LC-HRMS-ESI(+)da tradução do inglês liquid chromatography high 

resolution tandem mass spectrometry by positive electrospray mode], um desvio de 
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duas unidades de massa , no sinal de m/z correspondente à molécula protonada 

[M+H]+ de cada um deles (Figura II.21). Note-se que este desvio não altera a 

contribuição dos restantes elementos com isótopos abundantes (carbono, enxofre e 

azoto) e, por isso, a percentagem de abundância relativa dessas contribuições 

mantêm-se.  

 

Figura II.21. Perfil isotópico e as respectivas abundâncias relativas esperadas para os adutos 

GSH-EPCBZ (94) e GSH-CBZ (128) sendo a contribuição da H2
18O na inserção do grupo 

hidroxilo inexistente (a cinzento) ou exclusiva (a preto). 

 

O perfil isotópico obtido para os dois adutos no ensaio levado a cabo com água 

não marcada isotopicamente (Ensaio 1, Tabela II.12) está concordante com os valores 

de percentagem de abundância relativa esperados (~ 10%). Em nenhum dos ensaios 

efectuados na presença de H2
18O foi observado a ausência da contribuição da 

molécula protonada [M+H]+ cujo aduto contém 16O. No entanto, ao comparar as 

percentagens de abundância relativa dos sinais correspondentes aos dois isótopos, 

verifica-se uma maior contribuição do isótopo 18O nos adutos obtidos na presença de 

H2
18O (Ensaios 2-4, a negrito na Tabela II.12), relativamente aos adutos obtidos no 
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ensaio efectuado com água não marcada isotopicamente. Esta alteração indica 

nitidamente que ocorreu inserção de 18O em ambos os adutos, 94 e 128, mas essa 

inserção não é totalmente devido à H2
18O, uma vez que existe uma mistura de 

compostos contendo 16O e 18O (Figura II.22). Estes resultados sugerem uma 

contribuição embora não exclusiva da água utilizada como solvente, indicando que a 

fonte de oxigénio deverá ter mais do que uma proveniência. 

A utilização de um padrão interno (neste caso usou-se a NVP (3)) permitiu 

realizar uma quantificação relativa do consumo da CBZ (62) nos vários ensaios, assim 

como da eficiência da reacção na formação dos adutos, GSH-EPCBZ (94), NAC-

EPCBZ (119), NAC-CBZ (127) e GSH-CBZ (128). Curiosamente, nos ensaios 

efectuados com nucleófilos de enxofre, verificou-se que o consumo de 62 nos ensaios 

conduzidos em atmosfera de O2 era substancialmente mais significativo quando 

comparado com a mesma reacção efectuada sob atmosfera de N2 (Figura II.23). Estes 

dados demonstram inequivocamente a intervenção do O2 no mecanismo reaccional 

envolvido na formação dos adutos a partir da CBZ (62). Para além disso, o facto do 

consumo de CBZ (62) só se verificar na presença de nucleófilos de enxofre, mais uma 

vez confirma a interveniência do grupo funcional tiol (-SH) no mecanismo dos 

respectivos adutos (Figura II.23). Efectivamente, no caso particular da NAC, o 

consumo de CBZ (62) é de quase 100% ao fim de 24h, na presença de O2, enquanto 

na reacção com a GSH o consumo é de aprox. 24% (Figura II.23). A mesma variação 

é observada no que diz respeito à formação dos adutos. Para além da formação dos 

adutos ser muito mais significativa quando as reacções são efectuadas na presença 

de O2, os adutos 119 e 127, promovidos pela reacção da CBZ (62) e a NAC, são 

igualmente formados em maior extensão quando comparados com os homólogos, na 

presença de GSH (Figura II.23). As diferenças entre as percentagens de consumo da 

CBZ (62) bem como na formação dos adutos 94, 119, 127 e 128, nas reacções com 

NAC e GSH poderão eventualmente dever-se ao maior impedimento estereoquímico 

da molécula de GSH. De salientar ainda, que em todas as situações o isómero syn 

dos adutos 94 e 119 se forma em todas as reacções, embora em menor quantidade 

comparativamente ao produto anti de cada um dos adutos. 

À luz das evidências até aqui obtidas tentou-se elucidar o mecanismo envolvido 

na formação dos adutos 94, 119, 127 e 128. Tendo em conta que se obteve uma 

mistura de isómeros syn e anti de 94, nos ensaios efectuados com a CBZ (62), 

colocou-se a hipótese de se tratar de um mecanismo radicalar. Embora o isómero syn 

não pareça à partida o mais intenso, (provavelmente pela sua formação não ser 

favorecida devido ao impedimento estereoquímico), a sua formação só é possível 

considerando um mecanismo radicalar. 
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Figura II.22. Comparação do perfil isotópico obtido para os adutos anti GSH-EPCBZ (94) e GSH-CBZ (128) nos ensaios efectuados com a CBZ (62) e GSH, 

na presença/ausência de H2
18O (A e B) e controlo da atmosfera do meio reaccional (C e D). 
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Tabela II.12. Abundâncias relativas (%) dos iões correspondentes à molécula protonada [M+H]+ dos adutos GSH-EPCBZ (94) e GSH-CBZ (128), obtidas na 

análise por LC-ESI(+)-HRMS nos ensaios efectuados para a reacção entre CBZ (62) e a GSH (representada a azul), com H2
18O e controlo da atmosfera do 

meio reaccional. (*) valores teóricos de [M+H]+ para produtos marcados com  18O. 

Ensaio H2O H2
18O H2

18O + O2 H2
18O + N2 

Aduto m/z teórico 

 

MH+, m/z sinal mono-isotópico experimental (erro associado, ppm) I Abundância relativa (%) 

 

[M+H]+, 560.1810 560.1815 ± 0.9 100 560.1820 ± 1.8  100  560.1815 ±0.9 100 560.1822 ± 2.1 100 

[M+H+2]+, 562.1823 562.1813 ± 1.8 9 - - - - - - 

*[M+H]+, 562.1852 - - 562.1851 ± 0.2 21 562.1846 ±1.1 27  562.1855 ± 0.5 27 

 

[M+H]+,  560.1810 560.1816 ± 1.1 100 560.1811 ± 0.2 100 560.1819 ± 1.1 100 560.1819 ± 1.6 100 

[M+H+2]+, 562.1823 562.1827 ± 0.7 8 - - - - - - 

*[M+H]+, 562.1852 - -  562.1853 ± 0.2 22 562.1855 ± 0.5 62 562.1857 ± 0.9 58 

 

[M+H]+, 558.1653 558.1658 ± 0.9  100 558.1665 ± 2.1 100 558.1665 ± 2.1 100 558.1667 ± 2.5 89 

[M+H+2]+, 560.1666 560.1684 ± 3.2  8 - - - - - - 

* [M+H]+, 560.1696 - - 560.1706 ± 1.8 21 560.1706 ± 1.7 84  560.1706 ± 1.8 100 
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Figura II.23. Consumo da CBZ (62) na presença dos vários nucleófilos, em atmosfera de O2 (cinzento escuro) ou N2 (cinzento claro) e a formação dos 

adutos GSH-EPCBZ (94), NAC-EPCBz (119), NAC-CBZ (127) e GSH-CBZ (128). Todos os ensaios foram efectuados na presença de um padrão 

interno NVP (3) e analisados por LC-ESI(+)-MS às 2h e 24h. 



Desenvolvimentos de novos biomarcadores de toxicidade dos fármacos carbamazepina e oxcarbazepina 

 

134 
 

As evidências apontam para que o passo inicial da reacção envolva a formação 

de um radical ti-ilo (RS˙, Esquema II.17), intermediário na reacção de oxidação da 

GSH ou NAC. Efectivamente, a existência de oxigénio residual em solução é muitas 

vezes avançado como responsável pela iniciação de alguns processos radicalares em 

cadeia, e que ocorrem na ausência de qualquer outro iniciador radicalar [272, 273]. 

Este dado suporta o facto de, em condições em que se borbulha O2 na mistura 

reaccional, a reacção é significativamente mais completa devido a uma maior 

extensão da reacção para a formação destes radicais iniciadores. De salientar que a 

metodologia usada na síntese da GSH oxidada à escala industrial é efectuada 

precisamente fazendo borbulhar O2 numa solução de GSH reduzida [274, 275]. 

Os radicais ti-ilo (RS˙) têm a capacidade de abstrair átomos de hidrogénio (H) de 

vários sistemas alílicos reversivelmente, bem como de se adicionar a ligações 

carbono-carbono ou carbono-heteroátomo [273, 276, 277]. Em especial, a adição 

destes radicais a olefinas é geralmente fácil [273] e envolve a formação de um novo 

radical centrado num átomo da ligação dupla (Esquema II.17). Este tipo de 

intermediário radical é consistentemente reportado em reacções de isomerização cis-

trans de lípidos [277] e alcenos, de uma maneira geral, ou na síntese de polímeros 

baseada na “click chemistry” [278], por exemplo. Assim, perante a formação do radical 

RS˙, a adição deste à ligação dupla C10-C11 da CBZ (62) deverá promover a formação 

de um outro radical centrado no carbono C11 de 62 (129, Esquema II.24). Uma vez 

formado, o radical 129 poderá promover as várias reacções: 1) 129 poderá sofrer 

dismutação, dando origem ao tiol-eno 130 e ao aduto 131 (Esquema II.17); 2) a 

formação de 129 deverá implicar a formação do um bis-aduto 132 (Esquema II.17) por 

reacção radicalar de terminação com um segundo radical RS˙; e 3) o radical 129, na 

presença de O2 poderá dar origem ao radical hidroperóxido 133 (Esquema II.17), de 

forma análoga ao que acontece nos mecanismos envolvidos nas reacções de 

peroxidação lipídica [279].  
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Esquema II.17. Hipótese mecanística para a formação dos adutos GSH-EPCBZ (94), NAC-EPCBZ (119), NAC-CBZ (127) e GSH-CBZ (128) e que envolve a 

formação do radical ti-ilo, RS˙ e a sua adição à CBZ (62). A formação de produtos laterais por processos de dismutação e TOCO está também representada. RS 

representa genericamente os dois nucleófilos de enxofre estudados, NAC e GSH. 
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A cisão homolítica do intermediário 134 (Esquema II.17) promove a libertação do 

radical 135 (Esquema II.17) que por redução dará origem aos adutos GSH-EPCBZ (94) e 

NAC-EPCBZ (119), já identificados nas misturas reaccionais de 62 com GSH e NAC, 

respectivamente. A formação do radical 136 (Esquema II.18) a partir destes adutos, 

centrado no carbono ligado ao grupo hidroxilo, é bastante favorável dado a sua estabilidade. 

Este, por sua vez, por dismutação, poderá dar origem aos adutos 94, 119, 127 e 128, já 

identificados. Por outro lado, a formação de 133, poderá também estar envolvido num 

processo conhecido por co-oxidação de tiol-olefinas (TOCO da tradução do inglês Thiol-

olefin cooxidation process) que leva à formação de um sulfóxido hidroxilado (137 Esquema 

II.17). O processo de TOCO foi inicialmente descrito por Kharash e seus colaboradores 

[280] e envolveu a reacção de olefinas com mercaptanos na presença de O2, dando origem 

a uma mistura racemica de compostos do tipo 138 (Esquema II.18). O envolvimento de 

radicais hidroperóxido na formação de compostos deste tipo foi avançado posteriormente 

através de estudos mecanísticos [281, 282].  

 

 

 

Esquema II.18. Processo de TOCO desenvolvido por Kharash e seus colaboradores [281] para a 

formação de sulfóxidos hidroxilados (138) a partir de olefinas. 

Assim, com o intuito de encontrar os intermediários ou produtos laterais que pudessem 

sustentar a hipótese mecanística avançada, fez-se uma nova procura recorrendo às 

misturas reaccionais já obtidas. A análise por LC-ESI(+)-HRMS das misturas reaccionais de 

62 com a NAC (via a) e a GSH (via b) (Esquema II.19) mostraram a formação dos produtos 

cujas m/z são compatíveis com a estrutura dos produtos laterais propostos. Os produtos 

resultantes da dismutação do radical 129a (via a), 130a e 131a  bem como o bis-aduto 132a 

resultante do ataque do radical N-acetil-cisteinilo (CyS˙, Esquema II.19) com o radical 129a, 

foram detectados nas reacções efectuadas na presença de O2 e N2, e apresentam o padrão 

de fragmentação espectável (Tabela II.13). Embora o intermediário radicalar 129a não tenha 

sido detectado, a formação dos compostos 130ª, 131a e 132a suporta a teoria da sua 

formação. Além disso, foi também detectado o produto resultante do processo TOCO 137a 

(via a) (Esquema II.19) mas apenas na reacção onde se borbulhou O2. À luz do que já foi 

referido, a formação de 137a implica a formação do intermediário hidroperóxido 133a, 

Esquema II.19). De modo similar, e como seria de esperar, o mesmo tipo de compostos foi 

observado na reacção de 62 com a GSH (via b), Esquema II.19), o que indica que seguem a 

mesma linha mecanística. De facto, a análise por LC-ESI(+)-HRMS(Figura II.24) mostrou 
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sinais de m/z compatíveis com a formação dos produtos 130b e 131b, resultantes de 

dismutação do radical 129b, o bis-aduto 132b, resultante da reacção do radical glutationilo 

com o radical 129b, e ainda o produto 137b resultante do processo TOCO. De uma maneira 

geral, os padrões de fragmentação obtidos (Tabela II.13 e Figura II.24) para os compostos 

130b a 132b reflectem a quebra da ligação C-S entre a CBZ (62) e a GSH mas também a 

fragmentação característica do tripéptido GSH. De salientar ainda que a fragmentação 

obtida para o aduto 137b, com m/z 576, apresenta um sinal a m/z 558, compatível com a 

perda de uma molécula de água, bem como os fragmentos a m/z 324 e 253, compatíveis 

com a quebra C-S=O (Figura II.24). 
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Esquema II.19. Hipótese mecanística para a formação produtos laterais por processos de dismutação e TOCO. 
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Tabela II.13. Caracterização estrutural efectuada por LC-ESI(+)-MS e LC-ESI(+)-HRMS dos produtos laterais obtidos por reacção da CBZ (62) com os 

nucleófilos de enxofre (RS), NAC (a) e GSH (b). 

Composto 

    

a
, 
R

S
: 

N
A

C
 MS-ESI (+), m/z 

398 [M+H]+, 380 [M+H-H2O]+, 356 
[M+H-H3C2O]+, 310 [356-

HCOOH]+, 269 [M+H-C5H8NO2], 
235 [M-RS]+ 

400 [M+H]+, 382 [M+H-
H2O]+, 354 [M+H-

HCOOH]+, 237 [M+H-RS]+ 

[237-NH3]+, [237-HNCO]+ 

- 432 [M+H]+, 414 [M+H-H2O]+, 303 
[M+H-C5H8NO3]+, 253 [M+H-RSO]+ 

HRMS-ESI(+), 

m/z (erro, ppm) 
398.2074, calculado para [M+H]+ 

C20H19N3O4S,  398.1169 (2.8) 

400.1336, calculado para 
[M+H]+ C20H21N3O4S,  

400.1326 (1.7) 

561.1466, calculado para [M+H]+ 
C25H28N4O7S2,  561.1472 (1.1) 

432.1226, calculado para [M+H]+ 
C20H21N3O6S, 432.1224 (0.5) 

b
, 
R

S
: 

G
S

H
 MS-ESI (+), m/z 

542 [M+H]+, 467 [M+H-H2O]+, 396 
[M+H-C5H9N2O3]+, 310 [M+H- 

C8H12N2O6]+, 269 [M+H-
C10H16N3O6]+, 235 [M-RS]+ 

544 [M+H]+, 469 [M+H-
H2O]+, 307 [RS+H]+, 

237[M+H-RS]+, 194 [237-
HNCO]+ 

849 [M+H]+, 645 [M+H-C7H12N2O5]+, 
542 [M+H-RS]+, 499 [M+H-RS-CONH], 
467 [M+H-RS-C2H5NO2]+, 413 [M+H-

RS-C5H8NO3]+, 310 [M+H-RS-
C8H12N2O6]+ 237 [M+H-2RS]+ 

576 [M+H]+, 558 [M+H-H2O]+, 447 
[M+H-C5H8NO3]+, 253 [M+H-

RSO]+. 

HRMS-ESI(+), 

m/z (erro, ppm) 
542.1715, calculado para [M+H]+ 

C25H27N5O7S, 542.1704   (2.0) 

544.1874, calculado para 
[M+H]+ C25H29N5O7S, 

544.1868 (2.6) 

849.2542, calculado para [M+H]+ 
C35H44N8O13S2, 849.2542 (0); 

425.1313, calculado para [M+2H]2+ 
C35H44N8O13S2, 425.1307 (1.4); 

576.1767 calculado para [M+H]+ 
C25H29N5O9S, 576.1759 (1.4) 
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Figura II.24. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção entre a CBZ (62) e a GSH, na presença de O2 (A) e os 

cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 542.1715 (A1), m/z 544.1874 (A2), m/z 849.2542 (A3) e m/z 576.1730 (A4) com os espectros de massa 

correspondentes aos adutos 130b, 131b, 132b e 137b, respetivamente. 
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Até aqui a proposta mecanística não explica a incorporação de átomos 18O, 

quando a reacção é efectuada na presença de água marcada com este isótopo. No 

entanto, a possível libertação do radical hidroxilo (HO˙) (ver Esquema II.19) por cisão 

homolítica do intermediário 134, pode promover uma cascata de reacções que dão 

origem ao radical hidroxilo marcado com oxigénio-18 (H18O˙) (Esquema II.20). A 

presença no meio reaccional de radicais HO˙ e H18O˙ poderá igualmente promover 

vários tipos compostos: 1) Formação dos compostos 139 e MHD (105) (Esquema 

II.20) por dismutação do intermediário 140 (Esquema II.20), gerado por adição directa 

do radical hidroxilo à CBZ (62); 2) reacção directa com o intermediário 129, dando 

origem aos adutos GSH-EPCBZ (94) e NAC-EPCBZ (119), marcados ou não 

marcados com 18O e, consequentemente, aos adutos NAC-CBZ (127) e GSH-CBZ 

(128), igualmente marcados com 18O ou não marcados; e 3) adição do radical às 

posições aromáticas da CBZ (62), com formação de compostos fenólicos (141, 

Esquema II.20).  

De forma a comprovar a formação do radical hidroxilo (HO˙, Esquema II.20) fez-

se uma nova busca por valores de m/z compatíveis com as moléculas protonadas 

[M+H]+ dos compostos resultantes da dismutação do radical 140 (Esquema II.23). A 

análise da mistura racional de 62 com GSH, na presença de O2, por LC-ESI(+)-HRMS 

mostrou a formação dos compostos 139 e MHD (105) (Esquema II.20) pelo 

aparecimento dos sinais a m/z 253.0978 ± 2.4 ppm e 255.1132 ± 1.6 ppm, 

correspondentes às moléculas protonadas [M+H]+ e a m/z 275.0795 ± 0.4 ppm e 

277.0960 ± 2.5 ppm, correspondentes aos adutos sodiados [M+Na]+,  respectivamente 

(Figura II.25). O erro associado a estes valores, quando comparado com os 

respectivos valores de m/z teóricos, está dentro do limite aceitável (Tabela II.14). A 

confirmação da formação destes compostos resultantes da dismutação do radical 141 

foi dada pelo padrão de fragmentação obtido para os iões a m/z 253.0972 e 255.1128, 

correspondentes às moléculas protonadas [M+H]+ dos compostos 139 e 105, 

respectivamente (Figura II.25 e Tabela II.14). De uma maneira geral foi possível 

observar os fragmentos correspondentes à perda do grupo -HNCO (43 u) e ao produto 

de contracção característico do anel iminostilbeno (com m/z 180).  
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Esquema II.20. Proposta mecanística para a intervenção da água na formação dos adutos GSH-EPCBZ (94), NAC-EPCBZ (119), NAC-CBZ (127) e GSH-

CBZ (128) e os respectivos adutos marcados com 18O, 94-18O, 119-18O, 127-18O, 128-18O, quando a reacção é efectuada em H2
18O. A formação do radical 

hidroxilo marcado (˙18 OH) e não marcado (˙OH) promove: (1) a reacção com a CBZ (62) levando à formação dos produtos laterais resultantes da 

dismutação; (2) a reacção com o intermediário 129 (resultante da adição do radical ti-ilo à ligação dupla de 62) promovendo a formação dos adutos 94, 94-

18O, 119 e 119-18O e subsequentemente 127, 127-18O, 128 e 128-18O; e (3) adição ao anel aromático da CBZ (62) dando origem a compostos fenólicos. 
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Figura II.25. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção entre a CBZ (62) e a GSH em MeCN/H2O, na presença de O2 (A) e 

os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 253.0972 (A1) e m/z 255.1128 (A2) com os espectros de MS/MS obtidos por LC-ESI(+)-HRMS. Cromatograma 

iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção entre a CBZ (62) e a GSH em MeCN/H2
18O, na presença de O2 (B) e o cromatograma iónico 

extraído a m/z 253.0972 (B1) com o espectro de MS/MS obtido por LC-ESI(+)-HRMS. 
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Tabela II.14. Caracterização por LC-ESI(+)-HRMS dos produtos obtidos por dismutação da 

reacção da CBZ (62) com o radical hidroxilo (H18 O˙ /HO˙). 

Composto LC-HRMS-ESI(+), m/z, erro associado (ppm) 

 

277. 0953, calculado para [M+Na]+ C15H14N2O2, 277.0948(2.5); 

255.1132, calculado para [M+H]+ C15H14N2O2, 255.1128 (1.6); 

180.0804 [208.0739-CO]+ (5.0). 

 275.0796, calculado para [M+Na]+ C15H12N2O2, 275.0795 (0.4); 

253.0972, calculado para [M+H]+ C15H12N2O2, 253.0978 (2.4); 

208.0752 [M+H-CONH]+, (2.4); 180.0809 [208.0752-CO]+ (2.2). 

 

 

277.0841 calculado para [M+Na]+ C15H12N2O18O, 277. 0833 (2.9); 

255.1014 calculado para [M+H]+ C15H12N2O18O, 255.1019 (2.0); 

210.0804 [M+H-HNCO]+, (5.2); 180.0808 [210.0804-C18O]+ (5.2). 

 

A mesma análise foi efectuada nas reacções realizadas com H2
18O e controlo da 

atmosfera do meio reaccional. A  tR ~11.0 min, o sinal que anteriormente apresentava 

um valor de m/z 253.0978±2.4 ppm e 275.0796±0.4 ppm, correspondentes à molécula 

protonada [M+H]+ e ao aduto sodiado [M+Na]+ de 139, apresenta uma alteração na 

sua razão isotópica (Figura II.25). Quando se isolou o extracto a m/z 253.0972, no 

espectro de LC-HRMS-ESI(+), observou-se que o sinal a m/z 255.1019±2.0 ppm 

correspondente a [M+2+H]+ apresentava um aumento significativo de intensidade 

(Figura II.25). Este sinal, sendo o correspondente à contribuição do oxigénio-18, 

mostra que houve incorporação de H18O˙ dando origem ao aduto 139 marcado com 

oxigénio-18 (139-18O). Esta variação foi igualmente observada no valor de molécula 

sodiada [M+Na]+ a m/z 277.0833±2.9 ppm obtido (Figura II.25). Estes resultados foram 

complementados com o padrão de fragmentação obtido, estando de acordo com a 

estrutura apresentadas para 139-18O. Todos os erros associados estão dentro dos 

limites aceitáveis para moléculas com peso molecular inferior a 1000 u. De salientar 

que, apesar dos compostos 105 e 139-18O apresentarem um valor de m/z muito 

similar,  foi possível distingui-los por LC-ESI(+)-HRMS(Figura II.25). 
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Para além dos produtos de dismutação foi também possível identificar vários 

outros sinais (com diferentes tR’s) e que exibem no espectro de LC-ESI(+)-MS um 

valor de m/z 253, compatível com a molécula protonada [M+H]+ dos produtos 

resultantes da oxidação da CBZ (62). Independentemente dos mecanismos 

associados, a oxidação de 62 pode ocorrer em várias posições (Esquema II.21): 1) a 

oxidação da ligação dupla C10-C11 poderá dar origem aos compostos OXCBZ (63), 

EPCBZ (79) ou 139; e 2) a oxidação das posições aromáticas poderá dar origem aos 

compostos mono-hidroxilados (representados genericamente por 141). Por 

comparação com padrões obtidos comercialmente [OXCBZ (63) e EPCBZ (79)] e 

sintéticos [2-OHCBZ (82)] (Figura II.26) parece ocorrer a formação de 63, 79 ou 82. No 

entanto, com o programa cromatográfico utilizado na análise, não é possível dizer com 

segurança se todos os compostos se formam. 

 

 

Esquema II.21. Produtos possíveis de obter pela reacção de oxidação da CBZ (62), exibindo 

todos um valor de molécula protonada [M+H]+ a m/z 253. 
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Figura II.26. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção entre 

a mistura de CBZ (62) e a NAC, na presença de O2 e um padrão interno (A) com os 

cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 237 (A1) e m/z 253 (A2), com os respectivos espectros 

de MS/MS obtidos por LC-ESI(+)-MS. A comparação com os padrões comerciais de OXCBZ 

(63), EPCBZ (79) e 2-OHCBZ (82) está também representada,  com os respectivos espectros 

MS/MS também obtidos por LC-ESI(+)-MS. 

 

Em estudos efectuados para o tratamento da CBZ (62) enquanto contaminante 

de águas residuais e potencial agente ecotóxico, este tipo de resultados já havia sido 

reportado. A degradação de 62 por processos de oxidação avançados que incluem 

degradação fotocatalítica, irradiação ultravioleta na presença de H2O2 ou cloro [283] ou 

oxidação química com reagente de Fenton [284] promove a formação destas mesmas 

espécies acima referidas. Em todos estes trabalhos os autores explicam a formação 

dos compostos OXCBZ (63), EPCBZ (79) e 139 por via radicalar através do 

intermediário radicalar similar a 147, resultante da reacção da CBZ (62) com o radical 

hidroxilo (HO˙). A possível formação do EPCBZ (79) nestas condições reaccionais 

levantou a questão sobre a possível contribuição de 79 como intermediário para a 

formação dos adutos NAC-EPCBZ (119), NAC-CBZ (127), GSH-EPCBZ (94), GSH-

CBZ (128), por reacção da CBZ (62) com a NAC ou GSH, respectivamente. À partida, 

o facto de não se detectar nas reacções com CBZ (62), o diol-CBZ (80) proveniente da 

abertura do epóxido 79, poderá indicar que este intermediário não se forma ou forma-

se em quantidades vestigiais. Ainda assim, para investigar esta hipótese, a reacção 
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entre a CBZ (62) e a GSH foi efectuada na presença de brometo de sódio (NaBr) com 

o intuito de investigar a possibilidade de ocorrer a abertura do anel epóxido pelo ião 

brometo. Surpreendentemente, nestas condições, após a análise por LC-ESI(+)-

HRMS foi detectado (embora muito pouco intenso) o aduto 10-bromo-11-(γ-

glutamilcisteinilglicina-S-il)-10,11-di-hidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida 

(GSH/Br-CBZ, 142, Tabela II.15), apresentando no espectro de LC-ESI(+)-HRMS um 

sinal correspondente à molécula protonada [M+H]+ de 142 com uma distribuição 

isotópica compatível com a presença de bromo. Efectivamente, a análise por LC-

ESI(+)-HRMS mostrou claramente a formação do aduto GSH/Br-CBZ (142) pela 

existência de dois sinais a m/z 622.0950 e 624.0948, com uma intensidade relativa de 

94% e 100%, correspondentes à contribuição dos dois isótopos 79Br e 81Br, 

respectivamente. Além disso, a análise por LC-ESI(+)-HRMS permitiu também 

observar os fragmentos a m/z 315.0132 e 317.0104, correspondentes à quebra da 

ligação C-S da GSH e 62, para os dois isótopos. Mais uma vez o erro associado aos 

valores de [M+H]+ e aos fragmentos obtidos é baixo, estando dentro do erro admitido 

(Tabela II.15).  

Tabela II.15. Caracterização por LC-ESI(+)-HRMS do produto GSH/Br-CBZ (142), resultante da 

reacção entre a CBZ (62) e a GSH. 

Composto LC-ESI(+)-HRMS m/z, (erro associado, ppm) 

 

624.0948, calculado para [M+H]+ C25H28
81BrN5O7S, 

624.0948 (0); 622.0950 calculado para [M+H]+ 

C25H28
79BrN5O7S, 622.0966 (2.6); 317.0104 [M+H-GS]+, 

(2.8); 315.0132 [M+H-GS]+, (0.3). 

 

Na hipótese do EPCBZ (79) não se formar, este resultado levanta uma questão 

relativamente à proveniência do aduto bromado, GSH/Br-CBZ (142). A possibilidade 

de este poder ser formado a partir de uma reacção de abertura de um intermediário 

cíclico, do tipo catião ti-iranium, poderá ser questionada. No entanto, não estão 

reportados na literatura exemplos da formação deste tipo de intermediários nas 

condições reaccionais utilizadas. Uma hipótese para a formação deste aduto, com 

base no mecanismo proposto, poderá envolver o ataque nucleófilo do ião brometo ao 

catião 143 (Esquema II.22), que se forma por libertação do radical anião superóxido, a 
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partir do intermediário hidroperóxido 133b. Embora a formação do radical anião 

superóxido não seja, à partida favorável, a força motora deste passo reside na 

formação do catião 143, que é fortemente estabilizado por ressonância (Esquema 

II.22). De facto estão reportados na literatura alguns exemplos em que se verifica que 

após a formação de um radical peróxido, a saída do radical na forma de anião 

superóxido é bastante facilitada pela formação de um carbocatião relativamente 

estável [285-287].  

 

 

Esquema II.22. Mecanismo proposto para a formação do aduto bromado, GSH/Br-CBZ (142). 

De facto, a formação de um carbocatião deste tipo a partir do intermediário 

radicalar 140 por reacção com O2 poderá explicar a formação do eventual aduto syn 

ValOEt-EPCBZ (124), referido na secção II.2.1.1 deste capítulo. A formação de um 

intermediário do tipo 140 a partir do catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) poderá na 

presença de O2, promover a formação de um carbocatião com carga positiva no 

carbono C11 (facilmente estabilizada por ressonância). O ataque nucleófilo do azoto 

daria origem ao aduto 124. No entanto, a comprovação desta teoria carece de mais 

ensaios mecanísticos.  

Tendo em conta o mecanismo aqui proposto, todas estas recções são passíveis 

de ocorrer in vivo. As implicações em termos de mecanismos de excreção/toxicidade 

da CBZ (62), que poderão decorrer deste tipo de reactividade são imensas. Por um 

lado, à luz das evidências aqui apresentadas, comprovou-se que a formação dos 

adutos GSH-EPCBZ (94) (já detectado in vivo) e NAC-EPCBZ (119) pode ocorrer da 

reacção directa com a CBZ (62), sem necessidade de bioactivação. De facto, na 

ausência de acção enzimática, a reacção destes bionucleófilos com 62 é muito mais 

favorável do que a reacção de abertura do anel epóxido do metabolito de Fase I, 

EPCBZ (79). Por outro lado, sendo estes adutos de excreção da CBZ (62), poderá 

haver implicações ao nível da biodisponibilidade deste fármaco. De salientar ainda, o 

facto deste trabalho ter apresentado evidências para uma possível nova via 

mecanística para a toxicidade da CBZ (62). Perante as evidências demonstradas, a 

modificação de resíduos de cisteínas das proteínas promovida pela CBZ (62) poderá 

não requerer qualquer tipo de bioactivação podendo a CBZ (62) reagir directamente 
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com estes resíduos, in vivo, por um mecanismo radicalar, ao contrário do que se tem 

acreditado até aqui. O mesmo poderá ocorrer com resíduos contendo nucleófilos de 

azoto, caso ocorra a formação de um intermediário catiónico. A ocorrer, este processo 

poderá ter uma maior implicação em situações de défice de GSH (onde a 

destoxificação por via da formação de mercapturatos, não é tão eficaz) e em estados 

de hiperóxia, onde a maior concentração de oxigénio poderá, como aqui demonstrado, 

promover uma reacção mais extensa de bionucleófilos de enxofre com a CBZ (62). De 

salientar que na últimas décadas, o stress oxidativo tem vindo a ser considerado um 

dos possíveis mecanismos que contribuem para a iniciação e/ou progressão da 

epilepsia [288, 289] sendo que o equilíbrio e a manutenção da formação das ROS em 

estados de epileptogénese, fulcral não só como prevenção do dano celular mas 

também para impedir a progressão da doença. No que diz respeito à CBZ (62), 

estudos mostraram que de facto a terapia com 62 pode ser associada à indução de 

distúrbios nos vários sistemas antioxidantes enzimáticos e no aumento da peroxidação 

lipídica, em doentes em monoterapia [290-292]. 

II.2.1.4. Reactividade da 2-hidroxi-carbamazepina (82) com aminoácidos.  

Tendo em conta o papel da 2-OHCBZ (82) enquanto precursor da formação de 

espécies reactivas quinóides e os resultados obtidos nos ensaios efectuados com o 

catalisador de Fe (II) (111), utilizado na oxidação directa da CBZ (62) (ver secção 2.1.2 

deste capítulo), decidiu-se testar a reactividade do metabolito 82 na presença de 

bionucleófilos. Deste modo, procedeu-se à sua síntese utilizando um método 

modificado do procedimento desenvolvido por Chang [244] para a síntese da 2-

OHCBZ (82). A estratégia sintética adoptada (Esquema II.23) envolveu a oxidação do 

IM (86) com nitrosodissulfonato de potássio ([KSO3)2NO], sal de Frémy), dando origem 

à QI (102), seguido da formação do composto fenólico 2-OHIM (85) por redução com 

hidrossulfito de sódio (Na2S2O4). De forma a introduzir o grupo carbamoílo na posição 

5 (azoto) do anel de IM (86), foi necessário proteger o grupo -OH fenólico. Neste caso 

usou-se como grupo protector o cloreto de terc-butildimetilsilano (TBDMS-Cl da 

tradução do inglês tert-butyldimethylsilyl chloride) dando origem ao composto 2-(terc-

butildimetilsililoxi)-5H-dibenzo [b,f] azepina (2-OTBDMS-IM, 144, Esquema II.23). 

Todos os compostos foram totalmente caracterizados por NMR e LC-ESI(+)-MS 

estando de acordo com o reportado na literatura [244, 293]. O mesmo se verificou 

relativamente aos rendimentos reaccionais. Os últimos dois passos d) e e), (Esquema 

II.30) da estratégia sintética adoptada diferem do descrito [244]. A introdução do grupo 

carbamoílo foi efectuada usando o reagente isocianato de clorossulfonilo (ClSO2NCO) 
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dando origem ao produto 2-(terc-butildimetilsililoxi)-5H-dibenzo [b,f] azepina-6-

carboxamida (2-OTBDMS-CBZ, 145, Esquema II.23). A sua caracterização foi 

efectuada por 1H-NMR onde se verificou essencialmente a presença de sinais a 

campo alto a 0.99 e 0.22 ppm a integrar para nove e seis protões, respectivamente, 

indicando a presença do grupo protector. Além disso, verificou-se um singuleto largo a 

5.05 ppm a integrar para dois protões correspondentes ao -NH2 do grupo carbamoílo 

introduzido. A análise por 13C-NMR mostrou ainda a presença de um sinal a 157.3 

ppm correspondente ao carbono do grupo carbamoílo. A evidência clara da formação 

de 145 e da introdução do grupo carbamoílo foi dada por LC-ESI (+)-MS onde foi 

possível observar um sinal a m/z 367 correspondente à suamolécula protonada 

[M+H]+. A análise dos fragmentos obtidos a partir do ião precursor (m/z 367) por LC-

ESI(+)-MS/MS evidenciou os sinais a m/z 350 e 324, compatíveis com a saída de -NH3 

(17 u) e o grupo –HNCO (43 u), respectivamente. 

A remoção do grupo protector foi efectuada com fluoreto de tetra-n-butilamónio 

(TBAF), tendo-se obtido a 2-OHCBZ (82). A caracterização estrutural total de 2-

OHCBZ (82) foi efectuada por NMR e LC-ESI(+)-MS e está de acordo com o descrito 

na literatura [225]. De salientar que comparativamente a 2-OTBDMS-CBZ (145), a 

análise de 82 por 1H-NMR evidenciou a ausência dos sinais a 0.99 e 0.22 ppm, 

atribuídos aos grupos metilo do grupo protector TBDMS-Cl. Igualmente, a análise por 

13C-NMR evidenciou a ausência dos sinais a 25.54 e 18.29 ppm, atribuídos aos 

carbonos do mesmo grupo. Por outro lado, a análise por LC-ESI(+)-MS mostrou um 

sinal a m/z 253 compativel com a molécula protonada [M+H]+ de 82 sendo o seu 

padrão de fragmentação semelhante ao descrito para o EPCBZ (79), como seria de 

esperar. 

 

Esquema II.23. Estratégia de síntese adoptada para a formação do metabolito de Fase I da 

CBZ (62), 2-OHCBZ (82): a) Sal de Frémy (tampão fosfato 100 mM, pH 7.4), acetona, 16 h 
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(93%); b) Solução aq. sat. Na2S2O4, CHCl3, 10 min. (90%); c) TDBMS-Cl, Et3N, CH2Cl2, 48 h 

(66%); d) 1. CH2Cl2 seco, ClSO2NCO,16 h; 2. H2O, 24 h (43%); e) TBAF, THF, 2h (15%). 

No sentido de avaliar a possível contribuição de espécies quinóides derivadas 

dos metabolitos fenólicos da CBZ (62) para as respostas tóxicas associadas aos 

regimes terapêuticos com este fármaco, investigou-se a oxidação da 2-OHCBZ (82) 

com Sal de Frémy. Este reagente é frequentemente utilizado na formação de quinonas 

a partir de derivados fenólicos (Reacção de Teuber) [294-296], mimetizando as 

oxidações envolvendo apenas um electrão que ocorrem nos processos metabólicos 

mediados por enzimas, em sistemas biológicos [297]. A reacção foi conduzida a 37 ºC, 

usando um excesso de 1.2 eq. do oxidante relativamente a 82, numa mistura de THF e 

tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (1:2). Após 30 min., as espécies quinóides geradas in 

situ foram extraídas com diclorometano (2x1 mL), seguido da remoção do solvente 

orgânico com uma corrente de azoto. Após a redissolução em THF, uma solução de 

NAC em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (4.0 eq., assumindo que todo o metabolito 82 

foi consumido) foi adicionada à mistura e deixou-se incubar por 12 h (Esquema II.24).  

 

 

Esquema II.24. Esquema reaccional das condições utilizadas para a reacção de oxidação do 

2-OHCBZ (82), com sal de Frémy. 

Pela análise da mistura reaccional por LC-ESI(+)-MS foi possível observar vários 

sinais, a tR 11.7, 12.9, 13.1 e 18.3 min., com valor de m/z 414, compatível com a 

molécula protonada [M+H]+ de produtos resultantes da incorporação de NAC a 82 

(Figura II.27.A1). A possibilidade de formação de adutos deste tipo é comprovada não 

só pela existência de vários sinais no espectro de LC-ESI(+)-MS com um valor de m/z 

414 mas também pelo facto destes sinais exibirem o mesmo padrão de fragmentação, 

(Figura II.27.A1), o que indica a semelhança estrutural entre todos eles. Este tipo de 

produtos pode ser explicados pela formação da quinona-imina 112, gerada in situ pela 

oxidação da 2-OHCBZ (82) com o sal de Frémy (Esquema II.25), seguida de uma 

adição de Michael. Sendo a NAC um nucleófilo mole, o ataque ao electrófilo ocorre 

preferencialmente por adição 1,4 de Michael. No caso particular da 2-OHCBZ (82) a 

adição poderá ocorrer nas posições C1, C3 e/ou C4 do anel aromático (a azul, 
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Esquema II.25). A adição na posição C1 ou C3 de 82 corresponderá a uma adição 1,4 

de Michael relativamente ao azoto N5, fortemente favorecida pela estabilização da 

carga positiva da quinona-imina 112 (Esquema II.25). No entanto, a posição C4 

corresponde também a uma adição 1,4 de Michael, relativamente ao oxigénio. Apesar 

de menos favorável, o produto resultante da adição da NAC ao carbono C4 é também 

possível. De facto, o produto resultante da adição na posição C1 já havia sido 

observado nos ensaios efectuados com o catalisador de Fe (II) (111), na oxidação 

directa da CBZ (62) aos seus metabolitos. O aduto NAC-OHCBZ (118) foi assim obtido 

pelas duas vias, apresentando o mesmo tR (~18 min.) e o mesmo padrão de 

fragmentação (Figura II.27.A1).  

Surpreendentemente, verificou-se a formação de um outro produto a tR ~ 16.0 

min. cujo valor de m/z 416 é compatível com a molécula protonada [M+H]+ do aduto 2-

hidroxi-10-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-10,11-dihidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-

carboxamida (10NAC-2OHCBZ, 146, Esquema II.25), resultante da adição da NAC na 

ligação dupla C10-C11 de 82 (Esquema II.25, a laranja). À luz do que foi observado com 

os ensaios realizados com a CBZ (62), a formação do aduto 10NAC-2OHCBZ (146) 

poderá ser explicada por um mecanismo radicalar, que envolve a formação do radical 

intermediário 147 (Esquema II.25), a partir do radical ti-ilo da NAC por reacção com o 

oxigénio do ar. Assim, a dismutação do radical intermediário 147 formado, poderá ter 

promovido a formação dos adutos 10NAC-2OHCBZ (146) e 148 (Esquema II.25). 
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Figura II.27. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção de oxidação da 2-OHCBZ (82) com o sal de Frémy, na presença de 

NAC (A) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 414 (A1) e m/z 416 (A2) com os espectros de MS/MS (obtidos por LC-ESI(+)-MS) e ainda os extractos a 

m/z 269 (A3) e m/z 267 (A4) correspondentes ao metabolito catecol 2,3-OHCBZ (87) e à o-quinona (101), respectivamente; Os mecanismos de fragmentação 

propostos para o aduto 10NAC-2OHCBZ (146) estão também representados (B). 

 



Desenvolvimentos de novos biomarcadores de toxicidade dos fármacos carbamazepina e oxcarbazepina 

 

154 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema II.25. Produtos formados pela oxidação de 2-OHCBZ (82) pelo Sal de Frémy, na presença de NAC. 
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A formação de 10NAC-2OHCBZ (146) foi comprovada por LC-ESI(+)-MS/MS (do 

ião precursor m/z 416) tendo-se verificado o aparecimento dos fragmentos maioritários 

a m/z 398 e 356,  correspondentes à saída de água (18 u) e à subsequente perda do 

grupo –H2C2O (42 u) da unidade de NAC. Foram também observados os fragmentos 

correspondentes à quebra da ligação C-S entre a NAC e 82, a m/z 253 e 164, 

respectivamente (Figura II.27.A2). De salientar que a formar-se o aduto 148, resultante 

da reacção de dismutação do radical 147, apresentaria um valor de m/z 414 

correspondente à sua molécula protonada [M+H]+. Efectivamente, como já referido, o 

cromatograma obtido apresenta quatro sinais com tR’s distintos para este valor (Figura 

II.27.A1). Considerando que a reacção por via de adição 1,4 de Michael poderá 

originar três produtos distintos, o quarto sinal deverá corresponder a 148. Ainda assim, 

a falta de padrões sintéticos não permite confirmar esta hipótese. 

Dado a capacidade do sal de Frémy gerar in situ o catecol 2,3-OHCBZ (87) e 

consequentemente a o-quinona (101), averiguou-se a existência de valores de m/z 

cujo valor correspondente à molécula protonada [M+H]+, fosse compatível com adutos 

resultantes da adição da NAC a 101. No entanto, tal como se verificou nos ensaios 

preliminares de oxidação da CBZ (62) com o catalisador biomimético 

[Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111), apesar de se verificar a formação do catecol 2,3-OHCBZ 

(87) e a o-quinona (101) (Figura II.27.A3 e Figura II.27.A4), nenhum aduto resultante 

da adição a esta última foi observado. 

A formação dos adutos NAC-OHCBZ (118) e similares comprova que ocorreu a 

formação da espécie quinóide 112. Embora a formação de adutos com a GSH a partir 

da QI (102) já tenham sido observados in vivo, a quinona-imina 112 nunca foi 

considerada como potencial promotora dos eventos tóxicos induzidos pelo AAED 62. 

Em parte, tal poderá ser explicado pela detecção do aduto 4-metiltio-2-hidroxi-

iminostilbeno (103) na urina de doentes em terapia com a CBZ (62) [173]. Estes 

autores defendem a formação de 103 como consequência de uma reacção de adição 

1,4 de Michael da GSH com a QI (102), que por sua vez, terá sido originado pela 

hidrólise da 2-OHCBZ (82). No entanto, nos ensaios realizados para este trabalho, não 

foram observados quaisquer adutos resultantes da adição da NAC a 102 nem 

qualquer produto resultante da hidrólise de 2-OHCBZ (82), o que prova que tanto a 

quinona-imina 112 como os seus produtos de conjugação são estáveis, nas condições 

testadas. Este resultados, assim como os resultados obtidos por oxidação da CBZ (62) 

com o catalisador de Fe(II) (111) demonstram que a quinona-imina 112 poderá formar-

se in vivo e tem a capacidade de reagir com bionucleófilos, não podendo ser 

descartada como um factor relevante para a indução das IDRs associadas à CBZ (62). 
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II.2.1.5. Reactividade do 9-acridina-carboxaldeído (88) com aminoácidos 

 Os aldeídos são espécies com um tempo de vida curto, in vivo. Esta 

característica torna estas espécies extremamente difíceis de detectar e 

consequentemente, de estabelecer correlações directas entre os seus níveis no 

organismo e a indução de eventos tóxicos. No entanto, tal como outros electrófilos 

reactivos, os aldeídos podem ligar-se covalentemente com biomacromoléculas 

formando adutos covalentes, podendo desta forma ser quantificados. Tipicamente, os 

aldeídos têm a capacidade de reagir com aminas dando origem a bases de Schiff. 

Deste modo, decidiu-se avaliar a reactividade com o grupo α-amino da valina com este 

metabolito da CBZ (62). Assim começou-se por sintetizar o 9-AL (88) a partir do IM 

(86) de acordo com a metodologia descrita por Kawashima e Ishiguro [298], usando m-

CPBA como oxidante (Esquema II.26). O 9-AL (88) e o sub-produto N-óxido-acridina-

9-carboxaldeído (O-9-AL, 151, Esquema II.33) obtido foram totalmente caracterizados 

por NMR e LC-ESI(+)-MS estando de acordo com o descrito na literatura [298]. 

 

 

Esquema II.26. Condições de oxidação do IM (86) utilizadas para a formação do metabolito da 

CBZ (62), 9-AL (88) e o produto lateral O-9-AL (151). 

 

As condições utilizadas para a avaliação da reactividade do 9-AL (88) com o 

valinato de etilo e as condições utilizadas encontram-se descritas na Tabela II.16. 

Tabela II.16. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre 9-AL (88) e 

ValOEt, na presença de redutor (NaBH3CN). 

Ensaio 9-AL (88) (eq.) ValOEt (eq.) 
Tempo de reacção (h) para a adição 

do NaBH3CN (eq.) 

1 1.0 4.0 1 h, 1.0 eq. 

2 1.0 4.0 24 h, 1.0 eq. 

3 1.0 4.0 - 
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Todos os ensaios foram efectuados na presença de 9-AL (88) (1.0 eq.) em THF 

e ValOEt (4.0 eq.), em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4. Foi adicionado NaBH3CN (1.0 

eq.) após 1 h (Ensaio 1, Tabela II.16) ou 24 h (Ensaio 2, Tabela II.16) do início da 

reacção. Após a adição do redutor, os ensaios foram deixados em agitação a 37 ºC 

por mais 12 h. As misturas reaccionais foram seguidas por HPLC-DAD tendo-se 

verificado nos dois ensaios, o consumo total do 9-AL (88) bem como a formação de 

vários produtos (Figura II.28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.28. Cromatograma HPLC-DAD da mistura reaccional correspondente reacção do 9-AL 

(88) com o ValOEt, na presença de redutor aos tempos de 1h (a preto) e 24h (a cinzento). O 

cromatograma HPLC-DAD do padrão, 9-AL (88) encontra-se também representado (a laranja). 

 

A análise por LC-ESI(+)-MS de ambos os ensaios mostrou que o produto a tR 

~20 min. apresenta um valor de m/z 337, compatível com a molécula protonada 

[M+H]+ do aduto 9-metil-(valinato de etilo-Nα-il)-acridina (VALOEt-9-AL-1,152, Figura 

II.29.A1), resultante da formação de uma base de Schiff entre o aldeído 88 e a α-

amina do ValOEt, seguido da estabilização da imina formada por redução. No entanto, 

apesar de a análise por LC-ESI(+)-MS ter evidenciado a formação de 152 em ambos 

os ensaios, pela análise por HPLC-DAD verifica-se que a formação do aduto VALOEt-

9-AL-1 (152) é menor, quando se adiciona o redutor após 24h de reacção. Esta 

diminuição é acompanhada da formação de vários compostos a tR superiores a 25 

min.. Embora esta diminuição possa ser explicada pela degradação do metabolito 9-

AL (88) ou do próprio aduto 152, não foi possível identificar estes produtos de 

degradação.  

Perante estas evidências promoveu-se a reacção de acordo com o Ensaio 1 

(Tabela II.16) em maior escala. A mistura reaccional foi purificada por HPLC semi-

preparativo tendo-se isolado o produto a tR ~20 min.. O espectro de 1H-NMR da 

fracção isolada é compatível com uma mistura de dois compostos (Figura II.30.A). 

Assim, tentou-se separar esta mistura por c.c.f.p. de alumina [n-hexano/AcEt (9:1)]. 
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Apesar de terem espectros de 1H-RMN distintos, a análise das duas fracções por LC-

ESI(+)-MS mostrou um mesmo sinal (com igual tR) com um valor de m/z 337. O padrão 

de fragmentação para ambas as fracções, obtido por LC-ESI(+)-MS/MS é semelhante 

e apresenta os sinais a m/z 180 e 208, correspondentes à quebra das ligações -C-N-

C- entre o metabolito 88 e ValOEt. Outros fragmentos com m/z 265 e 291, 

correspondentes a quebras de ligações do aminoácido contendo o metabolito, foram 

também observadas. Desta forma, perante estas evidências concluiu-se tratar-se de 

do aduto VALOEt-9-AL-1 (152) e do aduto VALOEt-9-AL-2 (Figura II.30.B2, 153) 

A confirmação da formação destes dois compostos foi obtida por 1H-NMR 

(Figura II.30.B.1 e Figura II.30.B.2). Nos espectros de 1H-RMN de ambas as formas foi 

possível observar os sinais correspondentes aos oito protões aromáticos do anel da 

acridina (~ 8.5-7.5 ppm), o multipleto correspondente aos protões -CH2 do grupo etilo 

(~4.3 ppm) e ainda os sinais correspondentes aos grupos -CH3 do grupo isoproprilo (~ 

1.0 ppm) e grupo etilo (~1.4-1.2 ppm) do ValOEt. No caso particular de 152 (Figura 

II.30.B1) destaca-se o conjunto de dois dupletos, a integrar para um protão cada, no 

intervalo 4.78-4-61 ppm. Estes dois sinais, correspondentes aos dois protões C11H, 

apresentam correlações no espectro de HMBC, com os carbonos C2’ (68.1 ppm) do 

ValOEt e ainda com os carbonos quaternários ArC9 (143.4 ppm), ArC1a e ArC8a (126.3 

ppm). Por outro lado, o aduto ValOEt-9-AL-2, 153 (Figura II.30.B2) não apresenta os 

sinais e correlações descritos para 152, dando lugar a um singuleto a 9.30 ppm que 

apresenta correlações no espectro de HMBC com os carbonos C2’ (81.7 ppm) do 

ValOEt e ainda com o carbono quaternário C9 (136.9 ppm). Este sinal é compatível 

com um protão de uma imina. 

Embora minoritário, o que impossibilitou, à partida o seu isolamento, na análise 

por LC-ESI(+)-MS da mistura correspondente ao ensaio 1 (Tabela II.16) foi 

evidenciada a formação de um outro aduto cujo valor de m/z 339 é compatível com a 

molécula protonada [M+H]+ do aduto 9,10-dihidrometil-9-(valinato de etilo-Nα-il)-

acridina (VALOEt-9-AL-3, 154, Figura II.29.A2). A comprovação da formação deste 

aduto foi dada por LC-ESI(+)-MS/MS do ião precursor m/z 339, pelo aparecimento do 

sinal m/z 194 correspondente à saída do ValOEt.  

A explicação para a formação do aduto 154 poderá ser dada primeiramente pela 

formação do aduto ValOEt-9-AL-1 (152), a partir da imina 153 formada entre o 9-AL 

(88) e o ValOEt (Esquema II.27) seguido da sua estabilização por redução com o 

NaBH3CN. De salientar que o aduto ValOEt-9-AL-1 (152) apresenta um grupo imina na 

sua estrutura (a azul, no Esquema II.27). A presença de um excesso de redutor, e em 

específico o NaBH3CN, poderá ter promovido uma segunda redução, dando origem ao 

aduto ValOEt-9-AL-3 (154) (Esquema II.27). 
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Figura II.29. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção do metabolito 9-AL (88) com ValOEt, na presença de NaBH3CN 

(adicionado ao fim de 1h) (A) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 337 (A1) e m/z 339 (A2), correspondentes aos adutos ValOEt-9AL-1 (152) e  

ValOEt-9AL-3 (154), respectivamente e os espectros de MS/MS (obtidos por LC-ESI(+)-MS);Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente 

à reacção do metabolito 9-AL (88) com ValOEt, na ausência de NaBH3CN (B) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 337 (B1) (correspondente à 

mistura tautomérica dos adutos ValOEt-9AL-1 (152) e m/z 339 (B2) com a evidência da ausência de formação do aduto ValOEt-9AL-3 (154). 
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Figura II.30. Comparação dos espectros de 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) da mistura reaccional entre o 9-AL(88) e o ValOEt (A) e os adutos ValOEt-9AL-1 

(152) (B1, 500 MHz, acetona-d6) e ValOEt-9AL-2 (153) (B2, 500 MHz, CDCl3). Os espectros de HMBC para cada uma das formas ValOEt-9AL-1 (152) (C1, 

500 MHz, acetona-d6) e ValOEt-9AL-2 (153) (C2, 500 MHz, CDCl3) estão também representados. 
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Esquema II.27. Hipótese mecanística proposta para a formação dos vários adutos, entre o 

aldeído 88 e o ValOEt. 

 

II.3. Estudo reactividade da oxcarbazepina (63) e dos seus metabolitos 

reactivos com aminoácidos 

II.3.1. Hipóteses de trabalho: possíveis mecanismos de bioactivação da 

oxcarbazepina (63) 

Como já referido no capítulo I, secção 2.1.2., uma das vias metabólicas 

consideradas para a OXCBZ (63) corresponde às reacções de conjugação de Fase II 

do enol resultante do equilíbrio ceto-enólico de 63, dando origem aos metabolitos O-

glucurónido (106) e O-sulfonado (107) (Esquema II.28). Embora a forma enólica nunca 

tenha sido detectada, ambos os metabolitos de Fase II, 106 e 107, foram detectados 

na urina de doentes tratados com OXCBZ (63) [230]. Considerada a via metabólica 

principal, a OXCBZ (63) é reduzida pela acção da aril-cetona-redutase ao derivado 

mono-hidroxilado, MHD (105). Este, por sua vez, pode originar três outras vias 

minoritárias [232] (Esquema II.28): 1) oxidação da posição C-11 do anel iminoestilbeno 

da OXCBZ (63) dando origem ao diol-CBZ (80), metabolito comum ao AAED CBZ (62); 

2) oxidação das posições aromáticas dando origem a compostos do tipo 108 

(Esquema II.28); e 3) conjugação com o ácido glucurónico dando origem ao MHD-O-

glucorónido (109). 
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Esquema II.28. Metabolismo proposto para a OXCBZ (63). 

Para além da semelhança estrutural entre os dois AAEDs em estudo, CBZ (62) e 

OXCBZ (63), ambos estão associados a IDRs do mesmo tipo, nomeadamente 

reacções de hipersensibilidade. No entanto, e no que diz respeito à OXCBZ (63), 

esses efeitos têm uma incidência menor apresentando-se menos severos. Talvez por 

isso se possa explicar a quase inexistência de estudos relativos ao papel da 

bioactivação de 63 associados à indução de toxicidade por este AAED.  

Do ponto de vista estrutural, a OXCBZ (63) apresenta um grupo carbonilo na 

forma de cetona, na posição C-10 do anel iminoestilbeno. Embora menos reactivo que 

um aldeído, este tipo de grupo funcional poderá ser considerado reactivo, podendo 

reagir com bionucleófilos de azoto formando bases de Schiff. Assim, devido à 

presença desta cetona, a OXCBZ (63) poderá reagir directamente com bionucleófilos 

de azoto sem necessitar de bioactivação, dando origem a uma base de Schiff 

(Esquema II.29). Por outro lado, e apesar da escassa informação acerca das vias de 

conjugação por sulfonação, para além da já mencionada, é possível que a acção das 

SULTs actue sobre o MHD (105) dando origem ao metabolito MHD-SO3
- (110) 

(Esquema II.29). Embora os mecanismos de conjugação estejam associados aos 

processos de destoxificação de xenobióticos [16], muitos compostos podem ser 

biotransformados a metabolitos reactivos por via da O-sulfonação [299]. Neste caso 



Capítulo II • Discussão de Resultados 
 

163 
 

específico do grupo sulfato, o facto de constituir um bom grupo de saída, poderá 

originar uma quebra heterolítica que poderá resultar na formação de um carbocatião 

(Esquema II.29) que está estabilizado por conjugação [299].  

 

 

Esquema II.29. Mecanismo de bioactivação proposto para a OXCBZ (63). 

 

Este tipo de mecanismo de bioactivação já foi reportado por exemplo para o BaP 

(50), em modelos animais [239]. O metabolismo de Fase I deste composto aromático 

conduz à formação de álcoois secundários benzílicos que uma vez formados podem 

dar origem a ésteres do ácido sulfúrico por via da O-sulfonação. Estes autores 

defendem que a mutagénese e a carcinogénese associada ao BaP (50) poderá 

também estar relacionada com a formação destes metabolitos sulfonados, que podem 

gerar espécies electrófilas reactivas com a capacidade de reagir com o DNA. No caso 

particular da OXCBZ (63), o metabolito MHD (105) constituiu um álcool benzílico 

secundário, tal como está evidenciado no Esquema II.29, a negrito. De forma análoga, 

a possível formação do MHD-SO3
- (110) poderá levar à formação de adutos covalentes 

do tipo 156 (Esquema II.29). Este mecanismo poderá constituir uma via molecular 

plausível para justificar as reacções de hipersensibilidade, como o SJS e TEN 

associados a este AAED. De facto, a presença das SULTs na pele corrobora a 

possibilidade deste mecanismo de bioactivação ocorrer neste órgão podendo estar 

implicado neste tipo de reacções [16]. 

 Mais uma vez, tendo em conta a falta de informação sobre esta matéria, e de 

forma a compreender o papel da bioactivação metabólica da OXCBZ (63), tentou-se 

obter os padrões sintéticos, quer dos metabolitos quer dos possíveis adutos formados 

entre 63 ou os seus metabolitos reactivos com bionucleófilos.  

II.3.1.1. Reactividade da oxcarbazepina (63) com aminoácidos 
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A síntese da OXCBZ (63) foi efectuada de acordo com a estratégia sintética 

descrita por Dominguez e colaboradores [300] (Esquema II.30). Embora existam várias 

estratégias sintéticas descritas na literatura, a maioria é baseada em transformações 

do IM (86) ou de 86 reduzido na ligação dupla C10-C11, que envolve uma sequência de 

reacções de oxidação e redução em condições críticas. No entanto, esta estratégia 

permite, com cinco passos sintéticos e condições bastante suaves, obter 63 a partir da 

2’-aminoacetofenona (157, Esquema II.30) e o 1,2-dibromobenzeno (158, Esquema 

II.30) através de acoplamentos C-C ou C-N por reacções do tipo Buchwald-Hartwig. 

Para além da síntese da OXCBZ (63), o objectivo secundário era também usar a 

mesma via sintética para obter derivados hidroxilados da OXCBZ (63) em posições 

aromáticos, que posteriormente poderão dar origem aos metabolitos do tipo 108 por 

redução da cetona em C-10 (Esquema II.28). No entanto, por limitações de tempo esta 

via não foi posteriormente testada. 

A preparação da OXCBZ (63) iniciou-se com a protecção da 2’-

aminoacetofenona (157) com cloreto de 4-toluenossulfonilo (TsCl) em CH2Cl2, na 

presença de piridina. Ao produto N-(p-tosilo)-2’-aminoacetofenona (159, Esquema 

II.30) formado foi adicionado 1,2-dibromobenzeno (158), na presença do catalisador 

acetato de paládio (II) [Pd(OAc)2] e o ligando xantphos (4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-

dimetilxanteno), em refluxo, promovendo o acoplamento C-C. Após a remoção do 

grupo protector da 2-(2-bromofenilo)-1-[2-N-(4-metilbenzeno sulfonamida) fenil] 

etanona (160, Esquema II.30) por hidrólise ácida com ácido sulfúrico, ao produto 1-(2-

aminofenil)-2-(2-bromofenil) etanona (161, Esquema II.30) juntou-se o catalisador 

Pd(OAc)2 com o ligando BINAP (2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binafteno) em refluxo de 

tolueno, promovendo o acoplamento C-N intermolecular dando origem a 10,11-di-

hidro-5H-dibenzo [b,f]azepina-10-ona (162, Esquema II.30). A introdução do grupo 

carbamoílo para a formação da OXCBZ (63) foi conseguida adicionado a 162, o 

isocianato de clorossulfonilo (ClSO2NCO) em atmosfera inerte. 

 

Esquema II.30. Preparação dos precursores e síntese da OXCBZ (63); Reagentes e 

condições: a) TsCl, py, CH2Cl2,16h (47%); b) 1,2-dibromobenzeno (158), Pd (OAc)2, Xantphos, 

Cs2CO3, tolueno/H2O, refluxo, 72h (71%); c) H2SO4 conc., 16h (89%); d) Pd (OAc)2, BINAP, 

K3PO4, tolueno/H2O, refluxo, refluxo,  24h (85%); e) 1. ClSO2NCO, CH2Cl2 seco, 16h; 2. H2O, rt, 

24h (13%). 
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Todos os compostos foram caracterizados por 1H-NMR, 13C-NMR e LC-ESI(+)-

MS estando de acordo com o descrito na literatura. De destacar que a formação da 

OXCBZ (63) foi comprovada pelo aparecimento no espectro de 1H-NMR de vários 

sinais: 1) no intervalo de 8.10-7.31 ppm vários sinais, a integrar para oito protões, 

compatíveis com os oito protões aromáticos de 63; 2) um singuleto largo a 4.93 ppm, a 

integrar para dois protões, correspondente ao grupo -NH2 do grupo carbamoílo 

introduzido. Além disso, no espectro de 13C-NMR, o aparecimento de dois sinais a 

191.3 e 155.8 ppm compatíveis com os dois grupos carbonilo a C10 e C12, 

respectivamente. As restantes atribuições foram efectuadas com base nas 

experiencias bidimensionais de HSQC e HMBC. A confirmação da formação da 

OXCBZ (63) foi obtida ainda por LC-ESI(+)-MS pelo aparecimento do sinal a m/z 253 

correspondente à molécula protonada [M+H]+ de 63. Quando analisado por LC-ESI(+)-

MS/MS, este ião deu origem a vários fragmentos compatíveis com a estrutura 

atribuída: 1) a m/z 236 correspondente à saída de -NH3; 2) a m/z 210 correspondente 

à saída de  -HNCO; e 3) a m/z 180 correspondente à saída de H2CO- por contracção 

do anel de sete membros do anel iminostilbeno de 63. De salientar que estes 

mecanismos de fragmentação são semelhante aos observados para o EPCBZ (79) e 

2-OHCBZ (82). Os dados físicos e espectroscópicos da OXCBZ (63) encontram-se na 

Tabela II.17.  

O rendimento global desta via sintética foi de apenas 1%, bastante baixo 

comparativamente ao reportado (~ 43%). Tal dever-se-á essencialmente ao facto de 

não se terem mantido todas as condições anidras necessárias para a eficiência destas 

reacções. 
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Tabela II.17. Caracterização estrutural obtida por NMR e MS para a OXCBZ (63) sintetizada. 

Composto 

 

η (%) 13 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3)       

δ (ppm), J (Hz) 

8.10 (1H, dd, J=8.0, 1.6, ArC1H), 7.66 (1H, dd, J=8.0, 

1.0, ArC9H), 7.60-7.58 (1H, m, ArC3H), 7.51-7.48 (1H, 

m, ArC4H), 7.40-7.37 (1H, m, ArC6H), 7.37-7.31 (3H, 

m, ArC2H, ArC7H e ArC8H), 4.93 (2H, sl, NH), 4.45 (1H, 

d, J=16.0, C11Ha), 3.84 (1H, d, J=16.0, C1iHb) 

13C-NMR (400 MHz, CDCl3) 

δ (ppm) 

191.9 (C10=O), 155.8 (C12=O), 143.2 (ArC4a), 141.5 

(ArC9a), 134.2 (ArC1a), 138.1 (ArC3), 130.8 (ArC1), 

130.4 (ArC6), 130.1 (ArC6a), 129.5 (ArC9), 129.2 (ArC2), 

128.9 (ArC8), 127.9 (ArC4), 127.5 (ArC7), 49.2 (C10) 

MS-ESI (+), m/z  
253 [M+H]+, 236 [M-NH3]+, 210 [M+H-HNCO]+, 180 

[210-H2CO]+. 

 

O passo seguinte envolveu o estudo da reactividade da OXCBZ (63) com 

aminoácidos que possuem na sua cadeia lateral grupos nucleófilos capazes de reagir 

com o 63 por via da formação de bases de Schiff. Para tal, os aminoácidos escolhidos 

foram o ValOEt e a NAL, por mimetizarem os grupos N-amina terminal da Hb e os 

grupos laterais das lisinas, respectivamente. Perante as dificuldades sentidas na 

obtenção da OXCBZ (63) por via sintética e, muito embora as limitações encontradas 

fossem à partida contornáveis, devido ao tempo dispensado para esta via e o custo 

associado, decidiu-se usar OXCBZ (63) comercial. 

A síntese dos adutos covalentes a partir da OXCBZ (63) envolveu a utilização de 

um excesso de 4.0 eq. de aminoácido dissolvido numa solução 50 mM de tampão 

fosfato, pH 7.4 (Tabela II.18). No caso particular do aminoácido ValOEt, a solução foi 

previamente tratada com K2CO3 (4.0 eq.). A solução da OXCBZ (63) (1.0 eq) em DMF 

foi depois adicionada lentamente, às soluções anteriormente preparadas, e deixadas 
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reagir, a 37 ºC. Nos Ensaios 1 e 2 (Tabela II.18) retiraram-se aliquotas da mistura 

reaccional principal, a tempos destintos (0.5, 1, 2 e 24 h) e que foram analisadas por 

HPLC-DAD e LC-ESI(+)-MS. Nos Ensaios 3 e 4 (Tabela II.18) foram igualmente 

retiradas aliquotas aos mesmos tempos acima mencionados, às quais se adicionou o 

redutor NaBH3CN e deixaram-se incubar a 37 ºC por mais 24 h. Tal como nos Ensaios 

1 e 2, todas as misturas reaccionais foram monitorizadas por HPLC-DAD e analisadas 

por LC-ESI(+)-MS. De forma a facilitar a identificação dos adutos formados, foram 

ainda efectuados ensaios controlo contendo todos os reagentes (com excepção dos 

aminoácidos), tendo sido submetidas às mesmas condições experimentais (Ensaios 

em Branco 1 e 2 Tabela II.18).  

Tabela II.18. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre a OXCBZ (63) e 

os aminoácidos ValOEt ou NAL, na presença ou ausência de redutor (NaBH3CN). 

Ensaio Aminoácido (4.0 eq.) Solvente (1.0 mL) NaBH3CN (eq.) 

1 valinato de etilo DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 

(1:4) 

- 

3 Nα-acetil-lisina DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 - 

3 valinato de etilo DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 1.0 

7 Nα-acetil-lisina DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 

(1:4) 

1.0 

Branco 1 - DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 - 

Branco 2 - DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 1.0 

 

Na análise das misturas reaccionais aos quatro tempos estudados 

correspondentes ao Ensaio 3 (Tabela II.18) observou-se a formação de dois adutos 

distintos (Figura II.31.A). A análise por LC-ESI (+)-MS mostrou dois sinais a tR ~17 e 

29 min.. O primeiro sinal apresenta um valor de m/z 382, correspondente à molécula 

protonada [M+H]+ do aduto 10-(valinato de etilo-N-il)-10,11-dihidro-5H-di-benzo-[b,f]-

azepina-5-carboxamida (ValOEt-OXCBZ, 163, Esquema II.31), resultante da reacção 

entre a OXCBZ (63) e o valinato de etilo, via base de Schiff. A amina formada foi 

estabilizada pela redução com NaBH3CN dando origem ao aduto ValOEt-OXCBZ 

(163).  

 

 

 

 

 

 

Esquema II.31. Formação do aduto ValOEt-OXCBZ (163), a partir da OXCBZ (62). 
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A formação do aduto ValOEt-OXCBZ (163) foi comprovada pela análise de LC-

ESI(+)-MS/MS do ião a m/z 382 correspondente à molécula protonada [M+H]+ de 163, 

com o aparecimento dos fragmentos maioritários m/z 308 e 180 correspondentes à 

saída do grupo -H2C2O do aminoácido e o produto resultante da contracção do anel de 

sete membros do anel iminoestilbeno de 63, após a quebra do grupo -CONH e a saída 

do aminoácido, respectivamente. A confirmação da posição do aminoácido foi dada 

pela observação dos fragmentos maioritários m/z 237 e 146 correspondentes à cisão 

C-N entre 63 e o ValOEt (Figura II.31.A1). 

O aduto que eluiu a tR ~29 min. apresenta um valor de m/z 380, compatível com 

a molécula protonada [M+H]+ do um aduto com menos duas unidades de massa 

comparativamente ao aduto 163. De igual modo, a análise por LC-ESI(+)-MS/MS do 

ião precursor m/z 380 permitiu observar fragmentos com menos duas unidades de 

massa, comparativamente aos fragmentos observados para o aduto ValOEt-OXCBZ 

(163), o que envidência por si só uma semelhança estrutural entre os dois produtos. 

Estes resultados permitiram concluir que este aduto corresponde ao 10-(valinato de 

etilo-N-il)-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (ValOEt-CBZ, 164, Figura II.31.A2). 

Embora a detecção de ambos os adutos se tenha verificado a partir dos 30 min. 

de reacção, o tempo máximo de 2 h parece corresponder ao tempo de incubação 

óptimo para a formação máxima dos dois adutos, não havendo diferenças 

significativas ao fim de 24 h. Quando a mesma análise foi efectuada para as misturas 

do Ensaio 1 (Tabela II.18) na ausência de redutor, não se verificou a formação do 

aduto ValOEt-OXCBZ (163), como seria de esperar. No entanto, a formação do aduto 

ValOEt-CBZ (164) foi observada. A formação deste aduto, que na realidade 

corresponde a uma enamina, pode ser explicada pela formação do ião iminium 165 

(Esquema II.32) sendo que a driving force para a formação deste produto é a 

formação da enamina e o consequente estabelecimento de aromaticidade no anel de 

iminoestilbeno (Esquema II.31). 

Esquema II.32. Mecanismo proposto para a formação do aduto ValOEt-CBZ (164). 
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Figura II.31. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção da OXCBZ (63) com ValOEt, na presença de NaBH3CN 

(adicionado ao fim de 1 h) (A) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 382 (A1) e m/z 380 (A2), correspondentes aos adutos ValOEt-OXCBZ (163) e 

ValOEt-CBZ (164), respectivamente com os espectros de MS/MS obtidos por LC-ESI(+)-MS; Cromatograma iónico total da mistura reaccional 

correspondente à reacção do metabolito OXCBZ (63) com ValOEt, na ausência de NaBH3CN (B) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 382 (B1) 

correspondente ao aduto ValOEt-CBZ (164) e m/z 380 (B2) (com a evidência da ausência de formação do aduto ValOEt-OXCBZ (163). 
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Os resultados obtidos para os ensaios efectuados com o aminoácido ValOEt  

foram reproduzidos nos ensaios efectuados com a NAL, tendo-se obtido os adutos 

análogos 10-(Nα-acetil-lisina-N-il)-10,11-dihidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-

carboxamida (NAL-OXCBZ, 166, Tabela II.19)  e 10-(Nα-acetil-lisina-N-il)-5H-di-benzo-

[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAL-CBZ, 167, Tabela II.19), nas mesmas condições. 

A caracterização estrutural dos adutos obtidos a partir da OXCBZ (63) com os 

nucleófilos de azoto pode ser observada na Tabela II.19. A formação destes adutos é 

aqui descrita pela primeira vez, demonstrando a capacidade da OXCBZ (63) reagir 

com bionucleófilos, em particular bionucleófilos de azoto, sem qualquer necessidade 

de bioactivação prévia, podendo estar na génese da toxicidade associada a 63. 
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Tabela II.19. Caracterização estrutural obtida por LC- ESI(+)-MS dos adutos resultantes da 

reacção entre a OXCBZ (63) e os nucleófilos de azoto, ValOEt e NAL (representados a azul, 

como ValOEt ou NAL, respectivamente). 

Composto MS-ESI (+), m/z 

 

 

 

 

382 [M+H]+, 365 [M-NH3]+, 339 [M+H-HNCO]+, 308 [M+H-

CO2CH2CH3]+, 237 [M+H-ValOEt]+, 194 [M+H-CONH-ValOEt]+, 146 

[ValOEt+H]+. 

 

 

 

 

380 [M+H]+, 363 [M-NH3]+, 337 [M+H-HNCO]+, 306 [M+H- 

CO2CH2CH3]+, 235 [M+H-ValOEt]+, 192 [M+H-HNCO-ValOEt]+, 146 

[ValOEt+H]+. 

 

 

 

 

 

425 [M+H]+, 383 [M+H-COCH3]+, 382 [M+H-HNCO]+, 253 [M+H-

C7H14O3N]+, 237 [M+H-NAL]+, 189 [NAL+H]+, 194 [M+H-HNCO-

NAL]+. 

 

 

 

 

 

423 [M+H]+, 381 [M+H-COCH3]+, 380 [M+H- HNCO]+, 318 [M+H-

C3H5O3N]+, 252 [M+H-C7H14O3N]+, 235 [M+H-NAL]+, 189 [NAL+H]+, 

192 [M+H-HNCO-NAL]+. 
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II.3.1.2. Reactividade do derivado da oxcarbazepina (63), 10,11-di-hidro-

10-sulfoxi-5H-dibenzo[b,f]azepina-5-carboxamida, MHD-SO3
-(110) com 

aminoácidos 

Tendo em conta as evidências já discutidas na secção II.3.1.1. deste capítulo, 

decidiu-se testar a reactividade da espécie reactiva plausível, MHD-SO3
- (110). 

Primeiramente, promoveu-se a síntese do MHD (105) a partir da OXCBZ (63) usando 

um método descrito na literatura [301] e que consistiu numa simples redução com 

boro-hidreto de sódio (NaBH4), seguida de uma precipitação em água fria. O produto 

resultante foi totalmente caracterizado por NMR e LC-ESI(+)-MS estando de acordo 

com o descrito na literatura para 105 [301]. 

De modo análogo ao que já havia sido feito no grupo de trabalho [36, 37] para 

avaliar a reactividade do metabolito da NVP (3), 12-sulfoxi-nevirapina (12OSO3
-- NVP, 

26), com biomoléculas, tentou-se preparar um modelo sintético electrófilo mesilado no 

grupo hidroxilo, (10OMs-MHD, 168, Esquema II.33). A utilização deste modelo 

sintético conferia, à partida, uma maior estabilidade em solução aquosa em 

comparação com o análogo sulfonado 110 sendo também a sua síntese relativamente 

fácil em condições suaves. Além disso, é esperado que este derivado mesilado tenha 

uma reactividade semelhante a 110 devido à sua semelhança do ponto de vista 

químico. Assim, começou-se por tentar promover a formação do composto 168, 

através da reacção entre o MHD (105) e cloreto de metanossulfonilo (MsCl) na 

presença de uma quantidade equimolar de trietilamina (Et3N) (Tabela II.20). 

 

Tabela II.20. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre a OXCBZ (63) e 

MsCl para a tentativa de formação do modelo sintético electrófilo mesilado 10OMs-MHD (168). 

Ensaio Solvente Base (eq.) MsCl (eq.) Tempo de reacção (h) 

1 THF  Et3N (1.2) 4.8 16 

2 a THF  Et3N (1.2) 1.2 0.3 

3a THF  Et3N (1.2) 1.2 24 

4 THF  - 1.2 1 

5 THF  NaHCO3 (1.2) 1.2 1 

6  piridina  piridina (12)b 5.0 0.5 

aNeste ensaio, a Et3N e o MsCl foram usados foram previamente seco e destilado, respectivamente, de 
acordo com os procedimentos descritos. bA piridina foi usada também como solvente. 
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No Ensaio 1 (Tabela II.20), a reacção foi deixada reagir por 16 h e após 

extracção com CH2Cl2 foi purificada por c.c.f.p [n-hexano/AcEt (1:1)]. 

Surpreendentemente, o produto maioritário obtido ao ser analisado por 1H-NMR 

apresentava os desvios químicos correspondentes à CBZ (62), tendo esta sido isolada 

com um rendimento de 62%. A reacção de mesilação levada a cabo no Ensaio 1 

(Tabela II.20) entre o MHD (105) e o MsCl resultou essencialmente num produto de 

eliminação que coincidentemente corresponde à CBZ (62) (Esquema II.33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nos Ensaios 2 e 3 (Tabela II.20), foi efectuada a mesma reacção mas utilizando 

THF anidro e o MsCl previamente purificado. Ambas as reacções foram seguidas por 

HPLC-DAD analítico tendo-se verificado apenas o aparecimento de um sinal 

correspondente à CBZ (62), por comparação com um padrão comercial. Ainda assim, 

as misturas reaccionais foram analisadas por LC-ESI(+)-MS, não se observando 

qualquer sinal correspondente à formação do produto pretendido (m/z 333). 

Posteriormente foram testadas outras condições, nomeadamente modificando a base 

(Ensaios 4, 5 e 6, Tabela II.20) e o solvente (Ensaio 6, Tabela II.20) utilizados. No 

entanto, a análise por HPLC-DAD analítico mostrou igualmente apenas a formação de 

CBZ (62). 

 A dificuldade sentida na tentativa da preparação do modelo sintético electrófilo 

mesilado, 10OMs-MHD (168) levou-nos a abandonar esta abordagem e desta forma 

tentar sintetizar o MHD-SO3
- (110). A síntese de 110 foi promovida segundo um 

método descrito na literatura [302] e que envolveu a reacção do MHD (105) com o 

complexo de trióxido de enxofre e piridina (Py.SO3), em piridina anidra. A análise desta 

mistura reaccional por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa com 

ionização por electrospray em modo negativo (LC-ESI(-)-MS por tradução do inglês 

Liquid Chromatography Electrospray Ionization in negative mode Mass Spectrometry) 

permitiu confirmar que o sinal a tR ~16 min. correspondia ao produto 10,11-di-hidro-10-

sulfoxi-5H-dibenzo [b,f]azepina-5-carboxamida (MHD-SO3
-, 110) pretendido e onde se 

Esquema II.33. Formação do produto de eliminação (maioritário) correspondente à CBZ (62), a 

partir da reacção de mesilação do MHD (102). 
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verificou um sinal a m/z 333 correspondente à molécula desprotonada [M-H]- de 110. A 

análise dos fragmentos obtidos por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de 

massa tandem com ionização por electrospray em modo negativo (LC-ESI(-)-MS/MS 

por tradução do inglês Liquid Chromatography Electrospray ionization Tandem Mass 

Spectrometry in positive mode) levou à formação dos fragmentos a m/z 290 e 97 que 

são compatíveis com a saída do grupo –HNCO (43 u) e do ião hidrogenosulfato (--

OSO3H), respectivamente.  

O passo seguinte envolveu o estudo da reactividade do MHD-SO3
- (110) com 

aminoácidos que possuem na sua cadeia lateral grupos nucleófilos, com o objectivo de 

investigar os que poderão reagir com 110 através de uma reacção de substituição 

nucleófila (SN), com saída do grupo -SO4
-. Os aminoácidos escolhidos foram mais uma 

vez o ValOEt, a NAL e a NAC. A tentativa de síntese dos adutos covalentes de 110 

com aminoácidos nucleófilos envolveu a preparação de uma solução do aminoácido 

(4.0 eq.) em água, à qual se adicionou uma solução do MHD-SO3
- (110) (1.0 eq) em 

DMF. As misturas reaccionais foram incubadas, a 37 ºC por 72 h e seguidas por 

HPLC-DAD analítico ao longo deste período. A comparação com o ensaio em branco 

não mostrou a formação de nenhum sinal compatível com um produto novo. Ainda 

assim, todas as misturas foram analisadas por LC-ESI(+)-MS e LC-ESI(-)-MS. Nos 

ensaios efectuados na presença de nucleófilos de azoto não se verificou a formação 

de qualquer aduto (Figura II.34) tendo-se observado apenas a formação de CBZ (62) e 

o MHD (105) (resultante da hidrólise de 110) (Figura II.34). No ensaio efectuado na 

presença de NAC foi possível identificar um sinal compatível com a formação do aduto 

10-(Nα-acetil-cisteína-N-il)-10,11-dihidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida 

(131a, Figura II.35) a tR~18  min., já identificado na reacção directa da CBZ (62) com 

NAC, apresentando o mesmo tR e padrão de fragmentação.  

Uma vez que a formação da CBZ (62) foi observada nestes ensaios, decidiu-se 

assim testar a reacção com a NAC mas promovendo a reação com o MHD-SO3
- (110) 

gerado in situ a partir do MHD (105), de forma a tentar minimizar a formação do 

produto de eliminação 62 e aumentar a formação do aduto pretendido. Assim, 30 min. 

após o inicio da reacção entre o MHD (105) (1.0 eq.) e o Py.SO3 em DMF a 40 ºC, foi 

adicionada uma solução de NAC (4.0 eq.) em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4. A 

mistura reaccional foi analisada por LC-ESI(+)-MS e LC-ESI (-)-MS (Figura II.36) 

tendo-se identificado igualmente o aduto 131a e diminuição da formação de 62 . No 

entanto esta diminuição foi acompanhada da  formação dos adutos NAC-EPCBZ (119) 

e NAC-CBZ (127) (Figura II.36). Tal como discutido na secção II.2.1.2. deste capítulo, 

a formação destes dois adutos deve-se à reacção da CBZ (62) com NAC, promovida 

pela presença de oxigénio e água. Tal deverá significar que apesar de ter ocorrido 
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uma aparente diminuição da formação de 62, esta deve-se essencialmente à reacção 

com NAC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.32. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção entre 

MHD-SO3
- (108) e NAL (A) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 333 (-) (A1), m/z 237 

(A2) e m/z 255 (A3), com os espctros de MS/MS correspondentes ao metabolito MHD-SO3
- 

(110), a CBZ (62) e o metabolito MHD (105), respectivamente (obtidos por LC-ESI(+)-MS). A 

ausência de formação do aduto correspondente à reacção de 110 com a NAL foi comprovada 

pela inexistência de sinais no cromatograma iónico extraído a m/z 425 (A4). 
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Figura II.33. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção entre MHD-SO3
- (110) e NAC (A) e os cromatogramas iónicos 

extraídos a: m/z 255 (A1), m/z 237 (A2) e m/z 400 (A3) com os espectros de MS/MS (obtidos por LC-ESI(+)-MS), correspondentes ao metabolito MHD-SO3
- 

(110), a CBZ (62) e ao aduto 131a, respectivamente. Os mecanismos de fragmentação propostos para o aduto 131a estão também representado (B). 
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A avaliação da formação da CBZ (62) e do MHD-SO3
- (110) enquanto produtos 

do metabolismo da OXCBZ (63) nunca foi efectuada. À luz dos resultados obtidos nos 

ensaios efectuados, a formação de 62 a partir do metabolito hipotético MHD-SO3
- 

(110) parece ser bastante plausível. Assim, tendo em conta a dificuldade de detecção 

de metabolitos sulfonados in vivo, a detecção da formação da CBZ (62) poderá 

constituir um indicador da formação de 110. De facto, os trabalhos de Breton e 

colaboradores [155] demonstraram a formação de CBZ (62) em doentes em terapia 

com 63. Num estudo em que se pretendia desenvolver um método cromatográfico 

baseado em LC-MS, para a detecção de todos os metabolitos da OXCBZ (63), foi 

efectuada a análise de plasma de quinze doentes em terapia com OXCBZ (63). 

Embora com valores abaixo do limite de quantificação, a CBZ (62) foi detectada em 

Figura II.34. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção entre 

MHD (105) e SO3.Py, na presença da NAC (A)  e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 237 

(A1), m/z 400 (A2), m/z 414 (A3) e m/z 416 (A4) e os espectros de MS/MS (obtidos por LC-ESI(+)-

MS) correspondentes a CBZ (62) e aos adutos NAC-OXCBZ (131a), NAC-CBZ (127) e NAC-

EPCBZ (119), respectivamente. 
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todos os doentes avaliados. Além disso, foi também detectado o metabolito 3-OHCBZ 

(83), um metabolito de 62, em três dos doentes testados, numa concentração de 

0.023-0.03 mg/L. Estes resultados, embora não valorizados por estes autores, 

fundamentam em certa medida, a possibilidade de formação do metabolito sulfonado 

MHD-SO3
- (110) em alguns doentes. Este facto poderá ainda justificar a semelhança 

de IDRs induzidas pelos dois AAEDs em estudo. 

Numa tentativa de encontrar evidências deste mecanismo promoveu-se uma 

serie de ensaios usando um sistema mais biomimético. 

II.3.1.3. Formação de metabolitos reactivos da oxcarbazepina (63) num 

sistema metabolicamente competente 

Foram efectuadas incubações de OXCBZ (63) com a fracção sub-celular S9 de 

fígado de rato ou humano (S9 mix) na presença de co-factores de Fase I e Fase II, 

NADPH (com o respectivo sistema de regeneração) e o PAPS, respectivamente. 

Como controlo positivo foram efectuadas incubações nas mesmas condições 

substituindo 63 por NVP (3). A escolha deste fármaco como controlo positivo deveu-se 

ao facto do grupo de trabalho ter um vasto conhecimento no comportamento 

metabólico de 3 e da existência de padrões sintéticos dos metabolitos e adutos 

formados. Numa tentativa de armadilhar os metabolitos electrófilos formados nestas 

incubações foi adicionada GSH. Paralelamente, foram também efectuados ensaios em 

branco na ausência dos fármacos e co-factores e ainda usando o S9 mix desnaturado. 

Todas as misturas foram incubadas a 37 ºC durante 24 h e efectuadas em duplicado. 

Aos tempos de 1, 3, 6 e 24 h foram recolhidas aliquotas às quais se adicionou 

acetonitrilo frio de forma a terminar a acção metabólica. Após centrifugação, o 

sobrenadante foi recolhido e analisado por LC-ESI(+)-MS e LC-ESI(-)-MS. 

Esta análise mostrou claramente a formação do metabolito de Fase I 

maioritário da OXCBZ (63), MHD (105) tendo sido identificado a tR ~16 min. com um 

sinal a m/z 255 correspondente à molécula protonada [M+H]+ deste metabolito (Figura 

II.37). A análise por LC-ESI (+)-MS/MS deste ião mostrou os fragmentos a m/z 237 e 

194 correspondentes à saída de uma molécula de água e de -HNCO (Figura II.37), 

compatível com 105. De salientar que, especificamente nos ensaios efectuados com a 

fracção S9 de fígado humano, a formação do MHD (105) é significativamente mais 

lenta quando comparado com os ensaios efectuados com a fracção S9 de fígado de 

rato, tendo-se observado a sua formação apenas a partir das 3 h de incubação. 

Neste estudo foi ainda possível observar a formação de dois sinais a tR ~ 19 e 

22 min. que apresentam um valor de m/z 271 (Figura II.37) compatível com um 
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produto resultante da oxidação do MHD (105), na medida em que apresenta um 

incremento de 18 u, relativamente a 105. A fragmentação obtida por LC-ESI(+)-MS/MS 

para os dois sinais confirma a formação destes dois produtos, resultantes da oxidação 

de 105, pelo aparecimento do fragmento a m/z 253 correspondente à saída de uma 

molécula de água (18 u), a partir da molécula protonada [M+H]+ destes metabolitos. 

No entanto, a mesma análise não permite confirmar a posição da oxidação. Este 

resultado não é de estranhar tendo em conta que o metabolismo da OXCBZ (63) 

envolve a formação dos metabolitos minoritários, como o diol-CBZ (80) e 108 

resultantes da oxidação do MHD (105) (ver Esquema II.28). Assim, é possível afirmar 

com alguma segurança que os dois produtos obtidos a tR ~19 e 22 min. deverão 

corresponder aos produtos resultantes da oxidação do MHD (105) na posição C-11 

e/ou em qualquer posição do anel aromático. Tendo em conta este resultado, 

procurou-se ainda produtos compatíveis com uma segunda oxidação do MHD (105) 

mas não foram encontradas evidências da sua formação. 
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Figura II.35. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à incubação da fracção S9 de fígado de rato na presença de OXCBZ (63) e 

cofactores de Fase I e II (24 h) (A) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 253 (A1), m/z 255 (A2), m/z 271 (A3) e m/z 331 (-) (A4) com os espectros de 

MS/MS (obtidos por LC-ESI(+)-MS) correspondentes à OXCBZ (63), os metabolitos de Fase I, MHD (105), diol-CBZ (80) e 108 e ainda o metabolito de Fase II, 

O-Sulfonado (107), respectivamente.  
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Quando se procurou produtos compatíveis com os metabolitos de Fase II, 

resultantes da sulfonação de 63, foi possível observar claramente a formação do 

derivado sulfonado 107. Este produto é resultante da sulfonação do produto enólico 

resultante do equilíbrio ceto-enólico da OXCBZ (63) (Esquema II.34) apresentando um 

sinal a m/z 331 correspondente à sua molécula desprotonada [M-H]-, quando 

analisado por LC-ESI(-). A análise por LC-ESI(-)-MS/MS (Figura II.37.A3) deste ião a 

mostrou os fragmentos m/z 288 e 97, compatíveis com a saída  do grupo –HNCO e -

HSO4
-, respectivamente. Verifica-se ainda um fragmento a m/z 208, correspondente à 

quebra dos dois grupos mencionados anteriormente. Tal como observado para os 

metabolitos de Fase I, a formação de 107 na incubação de 63 com a fracção S9 de 

fígado de humano, é significativamente mais lenta quando comparada com a formação 

do mesmo produto na fracção S9 de fígado de rato. No entanto, o metabolito 110, 

resultante da sulfonação do MHD (105) ou a formação da CBZ (62), resultante da 

eliminação do grupo sulfato, não foram observados em nenhum dos ensaios 

efectuados. Igualmente, o aduto 169 (Esquema II.34), resultante da reacção hipotética 

entre 110 e GSH também não foi observado. Estes resultados indicam que não 

ocorreu sulfonação do MHD (110) nos sistemas utilizados. No entanto, tal poderá 

dever-se à ausência de isoformas de SULTs adequadas à sulfonação deste 

metabolito. 

Tendo em conta que o metabolito maioritário da NVP (3), a 12OHNVP (20), é 

também proveniente de uma hidroxilação benzílica (estruturalmente similar ao MHD 

(105)) que é sulfonada in vivo [40], resolveu-se incubar 3, nas mesmas condições 

utilizadas nas incubações da OXCBZ (63), de forma a clarificar esta dúvida 

relativamente à existência de isoformas adequadas para a sulfonação de metabolitos 

com grupos hidroxilo em posição benzílica. Na verdade, muito embora se tivesse 

evidência da formação por LC-ESI(+)-MS da formação do metabolito 12-OHNVP (20) 

(por comparação com o padrão sintético) (Figura II.38), o único metabolito sulfonado 

identificado nas incubações com NVP (3) provinha de uma sulfonação de um 

metabolito fenólico. A análise por LC-ESI(-)-MS/MS do ião m/z 361 (Figura II.38.A4), 

compatível com a molécula desprotonada [M-H]- de um produto resultante da 

sulfonação de um metabolito mono-hidroxilado de 3 (representado por 170 na Figura 

II.38.A4), levou à formação de um fragmento que comprova esta conclusão: o 

fragmento a m/z 281 (Figura II.38.A4) correspondente à perda de 80 u a partir da 

molécula desprotonada [M-H]-, que é característica de conjugados sulfatados 

aromáticos [303]. Efectivamente, os produtos de sulfonação em posições benzílicas 

tendem a fragmentar na ligação C-O, perdendo HSO4
- (97 u) [40] ou o radical anião 

SO4
•- (96 u), quando analisados por ESI(-). Mais tarde no grupo de trabalho, a 12-
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OHNVP (20) foi incubada nas mesmas condições e não se observou qualquer 

evidência para a formação de derivado sulfonado de 20.  

À luz destas evidências poder-se-á dizer que as fracções S9 de fígado 

utilizadas não possuem as isoformas adequadas para a sulfonação tanto do MHD 

(105) como da 12-OHNVP (20). No entanto, tendo em conta que a 12-SO3
-NVP (26) se 

forma in vivo, este resultado não exclui a possibilidade de 105 ser sulfonado in vivo. 

Efectivamente, a identificação da CBZ (62) em doentes sob terapêutica com OXCBZ 

(63), suporta por si só a ocorrência desta via in vivo. 

 

Esquema II.34. Resumo dos resultados obtidos por incubação da OXCBZ (63) na fracção S9 do 

fígado humano ou de rato: Formação do metabolito de Fase II, 107, a partir do produto enólico, 

resultante do equilíbrio ceto-enólico da OXCBZ (63). O metabolito resultante da sulfonação do 

MHD, 110, o aduto 169, resultante da reacção da GSH com MHD-SO3
- (110), bem como a CBZ 

(62) não foram observados nas condições de incubação utilizadas. 
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Figura II.36. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à incubação de NVP (3) na fracção S9 de fígado de rato na presença de 

cofactores de Fase I e II (24 h) (A) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 267 (A1), m/z 283 (A2), padrão do 12-OHNVP(20) a m/z 283 (A3) e m/z 362 

(A4) (com o espectro de MS/MS, obtido por LC-ESI(-)-MS) correspondentes à NVP (3), aos metabolitos de Fase I hidroxilados e ainda o metabolito de Fase II 

sulfonado 170, respectivamente 
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II.4. Estudo da reactividade da carbamazepina (62), oxcarbazepina (63) e 

dos respectivos metabolitos reactivos com proteínas e DNA 

II.4.1. Reactividade com a hemoglobina 

Como já referido no Capitulo I, a valina N-terminal da Hb é considerada um 

centro reactivo primário para várias classes de electrófilos. Para além da grande 

acessibilidade deste resíduo às diferentes espécies reactivas electrófilas, esta valina 

terminal tem a particularidade de ter o seu grupo amina numa forma não ionizada, a 

pH fisiológico, apresentando assim um carácter nucleófilo [19].  

A degradação química com base no procedimento de Edman permite que os 

adutos formados entre a valina N-terminal da Hb e a espécie electrófila (representados 

no Esquema II.35 por 53) sejam selectivamente destacados da proteína, tornando 

desta forma a sua detecção e caracterização mais fácil. O método baseia-se no uso de 

um agente derivatizante, um derivado do isotiocianato (54), dando origem a um 

derivado da hidantoína (Aduto de Edman, 55) (Esquema II.35) [92, 93]. O mecanismo 

geral envolvido no destacamento do aduto de Edman (55) encontra-se descrito no 

Esquema II.42 e envolve o ataque nucleófilo do azoto da valina N-terminal ao carbono 

de 54, na presença de uma base, seguido da ciclização num anel de cinco membros. 

Os sucessivos passos de aquecimento promovem a formação do derivado de 

hidantoína 55 e consequentemente a libertação da proteína. 

Na literatura não existe qualquer referência sobre a reactividade da Hb e os dois 

fármacos em estudo ou qualquer um dos seus derivados reactivos. Assim, e tendo em 

conta os adutos obtidos nos ensaios anteriores com o aminoácido ValOEt e os 

derivados oxidados da CBZ (62), EPCBZ (79) e 9-AL (88), e a OXCBZ (63), decidiu-se 

testar a reactividade da Hb com as mesmas espécies electrófilas. Embora existam 

vários procedimentos de Edman descritos na literatura, neste trabalho foram usados 

dois procedimentos distintos em que se utiliza o PITC como agente derivatizante. O 

primeiro método (Método I) envolve o uso de DMF como solvente e uma solução 

aquosa de NaOH 1M como base enquanto que o segundo método (Método II) envolve 

o uso de uma mistura de água/2-propanol 40% e acetato de potássio (CH3CO2K) como 

solvente e base. 
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Esquema II.35. Destacamento do aduto com a valina N-terminal da Hb (53) através da 

degradação de Edman, com recurso ao agente derivatizante isotiocianato (54). O Electrófilo 

está representado por RX, a azul). 

 

Todos os adutos de Edman padrão foram obtidos previamente, a partir dos 

adutos obtidos entre o ValOEt e as espécies reactivas mencionadas. As condições 

utilizadas para a formação destes adutos, a partir das espécies reactivas 

consideradas, encontram-se na Tabela II.23. A caracterização estrutural de todos os 

adutos de Edman padrão formados encontra-se descrita na Tabela II.24, estando de 

acordo com as estruturas apresentadas. 

 

Tabela II.21. Condições reaccionais usadas para a formação dos adutos de Edman padrão. 

Ensaio Material de Partida Redutor* Método(s) Formação de adutos 

1 CBZ (62) NaBH3CN I  

2 EPCBZ (79) - I e II                       

3 9-AL (88) NaBH3CN II  

4 OXCBZ (63) NaBH3CN I e II  

* Sempre que se promoveu a reacção na presença de redutor foi igualmente efectuada a reacção na 

ausência do mesmo. Método I – Solvente: DMF, Base: NaOH; Método II – Solvente: água/2-propanol 
(40%), Base: CH3CO2K. 
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Tabela II.22. Caracterização estrutural dos adutos de Edman padrão obtidos. *Os adutos foram gerados por reacção inicial do ValOEt com espécies 

reactivas geradas por oxidação da CBZ (62) com H2O2, na presença do catalisador de [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) e posteriormente submetidos às condições 

de degradação; **Apenas o aduto 171 foi obtido a partir do material de partida. 

Material de Partida Adutos de Edman,  MS-ESI (+), m/z 

CBZ (62)* ou EPCBZ (79)** 

487 [M+H]+, 470 [M-NH3]+, 469 

[M+H-H2O]+, 444 [M+H-HNCO]+, 

253 [M+H-feniltiohidantoína]+,   

235 [feniltiohidantoína + H]+. 

485 [M+H]+, 467 [M+H-H2O]+,       251 

[M-feniltiohidantoína]+,           208 [M-

feniltiohidantoína-HNCO]+. 

 

9-AL (88) 

426 [M+H]+, 384 [M+H-CH(CH3)2]+, 263 [M+H-C8H5NOS]+, 192 [M-feniltiohidantoína]+,                         

180 [M+H-C13H15N2OS]+. 

OXCBZ (63) 

471 [M+H]+, 454 [M-NH3]+,                

428 [M+H-HNCO]+,                            

237 [M+H-feniltiohidantoína]+,             

235 [feniltiohidantoína + H]+,            

194 [M+H-HNCO-feniltiohidantoína]+. 

 

469 [M+H]+, 452 [M-NH3]+,               

426 [M+H-HNCO]+,                         

235 [feniltiohidantoína + H]+,           

192 [M+H-HNCO-feniltiohidantoína]+. 
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Embora não se tenha verificado diferenças significativas na formação dos adutos 

de Edman, nos dois procedimentos usados, em trabalhos anteriores foi constatado 

que a degradação de Edman em amostras biológicas efectuadas pelo Método I, a 

presença de vestígios de DMF diminui significativamente a intensidade dos sinais de 

MS. Ainda assim, com excepção da CBZ (62) e do 9-AL (88), fez-se a avaliação da 

formação dos adutos de Edman utilizando os dois métodos. 

Os adutos formados entre o ValOEt e as espécies reactivas geradas a partir da 

CBZ (62), por oxidação com o catalisador de Fe (II) (111) na presença de H2O2 foram 

submetidos ao procedimento de Edman (Método I) (Ensaio 1, Tabela II.24). Após o 

tratamento da mistura reaccional e subsequente análise por LC-ESI(+)-MS (Figura 

II.39) foi possível observar dois sinais a m/z 487 e 485 cujos valores de molécula 

protonada [M+H]+ são compatíveis com os adutos de Edman originados a partir dos 

adutos ValOEt-EPCBZ (124) e ValOEt-OHCBZ (125) respectivamente.  

A confirmação de que se trata de 10-(1-feniltiohidantoína-Nα-il)-11-hidroxi-10,11-

di-hidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (ValOEt-EPCBZ-Ed-1, 171, Tabela 

II.24) foi possivel pela observação de um sinal com o mesmo tR quando igual 

procedimento foi aplicado à reacção entre o EPCBZ (79) e o ValOEt  (Ensaio 2, Tabela 

II.24). Para além do mesmo tR, o padrão de fragmentação obtido por LC-ESI(+)-

MS/MS é também semelhante (Figura II.39.A1 e Figura II.39.B1), comprovando a 

formação de 171 a partir do aduto ValOEt-EPCBZ (124) (resultante da abertura do 

anel epóxido por ataque nucleófilo do ValOEt). Relativamente ao sinal a m/z 485 trata-

se do aduto 10-(1-feniltiohidantoína-Nα-il)-11-hidroxi-10,11-di-hidro-5H-di-benzo-[b,f]-

azepina-5-carboxamida (ValOEt-CBZ-Ed-2, 172, Tabela II.24) originado a partir do 

aduto ValOEt-OHCBZ (125), resultante da adição do ValOEt numa posição aromática 

do anel de iminoestilbeno da CBZ (62). A comprovação da formação do aduto ValOEt-

EPCBZ-Ed-2 (172) foi dada pela análise por LC-ESI(+)-MS/MS do ião precursor a m/z 

485 (Figura II.39.A2), pelo aparecimento do fragmento a m/z 467 correspondente à 

saída de uma molécula de água. Foi possível ainda observar o fragmento m/z 251 

correspondente à perda da hidantoína e também o fragmento m/z 208, típico da 

fragmentação da CBZ (62) substituída em posições aromáticas e correspondente à 

quebra da hidantoína e do grupo -HNCO. 
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Figura II.37. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção dos produtos obtidos na oxidação da CBZ (62) com o catalisador 

[Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) na presença de H2O2, e ValOEt,  seguida da degradação de Edman pelo Método I (A) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 

487 (A1)  e m/z 485 (A2) com os espectros de MS/MS (obtidos por LC-ESI(+)-MS), correspondentes aos adutos de Edman ValOEt-EPCBZ-Ed1(171) e ValOEt-

CBZ-Ed2 (172), respectivamente; Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção do metabolito EPCBZ (79) com ValOEt seguida 

da degradação de Edman pelo Método I (B) e o cromatograma iónico extraído a m/z 487 (B1) com o espectro de MS/MS (obtido por LC-ESI(+)) 

correspondente ao aduto de Edman ValOEt-EPCBZ-Ed1 (171). 
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O EPCBZ (79), OXCBZ (63) e o 9-AL (88) foram incubados com a Hb 

comercial, numa proporção proteína:electrófilo de 1:1 (m/m) numa mistura de tampão 

fosfato 50 mM, pH 7.4 e o solvente orgânico adequado (Tabela II.25). Quando 

necessário foi adicionada à mistura reaccional NaBH3CN para a estabilização das 

bases de Schiff formadas entre o resíduo da valina N-terminal e as espécies reactivas. 

Após 48 h de incubação, todas as misturas foram submetidas aos procedimentos de 

Edman descritos na Tabela II.25 

 

Tabela II.23. Condições reaccionais usadas no destacamento da valina N-terminal Hb do 

adutos de Edman formados formados após modificação desta proteína com vários electrófilos. 

Ensaio Electrófilo Redutor Método(s) Formação de adutos 

1 EPCBZ (79) - I  

2 EPCBZ (79) - II                       

3 9-AL (88) NaBH3CN II  

4 9-AL (88) - II               X 

5 OXCBZ (63) NaBH3CN I               X 

6 OXCBZ (63) - I                X 

7 OXCBZ (63) NaBH3CN II               X 

8 OXCBZ (63) - II               X 

 Método I – PITC + Solvente: DMF, Base: NaOH; Método II – PITC + Solvente: água/2-propanol (40%), 

Base: CH3CO2K.  

 

Verificou-se que os metabolitos EPCBZ (79) e o 9-AL (88) formaram os 

respectivos adutos de Edman com a valina N-terminal da Hb, sendo que este último 

apenas se verificou quando se adicionou o redutor, à mistura reaccional. No entanto, 

para a OXCBZ (63) não se obteve evidências claras da formação de algum aduto de 

Edman. A análise das misturas reaccionais finais foi efectuada por LC-ESI(+)-MS e 

pela comparação com os tR e padrões de fragmentação obtidos para os respectivos 

adutos de Edman padrão. Na Figura II.40 é possível verificar a análise por LC-ESI(+)-

MS da mistura reaccional do Ensaio 3 (Tabela II.25), onde se verifica a tR ~ 35 min. um 

sinal a m/z 426, compatível com a molécula protonada [M+H]+ do aduto 9-metil-(1-

feniltiohidantoína-Nα-il)-acridina (ValOEt-9-AL-Ed1, 173). Embora o tR tenha um ligeiro 
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desvio (cerca de 3 min.), quando comparado com o tR do aduto Edman padrão, o 

padrão de fragmentação obtido por LC-ESI(+)-MS/MS de ambos é semelhante.  

 Para além dos adutos ValOEt-EPCBZ-Ed-1 (171) e ValOEt-9-AL-Ed1 (173) 

formados, foi observado o produto resultante do destacamento da valina N-terminal 

não modificada (originando o derivado da hidantoína não modificado com electrófilo) 

(feniltiohidantoína 55, Figura II.40). Este produto poderá funcionar como controlo da 

eficiência do procedimento de Edman e, no caso particular dos dois procedimentos 

adoptados (que envolveram o uso do agente derivatizante PITC), terá um valor de m/z 

235. Curiosamente, quando se procurou por este produto na reacção que envolveu a 

incubação da Hb com a OXCBZ (63) seguida do tratamento para a formação do aduto 

de Edman, não foi encontrado. Este resultado, para além de indicar a baixa eficácia 

dos procedimentos de Edman adoptados para este ensaio em particular, não permite 

afirmar que não poderá ocorrer a formação de um aduto covalente entre 63 e a valina 

N-terminal da Hb. 
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Figura II.38. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção de incubação do metabolito 9-AL (88) com a Hb, seguida 

do tratamento da mistura com o método II do procedimento de Edman  (A) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 235 (A1) e m/z 426 (A2) 

com os espectros de MS/MS (obtidos por LC-ESI(+)-MS), correspondentes à hidantoína (55) e ao aduto de Edman ValOEt-9-AL-Ed1 (173), 

respectivamente. A comparação do aduto 173 obtido por reacção do 9-AL (88) com a Hb com o aduto padrão está também representada. 
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II.4.2. Reactividade com a albumina do soro humano 

Como já referido no Capítulo I, a HSA é uma das proteínas usadas como modelo 

para a identificação de adutos covalentes de xenobióticos com macromoléculas [32, 

79-83]. A HSA apresenta vários resíduos cujas cadeias laterais são nucleofílicas, 

como a histidina (His), a lisina (Lys), a arginina (Arg), a glutamina (Gln), a cisteína 

(Cys), o triptofano (Trp) e a serina (Ser). De salientar que apesar de existirem 35 

resíduos de Cys, 34 formam 17 pontes de dissulfeto (ou dissulfureto) intramoleculares 

e conferem estabilidade à proteína. Apenas existe um resíduo de Cys na posição 34 

(Cys34) na sua forma livre [79]. Este resíduo tem uma elevada capacidade 

nucleofílica, na medida em que se encontra na forma de tiolato devido à sua 

proximidade com três resíduos ionizáveis [a His39, Tyr84 e o ácido aspártico 38 

(Asp38)]. Este facto torna este resíduo altamente reactivo a pH fisiológico e 

especialmente predisposto a reagir com eletrófilos [79]. 

A sequência de aminoácidos de uma proteína é única. Assim, a determinação 

das sequências de proteínas permite identificar proteínas ou modificações específicas 

das mesmas. Os processos de fragmentação de MS são actualmente bastante usados 

para a determinação destas sequências. Em particular, os processos de baixa energia 

favorecem a quebra das ligações peptídicas, nomeadamente na ligação entre o azoto 

do grupo amina e o carbono do grupo carbonilo da cadeia principal do aminoácido 

[304]. Os fragmentos resultantes, denominados iões fragmento b e y (nomenclatura 

Roepstorff) [305] apresentam um C- terminal e N-terminal catiónicos, respectivamente 

(Figura II.41). Fragmentações de outras ligações no péptido podem gerar outro tipo de 

espécies a (e x) ou c (e z) [304]. 

               

Figura II.39. Representação da fragmentação de um péptido quando analisado por MS/MS, 

evidenciando a fragmentação na ligação peptídica dando origem aos iões fragmento b2 e y3. 
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Tendo em conta os resultados obtidos nos estudos de reactividade da CBZ (62), 

OXCBZ (63) e os respectivos metabolitos reactivos, decidiu-se promover a reacção 

destes com a HSA. O esperado seria obter adutos do EPCBZ (79), 9-AL (88), OXCBZ 

(63) com resíduos contendo nas cadeias laterais nucleófilos de azoto bem como 

adutos de EPCBZ (79), 2-OHCBZ (82) e MHD-SO3
- (108) com a Cys34. Assim, 

começou-se por incubar a HSA comercial com todos os electrófilos estudados, numa 

proporção proteína:electrófilo 1:1 (m/m) numa mistura de tampão fosfato 50 mM, pH 

7.4 e um solvente orgânico adequado (10%) (Tabela II.26). As misturas reaccionais 

foram deixadas em agitação lenta por 48 h, a 37 ºC e, sempre que necessário, foi 

adicionado um redutor, com o objectivo de estabilizar potenciais iminas formadas com 

resíduos contendo na sua cadeia lateral grupos nucleófilos de azoto. Salvo indicação 

em contrário, todas as misturas reaccionais foram precipitadas por adição de acetona 

(4 vol.) a 0ºC.  

Numa primeira abordagem, pretendeu-se promover uma digestão enzimática da 

HSA modificada a aminoácidos, das misturas resultantes dos Ensaios 1 e 3 (Tabela 

II.26). Após uma extracção com AcEt (3x 1 mL) para retirar o electrófilo em excesso, à 

fase aquosa (contendo HSA modificada e não modificada) foram adicionadas soluções 

aquosas das proteases, Pronase E e leucinaminopeptidase M, largamente usadas 

para a degradação total de proteínas e de acordo com o Método VI descrito em III.9.2.. 

Ambas as misturas foram deixadas reagir a 37 ºC durante 24 h, sendo posteriormente 

analisadas por LC-ESI(+)-MS, sem qualquer tratamento prévio.  Infelizmente, em 

ambos os ensaios não foram detectados quaisquer adutos formados entre a CBZ (62) 

ou EPCBZ (79) e os resíduos nucleófilos da HSA, mesmo quando se procurou por 

valores de m/z compatíveis com as moléculas protonadas [M+H]+ dos adutos formados 

com resíduos de Cys (núcleofilos de enxofre) ou Lys e His (nucleófilos de azoto). Se 

por um lado tal pudesse ser expectável para a CBZ (62), para o seu epóxido 79 não 

será necessariamente verdade. No entanto, no momento em que foram efectuados 

estes ensaios, apenas estava disponível no nosso laboratório um espectrómetro de 

massa de baixa resolução. Na medida em que a eficiência da reacção entre a HSA e 

os electrófilos considerados deverá ser baixa, a baixa sensibilidade do instrumento 

utilizado poderá explicar a ausência de resultados.  
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Tabela II.24. Condições reaccionais usadas para a incubação dos vários electrófilo com a HSA. 

Ensaio Electrófilo Solvente Redutor 

1 CBZ (63) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF - 

2 CBZ (63) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/MeCN - 

3 EPCBZ (79) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF - 

4 EPCBZ (79) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/MeCN - 

5 9-AL (88) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF - 

6 9-AL (88) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF NaBH3CN 

7 2-OHCBZ (82) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF - 

8 OXCBZ (63) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/MeCN  

9 OXCBZ (63) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/MeCN NaBH3CN 

10 OXCBZ (63) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/DMF - 

11 MHD-SO3
- (108) Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/DMF - 

Branco 1 - Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF - 

Branco 2 - Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF NaBH3CN 

Branco 3 - Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/MeCN - 

Branco 4 - Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/MeCN NaBH3CN 

Branco 5 - Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/DMF - 

 

Numa segunda abordagem, promoveu-se novamente a digestão das misturas 

reaccionais dos Ensaios 1 e 3 (Tabela II.26), na presença das proteases, tripsina e 

quimotripsina. Esta digestão foi efectuada de acordo com o Método II descrito em 

III.9.2., usando uma proporção protease:proteína de 1:20 (m/m) sendo necessário o 

tratamento prévio da mistura com ureia, ditiotreitol (DTT) e iodoacetamida (IAA). Este 

tratamento promove a quebra das estruturas terciária e quaternária da HSA. O uso da 

ureia e do DTT permite a desnaturação da proteína e a quebra das pontes de 

dissulfeto formadas entre os resíduos de Cys, respectivamente. A IAA bloqueia estes 

mesmos resíduos, impedindo-os de voltar à sua forma oxidada.  

Os precipitados foram dissolvidos numa solução aquosa de 5% MeCN e 0.05% 

TFA e analisados por nanoCromatografia Líquida acoplada a Espectrometria de 
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Massa de alta resolução com ionização por nanoESI (também designada a partir daqui 

por LC-ESI(+)-HRMS), em modo dependente de dados Auto MS/MS, seguido de uma 

busca automática no software GMP Fury. Para ambos os ensaios foram usadas como 

modificações variáveis os incrementos 250.0737 u ou 252.0893 u (que correspondem 

à incorporação dos produtos resultantes da reacção com a CBZ (62) e EPCBZ (79)), 

nos resíduos de Cys, His, Lys, Ser, Trp e Arg. Em ambas as situações, a busca 

apresentou um protein coverage (%) moderado de aprox. 60%, tendo evidenciado 

vários candidatos possíveis a péptidos modificados da HSA. A inspecção manual feita 

posteriormente no software Bruker®DataAnalysis permitiu excluir espectros com 

fragmentos abundantes que não correspondem aos valores de m/z teóricos esperados 

e assumidos como tal. Todos os erros associados foram igualmente determinados 

manualmente.  

Quanto aos resultados da mistura reaccional correspondente à incubação da 

HSA com a CBZ (62) (Ensaio 1, Tabela II.26), a pesquisa efectuada para as 

modificações variáveis de 252.0893 u ou 250.0737 u, correspondentes aos produtos 

resultantes do ataque radicalar à ligação dupla C10-C11 de 62, com introdução de 

oxigénio e o consequente produto de dismutação, respectivamente, não 

demonstraram a formação de qualquer aduto. Por outro lado, a mesma análise da 

mistura correspondente à modificação da HSA com o EPCBZ (79) (Ensaio 3, Tabela 

II.26) evidenciou a formação de um aduto com o resíduo His129. O aduto formado 

corresponde à reacção de abertura do anel epóxido por ataque nucleófilo da cadeia 

lateral da His 129 (anel imidazol). O péptido 127LQHKDDNPNLP138 modificado 

apresenta um tR superior ao correspondente não modificado, o que está de acordo 

com o esperado. Os respectivos erros associados estão também dentro do limite 

aceitável.  

Tabela II.25. Identificação do péptido modificado com EPCBZ (79) (incremento 252.0893 u) e o 

respectivo péptido não modificado por busca automática com o software GMP Fury, após a 

digestão da mistura reaccional com as proteases tripsina/quimotripsina. O local de modificação 

está assinalado a negrito com o respectivo incremento em superescrito. 

Sequência Z+ m/z (exp.) m/z (teórico) erro (ppm) tR 

(min) 
HSA + EPCBZ (79) 

127LQHEPCBZKDDNPNLPR138 +3 566.9509 566.9497 

 

2.03 16.1 

127LQHKDDNPNLPR138 +3 482.9228 482.9198 6.24 10.5 
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Tendo em conta a sequência peptídica e o conhecimento já adquirido para a 

reactividade do epóxido 79, seria possível que o local de modificação fosse a Lys130. 

Porém pelo espectro de MS/MS obtido por LC-ESI(+)-HRMS para m/z 566.9509 

(Figura II.41), este resíduo pode ser excluído pela ausência de iões fragmento b/y, 

compatíveis com um incremento nessa posição. Por outro lado, observou-se o ião 

fragmento b4
2+ a m/z 380.1914  contendo a modificação 252.0893 u, e ainda os iões 

fragmento b2 e b7 a m/z 242.149 e 1103.4541, respectivamente, sem modificação 

mostrando que inequivocamente a modificação ocorreu na His129. 

 

 

Figura II.40. Identificação do péptido modificado 127LQHEPCBZKDDNPNLPR138 pelo espectro de 

MS/MS obtido por LC-ESI(+)-HRMS para m/z 566.9509. 

Contrariamente ao esperado, da busca automática efectuada para estes 

ensaios, não resultou nenhum péptido modificado na Cys34. Sabendo que as enzimas 

usadas nestes ensaios são específicas para quebra de ligações peptídicas contendo 

resíduos com cadeias laterais hidrofóbicas, como a fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) ou 

Trp (quimotripsina) e resíduos com cadeias laterais com carga eléctrica positiva (a pH 

fisiológico) como a Arg e a Lys (Tripsina) [306], um dos péptidos esperados que 

contém a Cys34 é o péptido 31LQQCPF36. De facto, quando se procurou manualmente 

o valor de m/z 987.4393 e 494.2233 correspondente às moléculas protonadas mono e 

di-protonadas, [M+H]+ e [M+2H]2+, do produto de reacção entre o péptido 31LQQCPF36 

(734.3416 u) e o EPCBZ (79) (252.0893 u) observou-se a tR~37.0 min.. um sinal  

compatível. No entanto, dado a natureza da análise efectuada (em modo dependente 

de dados Auto MS/MS), a fragmentação dos iões precursores correspondentes a este 

sinal não foi efectuada, inviabilizando assim a sua identificação pelo motor de busca.  
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No sentido de obter o péptido 31LQQCPF36 padrão modificado na Cys34 e desta 

forma poder comparar com o resultado obtido, promoveu-se a reacção entre o péptido 

31LQQCPF36 e o electrófilo EPCBZ (79). A análise por LC-ESI(+)-HRMS da mistura 

reaccional final (Figura II.43.A1) mostrou a tR ~38.0 min. um sinal a m/z 987.4417±2.4 

ppm compatível com a molécula protonada [M+H]+ do produto resultante entre o 

péptido 31LQQCPF36 e 79. O espectro de MS/MS obtido para este ião precursor (Figura 

II.43.A1) está de acordo com a atribuição proposta para o péptido 31LQQCPF36 

modificado na Cys34, por reacção com o epóxido 79 e consequente abertura do anel. 

É possível observar os iões fragmento b2 (m/z 242.15), b4 (m/z 725.31) e b6 (m/z 

969.46) (estes dois últimos contendo o incremento 252.0893 u) e ainda os iões 

fragmento y3 (m/z 618.24).  

De salientar que, embora na análise da mistura reaccional resultante da digestão 

tripsina/quimotripsina do ensaio 3 (Tabela II.26), o espectro MS/MS do ião precursor 

não tenha sido obtido, foi possível identificar este ião (m/z 987.4349±2.1 ppm) no 

espectro de full scan, por comparação com o padrão sintético preparado entre 79 e o 

péptido 31LQQCPF36 (Figura II.41.A1 e Figura II.41.B1). Para além dos baixos erros 

associados aos valores de m/z obtidos para as moléculas protonadas [M+H]+, quando 

comparado com o aduto padrão, ambos apresentam tR semelhantes. 

Tabela II.26. Comparação do péptido 31LQQCPF36 modificado com EPCBZ (79) ou IAA obtido 

por busca manual do extracto hidrolisado resultante de digestão da mistura reaccional da HSA 

e 79, com as proteases tripsina/quimotripsina. O local de modificação está assinalado a negrito 

com o respectivo incremento (252.0893 u) em superescrito. A carbamidometilação das 

cisteínas está representada com C (57. 0214 u). 

Sequência Z+ m/z (exp.) m/z (teórico) erro (ppm) tR (min) 

HSA + EPCBZ (79) 

31LQQCPF36 +1 792.3725 792.3709 

 

2.03 19.8 

31LQQCEPCBZPF36 +1 987.4372 987.4349 2.12 37.4 

31LQQCPF36 + EPCBZ (79) 

31LQQCPF36  +2 734.3447 734.3416 4.22 28.2 

31LQQCEPCBZPF36   +1 987.4417 987.4393 2.43 38.0 
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Figura II.41. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção de incubação do metabolito EPCBZ (79) com o péptido 31LQQCPF36 

(A) e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 987.4392 (A1) e m/z 734.3416 (A2) com os espectros de MS e MS/MS obtidos por LC-HRMS-ESI(+), 

correspondentes ao péptido 31LQQCEPCBZPF36 e 31LQQCPF36, respectivamente. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção 

de incubação do metabolito EPCBZ (79) e a HSA (B), após digestão com tripsina/quimotripsina, e os cromatogramas iónicos extraídos a: m/z 987.4392 (B1) 

com o espectro de MS e m/z 792.3732 (B2) com os espectros de MS e MS/MS,ambos obtidos por HRMS-ESI(+), correspondentes ao péptido 

31LQQCEPCBZPF36 e 31LQQCPF36, respectivamente.  
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Muito embora se tivessem identificado os adutos do EPCBZ (79) com os 

resíduos Cys34 e His129, de forma a ter uma ideia mais abrangente de outros locais 

de possível modificação decidiu-se realizar também uma digestão com apenas 

tripsina. Assim, trataram-se as mesmas amostras (Ensaio 1 e 3, Tabela II.25) de 

acordo com o Método I descrito em III.9.2., onde se usou apenas tripsina como 

protease numa proporção protease:proteína de 1:20 (m/m) com o mesmo tratamento 

prévio da mistura com ureia, ditiotreitol (DTT) e iodoacetamida (IAA). Os precipitados 

foram analisados por LC-ESI(+)-HRMS (em modo dependente de dados Auto MS/MS) 

seguido de uma busca automática no software GMP Fury. Para ambos os ensaios 

foram usadas novamente como modificações variáveis os incrementos 250.0737 u ou 

252.0893 u, nos resíduos de Cys, His, Lys, Ser, Trp e Arg. Em ambas as situações, a 

busca apresentou um protein coverage (%) elevado de aprox. 80%, tendo evidenciado 

vários candidatos a péptidos modificados da HSA. A inspecção manual feita 

posteriormente no software Bruker®DataAnalysis permitiu excluir espectros com 

fragmentos abundantes que não correspondem aos valores de m/z teóricos esperados 

e assumidos como tal. Todos os erros associados foram igualmente determinados 

manualmente.  

Mais uma vez, a análise da reacção resultante da incubação da HSA com a CBZ 

(62) (Ensaio 1, Tabela II.25) com as modificações varáveis de 252.0893 u ou 250.0737 

u, não evidenciaram a formação de qualquer aduto. Por outro lado, a mesma análise 

da mistura correspondente à modificação da HSA com o EPCBZ (79) (Ensaio 3, 

Tabela II.25) evidenciou novamente a formação de adutos com resíduos de His, 

nomeadamente a His91 e His270 (Tabela II.29).  

Com o uso da tripsina como única protease foi possível encontrar novos locais 

de modificação para o EPCBZ (79) que até aqui não haviam sido observados, embora 

todos fossem resíduos de His. De forma a confirmar as posições de modificação His91 

e His270 foram inspeccionados manualmente os respectivos espectros de MS/MS 

obtidos para os iões precursores a m/z 635.3185 e 780.3158, respectivamente (Figura 

II.44), correspondentes aos péptidos 89SLHEPCBZTLFGDK97 

265VHTECCHEPCBZGDLLECADDR281 modificados com o epóxido 79 (252. 0893 u). Por 

exemplo, para o péptido 265VHTECCHEPCBZGDLLECADDR281 é possível observar os 

iões fragmento b2 (m/z 237.1369), b3 (m/z 338.1817), b4 (m/z 467.2265) e b6 (m/z 

787.2882) (todos sem conter o incremento 252.0893 u) e os iões fragmento b7
2+ (m/z 

588.7296) e b8
2+ (m/z 617.2443) contendo o incremento mencionado 
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Tabela II.27. Identificação dos péptidos modificados com EPCBZ (79) e os respectivos 

péptidos não modificados, por busca automática com o software GMP Fury, após a digestão da 

mistura reaccional com a protease tripsina. O local de modificação está assinalado a negrito 

com o respectivo incremento (252. 0893 u) em superscrito. A carbamidometilação das cisteínas 

está representada com C (57. 0214 u). 

Sequência Z+ m/z (exp.) m/z (teórico) erro (ppm) tR (min) 

HSA + EPCBZ (79) 

21ALVLIAFAQYLQQCPFEDVH40 +3 830.7674 830.7665 1.07 41.4 

265VHTECCHGDLLECADDR281 +3 696.2853 696.2840 1.82 12.8 

265VHTECCHEPCBZGDLLECADDR281 +3 780.3158 780.3140 2.32 21.1 

89SLHTLFGDK97 +2 509.2730 509.2718 2.31 15.7 

89SLHEPCBZTLFGDK97 +2 635.3185 635.3168 2.74 28.3 

 

. 

Figura II.42. Identificação do péptido modificado 265VHTECCHEPCBZGDLLECADDR281 pelo 

espectro de MS/MS obtido por LC-HRMS-ESI(+)-MS/MS do ião m/z 780.3140. 

 

De salientar que quando se procurou manualmente no espectro de LC-ESI(+)-

HRMS correspondente à análise da mistura HSA e EPCBZ (79), o valor de m/z 
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correspondente ao péptido mono e di-carregado [M+H]+ e [M+2H]2+ de 

21ALVLIAFAQYLQQCPFEDVH40 com a modificação 252.0893 u,  na Cys34, não se 

encontrou qualquer valor compatível. Igual resultado foi obtido quando se procurou por 

valores de m/z correspondentes aos péptidos mono e di-carregado [M+H]+ e [M+2H]2+, 

com a mesma modificação, em resíduos de His, 145RHPYFYAPELLFFAK159 e 

337RHPDYSVVLLLR348, observados recentemente por outros autores [215]. 

Numa tentativa de enriquecer as amostras hidrolisadas em péptidos modificados 

e facilitar a análise das mesmas, por HRMS-ESI(+), promoveu-se uma série de 

alterações ao procedimento. Estas alterações tiveram em conta principalmente o 

tratamento das amostras antes da digestão efectuada. Por um lado, e uma vez que se 

observou a precipitação dos electrófilos CBZ (62) e EPCBZ (79) durante a incubação 

com a proteína, alterou-se o solvente orgânico usado para acetonitrilo e, desta forma 

tentar uma melhor solubilidade (Ensaios 2 e 4, Tabela II.25). Ainda assim, a 

precipitação ocorreu e optou-se por extrair as misturas reaccionais com AcEt ou 

CH2Cl2 antes do passo de precipitação da proteína. Paralelamente, efectuaram-se 

ensaios em que se optou por filtrar a mistura reaccional em tubos de filtração Amicon® 

Ultra, com cut-off 10 kDa em substituição da precipitação. Estas adaptações tiveram 

em conta que a precipitação dos electrófilos utilizados na mistura reaccional não 

tivesse sido eficiente apenas por adição de acetona e que a presença dos electrófilos 

poderia inibir a acção das enzimas utilizadas. No entanto, em nenhuma das situações 

referidas se observou uma melhoria significativa nos resultados obtidos, sendo de uma 

maneira geral, a percentagem de protein coverage igual ou inferior às obtidas até aqui.  

Com base na experiência adquirida para a análise das misturas reaccionais da 

HSA com a CBZ (62) e o EPCBZ (79), trataram-se as restantes amostras (Ensaio 5-

11, Tabela II.25) de acordo com o Método I descrito em III.9.2., usando apenas tripsina 

como protease numa proporção protease:proteína de 1:20 (m/m) com o tratamento 

prévio da mistura com ureia, ditiotreitol (DTT) e iodoacetamida (IAA). Os precipitados 

foram analisados por nanoCromatografia Líquida acoplada à Espectrometria de Massa 

de alta resolução com ionização por nanoESI (LC-ESI(+)-HRMS)(em modo 

dependente de dados Auto MS/MS) seguido de uma busca automática no software 

GMP Fury. Para estes ensaios foram usadas como modificações variáveis os 

incrementos 250.0737 e 252.0893 u [nos ensaios da 2-OHCBZ (82)], 237.1022 e 

235.0866 u [nos ensaios da OXCBZ (63)], 193.0886 e 191.0730 u [nos ensaios do 9-

AL (88)] e por fim 236.0944 u [nos ensaios do MHD-SO3
-(110)], nos resíduos de Cys, 

His, Lys, Ser, Trp e Arg. 

Com excepção do Ensaio 6 (Tabela II.25) correspondente à incubação do 

aldeído 88 com HSA, na presença de redutor, nenhum dos restantes electrófilos deu 
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origem a péptidos modificados. Na Tabela II.30 estão discriminados os péptidos 

modificados com o aldeído 88 encontrados (incremento 193.0886 u). De salientar que 

todas as modificações encontradas correspondem ao incremento 193.0886 u e dizem 

respeito à reacção do 9-AL (88) com os resíduos Lys e Arg (nucleófilos de azoto), 

após a dupla redução com o NaBH3CN (Figura II.45).  

 

 

 

 

 

Embora preliminares, estes resultados mostram claramente que o metabolito 9-

AL (88), uma vez formado in vivo, poderá reagir com resíduos de Lys e Arg de 

proteínas. A formação destes adutos covalentes poderá assim estar na origem de 

alguns eventos tóxicos associados ao uso crónico da CBZ (62). Adicionalmente, ao 

contrário do que foi recentemente reportado [215], mostrou-se que o metabolito 

EPCBZ (79) reage com a Cys34 da HSA. Este resultado mostra claramente que a 

utilização de várias proteases é necessária para descartar locais de modificação. 

Efectivamente, quando a digestão foi efectuada apenas com tripsina (tal como os 

autores referidos) não foi detectada a modificação nesta posição, muito provavelmente 

devido ao tamanho elevado do péptido tríptico que contém a Cys34, 

21ALVLIAFAQYLQQCPFEDVH40, que poderá dificultar a sua ionização. No entanto, 

quando se utilizou a mistura de proteases tripsina/quimotripsina, o péptido que contém 

a Cys34, 31LQQCPF36, é mais pequeno devendo ser mais ionizável, possibilitando a 

identificação por HRMS da modificação nesta posição. De referir que esta identificação 

só foi possível uma vez que se preparou o aduto padrão 31LQQCEPCBZPF36, o que 

reforça a importância dos padrões sintéticos para a detecção de adutos covalentes 

com proteínas. 

Figura II.43. Modificação-tipo (correspondente ao incremento 193.0886 u) encontrada nos 

péptidos obtidos após digestão tríptica da mistura reaccional da incubação entre a HSA e o 

aldeído 88.  
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Tabela II.28. Identificação dos péptidos modificados com 9-AL (88) e os respectivos péptidos não modificados, por busca automática com o software GMP 

Fury, após a digestão da mistura reaccional com a protease tripsina. O local de modificação está assinalado a negrito com o respectivo incremento (193.0886 

u) em superscrito. A carbamidometilação das cisteínas está representada com C (57. 0214 u). 

Sequência Z+ m/z (exp.) m/z (teórico) erro (ppm) tR (min) 

HSA + 9-AL (88) 

397VFDEFKPLVEEPQNLI413 +2 1023.0512 1023.0513 0.12 26.7 

397VFDEFK9-ALPLVEEPQNLI413 +2 1119.5942 1119.5959 1.52 32.0 

265VHTECCHGDLLECADDRADLAK286 +4 647.0355 647.0348 0.94 10.9 

265VHTECCHGDLLECADDR9-ALADLAK286 +4 695.3073 693.3071 0.12 20.4 

118QEPERNECFLQHKDDNPNLPR138 +3 873.7378 873.7381 0.60 13.3 

118QEPERNECFLQHK9-ALDDNPNLPR138 +3 938.0935 938.1314 3.08  20.7 
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Os métodos de MS utilizados para este trabalho são os mesmos que são 

utilizados em estudos de proteómica para a identificação de proteínas e talvez não 

sejam os mais adequados para a identificação de modificações covalentes nas 

mesmas. De facto, muito embora os métodos dependentes de dados (Auto MS/MS) 

sejam muito úteis para a identificação de proteínas, bastando apenas identificar 3 

péptidos únicos, estes não serão os mais adequados para identificar locais de 

modificação tendo em conta a baixa concentração de um péptido modificado 

relativamente a um péptido não modificado. A probabilidade de péptidos modificados 

serem escolhidos para MS/MS (no modo dependente de dados) é muito reduzido, o 

que limita a possibilidade da sua identificação através dos motores de busca utilizados 

(a existência de um espectro de MS/MS é condição necessária para a identificação de 

um péptido). 

Assim, o facto de não se terem detectado modificações com os restantes 

electrófilos, não é garantia de que não se formem adutos covalentes com a HSA. Este 

trabalho mostra que há ainda uma grande necessidade de desenvolvimento de 

métodos de MS adequados para estudos de adutómica. 

II.5. Estudo da reactividade da carbamazepina (62), oxcarbazepina (63) e 

os respectivos metabolitos reactivos com DNA 

O controlo da epilepsia e o respectivo tratamento são particularmente 

importantes durante a gravidez, na medida em que os ataques epilépticos 

desregulados poderão originar quedas, ferimentos ou stress, podendo afectar tanto a 

mulher como o feto. Desta forma, e embora a administração de fármacos na gravidez 

de uma maneira geral seja totalmente desaconselhada, no caso particular desta 

doença, a toma de AEDs na forma de mono ou politerapia não é descontinuada.  

Muito embora a associação da exposição da CBZ (62) à teratogenicidade ainda 

não tenha sido totalmente consolidada, vários estudos observacionais indicam que o 

uso deste AAED na gravidez está associado a algum risco de ocorrência de 

malformações congénitas ou ao desenvolvimento de anomalias neurológicas no feto 

[205, 307-309], em especial em co-administração com outros AEDs [206, 310]. Entre 

as manifestações descritas, encontram-se a espinha bífida [309], fenda palatina [311] 

ou malformações cardíacas [312]. No entanto, quando comparado com outros AEDs 

de primeira linha, o potencial efeito teratogénico por exposição a 62 na gravidez é 

substancialmente inferior [204, 307, 313]. Talvez por isso, a CBZ (62) continue a ser 

administrada a mulheres grávidas. 
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O mecanismo pelo qual a CBZ (62) induz o processo de teratogénese não é 

conhecido. No entanto, estudos efectuados em ratos indicam que a biotransformação 

da CBZ (62) em EPCBZ (79) poderá ser responsável pela toxicidade e malformações 

fetais induzidas [310, 314, 315]. A incidência de malformações em ratos Swiss-

Vancouver fêmea foi observada, tendo-se verificado um aumento de 14%, 27% e 26% 

para doses de 300, 600 e 1000 mg/Kg de 79, respectivamente, e apenas 6% no grupo 

controlo [314]. Embora os mecanismos envolvidos na génese da teratogenicidade 

induzida por xenobióticos não sejam completamente conhecidos [315], a formação de 

adutos covalentes com o DNA poderá estar envolvida[316]. Este processo é também 

conhecido como o primeiro passo de carcinogénese de compostos genotóxicos. 

Adicionalmente, a conhecida actividade mutagénica, citotóxica e carcinogénica 

associada ao BaP (50) [88] ou a AFB1 (95) [219] já mencionadas, e que envolvem a 

formação de metabolitos reactivos contendo um anel epóxido, sustenta em grande 

parte esta teoria. Os estudos de genotoxicidade mais antigos (teste de Ames) [317, 

318] [319], efectuados para a CBZ (62) e o EPCBZ (79) indicam resultados negativos 

para ambos. O mesmo se verificou para a reactividade com o DNA em ensaios in vitro, 

em incubações de 62 em microssomas de rato [238] e humanos [166], na presença de 

DNA, co-factores e 14C-CBZ (62). No entanto, estudos mais recentes dão conta de 

algum potencial genotóxico [320-322] da CBZ (62). Deste modo, este tópico continua a 

ser bastante controverso. 

No que diz respeito à OXCBZ (63) também não existem evidências claras 

relativamente à sua carcinogenicidade e genotoxicidade em Humanos, sendo a 

literatura existente sobre o assunto bastante limitada. Num estudo [228] efectuado em 

ratos, em que a OXCBZ (63) e o seu metabolito maioritário MHD (105) foram 

administrados por gavagem, com doses até 250 mg/kg/dia e 600 mg/kg/dia, 

respectivamente, durante 2 anos, verificou-se a incidência de adenomas 

hepatocelulares em ratos fêmea expostos a 63,  em doses superiores a 25 mg/kg/dia 

bem como a incidência de adenomas hepatocelulares e/ou carcinomas em ratos 

machos (para doses a 600 mg/kg/dia) e fêmeas (para doses superiores a 25 

mg/kg/dia). Encontram-se também reportados na literatura alguns estudos in vitro 

indicativos da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade da OXCBZ (63) [228, 

323, 324] sem necessidade de bioactivação. Além disso, e ao contrario do que se 

verificou para a CBZ (62), a OXCBZ (63) demonstrou alguma reactividade com o DNA 

em ensaios in vitro, quando incubado em microssomas de rato [238] e humanos [166], 

na presença de DNA e co-factores. No entanto, esta reactividade só foi verificada na 

presença de metabolismo de Fase I. 
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Perante a controvérsia das evidências apresentadas decidiu-se testar 

primeiramente a reactividade do metabolito maioritário da CBZ (62), o EPCBZ (79) 

bem como a OXCBZ (63) e o possível metabolito reactivo MHD-SO3
- (108) com os 2´-

desoxinucleósidos livres, 2’-dG (48) e 2´-dA (49). Os ensaios foram realizados na 

presença de uma solução de 2’-desoxinucleósido em água/DMF (1:1) à qual foi 

adicionada lentamente a solução com o respectivo electrófilo em DMF (Tabela II.31). 

Tabela II.29. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção de 2’-dG (48) e 2´-dA 

(49) e os electrófilos EPCBZ (79), OXCBZ (63) e MHD-SO3
- (110). No caso particular da 

reacção com a OXCBZ (63), os ensaios foram efectuados na presença ou ausência de redutor 

(NaBH3CN). 

Ensaio Electrófilo (1.0 eq.) 2’-desoxinucleosido (1.0 eq.) NaBH3CN (eq.) 

1 EPCBZ (79) 2´-dG (48) - 

2 EPCBZ (79) 2´-dA (49) - 

3 OXCBZ (63) 2´-dG (48) - 

4 OXCBZ (63) 2´-dA (49) - 

5 OXCBZ (63) 2´-dG (48) 4.0 

6 OXCBZ (63) 2´-dA (49) 4.0 

7 MHD-SO3
- (110) 2´-dG (48) - 

8 MHD-SO3
- (110) 2´-dA (49) - 

Branco 1 

11 1 1 

EPCBZ (79) - - 

Branco 2 OXCBZ (63) - - 

Branco 3 OXCBZ (63) - 4.0 

Branco 4 MHD-SO3
- (110) - - 

 

Todos os ensaios foram analisados por LC-ESI(+)-MS. Relativamente aos 

ensaios realizados com o epóxido 79 na presença da 2’-dG (48) e 2´-dA (49) (Ensaios 

1 e 2, Tabela II.31), não foram obtidas evidências da formação de qualquer aduto. O 

mesmo se verificou nos ensaios efectuados com a OXCBZ (63), com e sem redutor 

(Ensaios 3 a 6, Tabela II.31). No entanto, nos ensaios efectuados com o MHD-SO3
- 

(110), e em particular com a base livre 2´-dA (49) (Ensaio 8, Tabela II.31) foram 

identificados dois sinais a m/z 488 correspondentes à molécula protonada [M+H]+ do 

aduto 10-(deoxiadenina-N-il)-10,11-dihidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida 

(10-dA-OXCBZ, 176, Figura II.46). A análise por LC-ESI(+)-MS/MS (Figura II.46) 

comprovou a formação de 10-dA-OXCBZ (176) na medida em que mostrou o 

fragmento a m/z 372 compatível com a quebra da ligação glicosídica da base, 

resultando na perda da desoxirribose (dR)(correspondente a 117 u) e os fragmentos  
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m/z 237 e 252 compatíveis com a quebra da ligação C-N entre o electrófilo e a base, 

respectivamente. A análise efectuada por LC-ESI(+)-MS/MS para este aduto não é 

indicativa da posição de ligação de 110 na 2´-dA (49), sendo por isso a estrutura 

apresentada para o aduto meramente indicativa (Figura II.46).  
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Figura II.44. Cromatograma iónico total da mistura reaccional correspondente à reacção entre o MHD-SO3
- (110) e a 2’-dA (49) (A) e o cromatograma iónicos 

extraído a m/z 488 (A1) com os espectros de MS/MS obtidos para os dois sinais (a e b) correspondentes ao aduto 10-dA-OXCBZ (176); Os mecanismos de 

fragmentação propostos para o aduto 10-dA-OXCBZ (176) stão também evidenciado (B). 
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A molécula de dA (49) apresenta dois grupos locais com carácter nucleófilo para 

reagir com o MHD-SO3
- (110). São eles a amina exocíclica -NH2 e o azoto N1 (ver 

Figura I.5). De facto, pela observação do cromatograma do extracto iónico a m/z 488, 

correspondente à molécula protonada [M+H]+ do aduto 10-dA-OXCBZ (176), verificam-

se dois sinais maioritários e ambos apresentam um padrão de fragmentação 

semelhante e compatível com 176. Este resultado parece indicar que a ligação entre o 

metabolito 110 e a 2´-dA (49) ocorreu em duas posições distintas da base. Embora 

sejam necessárias outras técnicas de caracterização estrutural para confirmar as 

posições de ligação, é muito provável que a ligação tenha ocorrido nas posições acima 

indicadas. 

Pela experiência do grupo de trabalho sabe-se que os derivados electrófilos 

muitas vezes não reagem com os 2’-desoxinucleósidos individualmente mas ainda 

assim têm a capacidade de reagir directamente com o DNA. Exemplo disso pode ser 

observado nos trabalhos de caracterização estrutural de adutos do tamoxifeno (um 

conhecido modulador selectivo de estógeno usado para a redução da incidência de 

cancro da mama em mulheres com alto risco de desenvolvimento da doença) com 

DNA efectuados por Gamboa da Costa e colaboradores [325]. Assim, promoveu-se a 

reacção com os mesmos electrófilos considerados nos ensaios descritos 

anteriormente e o DNA. Todas as misturas reaccionais foram divididas em duas 

aliquotas de igual volume e submetidas a dois tratamentos distintos.  

Num primeiro tratamento promoveu-se a degradação enzimática utilizando um 

procedimento descrito na literatura [326] e que envolve o uso de uma combinação de 

enzimas (tipicamente nuclease, DNase com fosfodiesterase e uma fosfatase alcalina) 

capazes de quebrar as ligações fosfodiéster entre os nuceotídeos constituintes do 

cadeia de DNA, dando origem aos nucelósidos dG (desoxiguanosina), dA 

(desoxiadenina), dC (desoxicitidina) e dT (desoxitimidina). No caso de ocorrer uma 

reacção do electrófilo com o DNA, estre processo de degradação deveria originar a 

mesma quebra de ligações entre os monómeros mas os nucleósidos obtidos surgirão 

modificados. Assim, a análise por LC-ESI(+)-MS das misturas finais foi efectuada 

procurando por valores de m/z correspondentes às moléculas protonadas [M+H]+ de 

cada 2’-desoxinuceósido mais o respectivo incremento relativo ao electrófilo usado. 

Estes valores foram determinados assumindo que o ataque de cada nucleósido 

ocorrerá por: 1) abertura do anel de epóxido de 79 originando um produto hidroxilado; 

2) reacção via base de Schiff a partir da OXCBZ (63) e estabilizada por NaBH3CN; e 3) 

reacção SN com saída do grupo sulfato de MHD-SO3
- (110). Infelizmente, em nenhum 

dos ensaios foi observada a formação de qualquer aduto compatível com os valores 
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de m/z previamente calculados. Inclusive, o aduto 10-dAOXCBZ (176) detectado por 

reacção de 110 com a 2’-dA (49), não foi observado por esta via. 

Num segundo tratamento promoveu-se a degradação térmica utilizando um 

procedimento também descrito na literatura [327]. Este tipo de tratamento permite a 

detecção de adutos despurinantes, que resultam na formação de locais abásicos. De 

modo semelhante ao que foi efectuado nos ensaios de degradação enzimática, a 

analise por LC-ESI(+)-MS foi efectuada tendo como base a formação do mesmo tipo 

de adutos com guanina (G), adenina (A) (purinas) e citosina (C) e timidina (T) (adutos 

despurinantes). No entanto nenhum destes adutos foi observado.  

No que diz respeito à ausência de reactividade dos nucleosídos e DNA com o 

EPCBZ (79), era um resultado de certa forma espectável devido ao resultado negativo 

do teste de Ames, já referido na literatura. De facto, alguns autores defendem que a 

genotoxicidade associada a CBZ (62) não está intimamente ligada com a formação de 

adutos com o metabolito EPCBZ (79) mas sim da deficiência de ácido fólico induzida 

por este [328]. Vários estudos bioquímicos dão conta que a deficiência na formação do 

ácido fólico é responsável por perturbações no processo de síntese de DNA e 

crescimento celular [315] [329], o que poderá explicar os casos de teratogenicidade 

associados a 62 [205, 314]. A ausência de reactividade da OXCBZ (63) com o DNA foi 

igualmente expectável tendo em conta os ensaios efectuados em microssomas de 

ratos e Humanos, dando conta da ausência de ligação de 63 ao DNA, na ausência de 

co-factores de Fase I. Muito embora, a formação de adutos de 110 com DNA não 

tenham sido observados, o resultado obtido com a 2’-dA demonstra claramente a 

reactividade deste possível metabolito. A não observação do aduto com o DNA poderá 

ter a ver com dificuldades experimentais associadas ao processo de precipitação do 

DNA, após a degradação enzimática, e necessária para a análise por LC-ESI(+)-MS. 

Assim, tendo em conta a formação do aduto 176, e a ocorrer a formação do metabolito 

110 in vivo, não poderá ser descartada a possibilidade da carcinogénese associada ao 

AAED 63 envolver a bioactivação deste fármaco. 
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II.6. Conclusões e perspectivas futuras 

O trabalho desenvolvido envolveu várias abordagens in vitro que tinham como 

objectivo a síntese e a caracterização de adutos covalentes, obtidos a partir dos 

metabolitos dos AAEDs, CBZ (62) e OXCBZ (63), bem como o desenvolvimento das 

metodologias analíticas para os detectar a níveis expectáveis in vivo. 

Os metabolitos da CBZ (62), o EPCBZ (79), a 2-OHCBZ (82) e o 9-AL (88), e da 

OXCBZ (63), o MHD (105) e o MHD-SO3
- (110) foram sintetizados por métodos 

adaptados da literatura ou gerados in situ utilizando o catalisador biomimético 

Fe(II)(bpmen)(Otf)2 (111) ou recorrendo à fracção S9 do homogenato de fígado, um 

sistema metabolicamente competente.  

A reactividade de todos os metabolitos potencialmente tóxicos considerados 

para este estudo foi avaliada inicialmente na presença de aminoácidos modelo 

contento nucleófilos de azoto (ValOEt e NAL) ou enxofre (NAC). Em alguns casos, a 

reactividade com a GSH, 2´-desoxinucleósidos, Hb, HSA e DNA foi também testada. 

De uma maneira geral, todos os metabolitos considerados como potencialmente 

tóxicos apresentaram alguma reactividade com aminoácidos ou a GSH, dando origem 

a adutos covalentes. Todos estes adutos foram caracterizados por LC-ESI-MS e, 

sempre que possível, por RMN. De destacar a formação do aduto NAC-OHCBZ (118), 

obtido por duas vias distintas [a partir da oxidação da CBZ (62) com o catalisador 

biomimético Fe(II)(bpmen)(Otf)2 (111) e pela oxidação do metabolito 2-OHCBZ (82) 

com sal de Frémy] e totalmente caracterizado também por NMR. A formação deste 

aduto envolve provavelmente a adição 1.4 de Michael da NAC ao metabolito reactivo 

112 (quinona-imina). O eventual envolvimento desta quinona-imina, nos eventos 

tóxicos associados à CBZ é também aqui considerado pela primeira vez. De realçar a 

utilidade e a eficácia do catalisador Fe(II)(bpmen)(Otf)2 (111), que permite a formação 

de metabolitos reactivos aromáticos a partir do fármaco (mimetizando a actividade do 

CYP450) e a subsequente formação de adutos covalentes, por reacção com 

bionucleófilos, em quantidades adequadas para o seu isolamento e caracterização. 

Quanto ao metabolito maioritário da CBZ (62), o EPCBZ (79), que tem sido 

apontado até à data como um dos metabolitos envolvidos na toxicidade deste AAED, 

verificou-se a formação de adutos covalentes com nucleófilos de azoto e enxofre. No 

entanto, a extensão da reacção deste metabolito com nucleófilos de enxofre (ex. GSG) 

foi muito inferior à reportada por outros autores. Adicionalmente, um ensaio preliminar, 

em que se utilizou uma mistura de CBZ (62) e EPCBZ (79), indicou que o fármaco 

reagia mais eficientemente com NAC do que o seu metabolito maioritário. Este 

resultado levou a um estudo subsequente com vista ao estudo comparativo da 
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reactividade da CBZ (62) e do seu metabolito 79 com vários bionucleófilos. Este 

estudo conduziu a resultados muito interessantes e inovadores, indicando que a CBZ 

(62) reage muito mais eficientemente com bionucleófilos de enxofre (NAC ou GSH) do 

que o seu metabolito 79, em particular em condições de oxigenação intensa. Foi 

possível identificar e caracterizar (por HRMS) vários adutos por reacção directa da 

CBZ (62) com bionucleófilos de enxofre, tendo o aduto NAC-CBZ (127) sido também 

caracterizado por RMN. Os resultados obtidos num estudo subsequente permitiram 

avançar com uma proposta mecanística para a formação destes adutos, que envolve a 

formação prévia de um radical ti-ilo e o consequente ataque à ligação dupla C10-C11 da 

CBZ (62). O facto de estas reacções serem promovidas pela presença de oxigénio 

e/ou radicais tem implicações em termos da biodisponibilidade deste fármaco e da sua 

toxicidade. Efectivamente, em situações de défice de GSH ou em situações de 

hiperóxia (ou stress oxidativo), a formação de adutos entre a CBZ (62) e os resíduos 

de Cys de proteínas poderá ocorrer em maior extensão e eventualmente dar início a 

eventos tóxicos. Estes resultados são da maior importância, não só porque constituem 

a primeira evidência de que a CBZ (62), sem necessidade de bioactivação, poderá 

estar envolvida na indução de eventos tóxicos, como também porque apontam para o 

facto de condições de hiperóxia e stress oxidativo serem eventuais factores de risco. 

A modificação da proteína plasmática HSA com 79, seguida da abordagem 

proteómica por HRMS, que envolve a digestão da proteína a péptidos (usando duas 

condições proteolíticas distintas) e subsequente análise por LC-HRMS/MS, permitiu a 

identificação de adutos covalentes entre o EPCBZ (79) e os resíduos Cys34, His 91, 

129 e 270 da HSA. Este resultado indica que este metabolito (também) poderá ter um 

papel na indução de toxicidade pela CBZ (62). Por outro lado, a abordagem utilizada 

foi também fulcral para sublinhar a importância da utilização de condições proteolíticas 

distintas para se ter uma visão abrangente das modificações ocorridas. Efectivamente, 

tal como o grupo de Park reportou recentemente [215], não é possível a identificação 

da modificação na Cys34 da HSA quando se usa apenas tripsina na digestão. No 

entanto, ao contrário do que estes autores alegam, esta posição é modificada pelo 

epóxido 79, tal como ficou comprovado com a utilização de uma mistura de proteases 

tripsina/quimiotripsina para a digestão da proteína. Por falta de tempo não foi avaliada 

a possibilidade de ocorrência de modificações de proteínas de sangue por reacção 

directa com a CBZ, na presença de O2. No entanto, este é um assunto que deve ser 

sem dúvida esclarecido em estudos subsequentes, nomeadamente na presença de 

GSH e O2, como agentes iniciadores e potenciadores, respectivamente. Seria também 

interessante avaliar futuramente a formação de adutos de excreção (com NAC e GSH) 
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vs adutos com proteínas do sangue em modelos animais tratados com 62 em 

condições de stress oxidativo e sobre-exposição de O2. 

A avaliação da reactividade do metabolito aldeído da CBZ (62), o 9-AL (88) 

permitiu caracterizar vários produtos com bionucleófilos de azoto. Todos os casos 

correspondem a adutos resultantes da redução com NaBH3CN da base de Schiff 

resultante da reacção do aldeído 88 com um nucleófilo de azoto. Este estudo permitiu 

sintetizar o aduto de Edman padrão, ValOEt-9AL-Ed3 (173), que tornou possível a 

avaliação da formação de adutos entre este metabolito e a valina terminal da Hb, por 

degradação de Edman e posterior análise por LC-MS por comparação com o padrão 

sintetizado. Ainda neste contexto, a reacção com aminoácidos livres (ex. ValOEt) 

permitiu caracterizar todos os produtos formados na reacção, facto indispensável para 

o conhecimento prévio dos incrementos de massa a utilizar nas pesquisas efectuadas 

para a detecção de adutos formados com a HSA, pela abordagem proteómica por 

HRMS. Através desta abordagem foi possível a identificação de adutos formados entre 

o 9-AL (88) e a HSA nos resíduos Lys130 e 402 e Arg281. 

A possibilidade da OXCBZ (63) reagir directamente com bionucleófilos foi aqui 

explorada pela primeira vez. Quando se fez reagir este fármaco com os nucleófilos de 

azoto, ValOEt e NAL, com subsequente estabilização por redução, foi possível isolar 

dois adutos (um resultante da redução da imina e outro correspondente à enamina). 

No entanto, não se observou a formação de qualquer aduto por modificação da Hb 

(utilizando a metodologia de destacamento de Edman), HSA, 2´-desoxinucleósidos ou 

do DNA. Ainda assim, subsiste uma dúvida que gostaríamos de ver esclarecida em 

estudos subsequentes: será que a OXCBZ não reage eficientemente com a Hb ou a 

HSA ou a detecção de adutos com estas proteínas requer uma optimização das 

metodologias de proteómica por HRMS.  

A hipótese de formação do metabolito potencialmente reactivo MHD-SO3
- (110), 

foi aqui também considerada pela primeira vez. Embora nos ensaios de incubação da 

OXCBZ (63) na fracção S9 do fígado de rato e humano não tenham evidenciado a 

formação de 110 e respectivos adutos, esta não é prova suficiente para descartar a 

formação deste potencial metabolito reactivo. Efectivamente, quando se incubou o 

metabolito da NVP (3), a 12-OHNVP (20), nas mesmas condições não se obteve 

indicação de sulfonação deste metabolito, muito embora se saiba que o 12-SO3
-NVP 

(26) se forma in vivo. A prova indirecta da formação do MHD-SO3
- (110) é a 

identificação de CBZ (62) em doentes sob terapêutica com OXCBZ (63). 

Efectivamente, uma vez formado, o MHD-SO3
- (110) origina espontaneamente CBZ 

(62) em solução, por uma reacção de eliminação. Para além disso, a formação de 

adutos por reacção directa de 110 com nucleófilos de enxofre (NAC) e azoto (2’-dA) 
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demonstra o potencial reactivo/tóxico deste hipotético metabolito, sendo necessários 

mais estudos no sentido de avaliar a seu papel na indução de eventos tóxicos 

associados à OXCBZ (63). 

Quanto à utilização de metodologias analíticas de proteómica por HRMS, foi 

notória a dificuldade na detecção dos adutos formados com proteínas. Há assim uma 

grande urgência para o desenvolvimento de metodologias analíticas mais adequadas 

à detecção de péptidos modificados que podem estar presentes em concentrações 

muito baixas. Neste contexto, será desejável avaliar, em estudos posteriores, a 

vantagem da utilização de metodologias de aquisição não dependentes de dados 

(DIA) face às utilizadas de uma forma comum (que são dependentes dos dados, 

DDA). Por outro lado, no que toca às metodologias de tratamento de resultados para a 

detecção de adutos, há também um longo caminho a percorrer. 

Todos os adutos padrão preparados e as metodologias analíticas desenvolvidas 

neste trabalho estão agora disponíveis para investigar o papel destas possíveis vias 

de toxicidade. Estas são ferramentas cruciais para a identificação dos adutos 

caracterizados neste trabalho em doentes sob terapêutica com os dois AAEDs 

estudados neste trabalho, permitindo a determinação de potenciais relações entre a 

sua ocorrência (ou concentração) e a identificação de eventos tóxicos nestes doentes. 

A identificação/quantificação destes adutos poderá constituir um teste útil na 

identificação de factores de risco e na aplicação do conceito de medicina 

personalizada, contribuindo assim para a minimização dos efeitos adversos induzidos 

por estes AAEDs. 
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III.1. Considerações prévias 

Durante a realização deste trabalho, recorreu-se a alguns procedimentos gerais 

que serão descritos resumidamente nos parágrafos seguintes: 

III.1.1. Reagentes, Solventes e Materiais 

 Todos os reagentes cuja síntese não se encontra descrita foram adquiridos à 

Sigma Aldrich, SA (Madrid, Espanha) e possuíam a pureza requerida ou foram sempre 

que necessário purificados. A CBZ (62) e o EPCBZ (79) foram adquiridos à Sigma 

Aldrich, SA (Madrid, Espanha). A OXCBZ (63) foi adquirida à TCI Europe (Zwijndrecht, 

Bélgica). O péptido LQQCPF com 99% de pureza foi adquirido à GeneCust Europe 

(Ellange, Luxamburgo) e usado como recebido. Nos ensaios efectuados no estudo 

mecanístico da CBZ (62) utilizou-se água marcada com oxigénio 18 com pureza 

isotópica de 99% adquirida à Sigma Aldrich, SA (Madrid, Espanha). As enzimas 

usadas nas hidrólises enzimáticas (Tripsina, Quimotripsina, Leucina Aminopeptidase 

M e Pronase E) bem foram adquiridas à Sigma Aldrich, SA (Madrid, Espanha) e foram 

usadas como recebidas. 

Os solventes utilizados para a síntese de metabolitos e adutos eram de grau p.a. 

e foram quando necessário, purificados ou secos de acordo com métodos 

padronizados [330].  

O catalisador Fe(II)(bpmen)(Otf)2 (111) já existente no laboratório  foi sintetizado 

de acordo com o procedimento descrito na literatura [251]. 

Todas as reacções com bionucleófilos foram incubadas em tubos de 

polipropileno de 2 mL (eppendorfs) ou 15 mL (falcons), utilizando um monobloco de 

aquecimento e agitação da eppendorf. 

Para a realização das cromatografias em camada fina (c.c.f.) e camada fina 

preparativa (c.c.f.p.) foram utilizadas placas de sílica gel GF254 da Merck com 

espessura 0.2 mm e 0.5 mm, respectivamente. O eluente é mencionado em cada 

caso, indicando-se a proporção dos componentes, no caso de eluentes mistos. A 

detecção dos compostos foi efectuada por irradiação de luz ultravioleta (UV) a um 

comprimento de onda de 254 nm e/ou 366 nm. 

As cromatografias em coluna foram efectuadas com suportes de sílica gel 60 H 

GF254 da Merck com grânulo de 0.040-0.063 mm ou sílica gel 60 GF254 com grânulo de 

0.063-0.200 mm, sendo igualmente referido, em cada caso, o eluente usado e a 

proporção dos componentes, no caso de eluentes mistos. 

Para as separações cromatográficas por extracção de fase sólida foram 

utilizados cartuchos Strata® (Phenomenex, Torrance, CA, USA) com enchimento de 
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fase reversa C18 (tamanho do poro 55 μm, 70Å) e 500 mg/6 mL de capacidade. Antes 

de cada utilização, os cartuchos foram previamente activados com metanol e 

equilibrados com água. 

Para a purificação dos extractos provenientes da hidrólise de proteínas foram 

utilizados cartuchos Hypersep C18TM (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA 

USA) com enchimento de fase reversa C18 (tamanho do poro 40-60 μm) e 500 mg/3 

mL de capacidade. Antes de cada utilização, os cartuchos foram previamente eluídos 

com metanol e equilibrados com água/ácido fórmico 5%.  

III.1.2. Equipamento 

III.1.2.1. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 

A cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) foi efectuada com coluna 

analítica de fase reversa RP-18e (Luna C18 (2), 250 x 4.6 mm, 5 μm) ou coluna semi-

preparativa de fase reversa RP-18e (Luna C18 (2), 250 x 4.6 mm, 5 μm), ambas da 

Phenomenex®. Os cromatogramas foram obtidos num sistema de HPLC (Dionex) 

equipado com bomba (Ultimate 3000) e detector de fotodiodos (DAD, Ultimate 3000).  

Como método cromatográfico para HPLC analítico ou semi-preparativo foram 

usados dois sistemas gerais. Sempre que qualquer um dos seguintes métodos não 

tenha sido utilizado, será indicado.  

Método de eluição A (ensaios com CBZ (62)): Gradiente linear de 32 min. de 

5-70% de acetonitrilo em 1% de ácido fórmico aquoso, até aos 32 min., seguido de 8 

min. de um gradiente linear de 100% de acetonitrilo, com um fluxo de 1 mL/min (HPLC 

analítico) ou 3 mL/min (HPLC semi-preparativo) . 

Método de eluição B (ensaios com OXCBZ (63)): Gradiente linear de 30 min 

de 5‐70% de acetonitrilo em acetato de amónio 10 mM pH 8, seguido de 2 min até 

100% de acetonitrilo, com um fluxo de 1 mL/min (HPLC analítico) ou 3 mL/min (HPLC 

semi-preparativo). 

III.1.2.2. Ressonância Magnética Nuclear (NMR) 

Todas as amostras para NMR foram preparadas ao ar e à temperatura ambiente. 

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de protão (1H-NMR) foram obtidos 

num espectrómetro Bruker Avance III 300, Bruker Avance III 400 ou Bruker Avance III 

Plus 500 operando a 300 MHz, 400 MHz ou 500 MHz, respectivamente. Os espectros 

de Ressonância Magnética Nuclear de carbono-13 (13C-NMR) foram obtidos num 

espectrómetro Bruker Avance III 400 e Bruker Avance III Plus 500, operando a 100.6 e 

120.8 MHz, respectivamente. 
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Os desvios são expressos em partes por milhão (ppm), e as constantes de 

acoplamento (J) em Hertz (Hz). Em cada situação será indicado o solvente usado bem 

como os dados obtidos que serão apresentados da seguinte forma: Núcleo estudado 

(solvente): desvio químico (δ, ppm) [intensidade relativa (nH), multiplicidade (s-

singuleto; sl-singuleto largo; d-dupleto; t-tripleto; dd-duplo dupleto; m-multipleto), 

constante de acoplamento (J, Hz) e atribuição na molécula (CnH-protão n, Cn-carbono 

n, ArCnH-protão aromático n e ArCn-carbono aromático n). 

Em ambos os casos as escalas dos desvios químicos foram calibradas usando o 

sinal residual dos solventes deuterados: δ (1H NMR): 7.26 (CDCl3), 2.05 [(CD3)2CO], 

3.31 (CD3OD), 2.50 [(CD3)2SO] e δ (13C NMR): 77.0 (CDCl3), 29.4 [(CD3)2CO], 49.0 

(CD3OD), 39.5 [(CD3)2SO]. 

A elucidação estrutural de todos os compostos sintetizados foi efectuada com 

base na análise dos resultados obtidos nas experiências bidimensionais. As 

experiências de heteronuclear single quantum coherence (HSQC), heteronuclear 

multiple bond correlation (HMBC), homonuclear correlation spectroscopy (COSY) 

foram efectuadas usando os programas de pulso standard da Bruker. 

III.1.2.3. Espectrometria de massa (MS) 

As análises de LC-ESI-MS foram efectuadas em dois equipamentos distintos: 

1) Ion trap quadrupolar Varian 500-MS (Varian, Inc., Palo Alto, CA) equipada 

com uma fonte de ionização por electrospray e acoplada a um sistema HPLC. Com 

excepção das amostras que foram injectadas directamente na fonte, as amostras 

foram separadas a 30 ºC, usando uma coluna Luna C18 (2) (150mm x 2 mm, 3 μm; 

Phenomenex, Torrance, CA), utilizando um fluxo de 200 μL/min. As condições de 

eluição foram as seguintes: 2 min. de eluição isocrática com 5% acetonitrilo (eluente 

A) e 0.1% de ácido fórmico em água (eluente B), seguido de um gradiente linear de 30 

min até 70% de eluente A, me por gradiente linear por mais 2 min. até 100% de A, 

finalizando com 10 min. de eluição isocrática com A. O espectrómetro de massa foi 

operado em modo de electrospray positivo (ESI+) ou negativo (ESI-) com os seguintes 

parametros optimizados: energia de excitação entre 0.9 e 2.4 V; gás nebulizador (N2), 

50 psi; gás de secagem (N2), 30 psi; Tipicamente, os espectros obtidos correspondem 

a 25-35 scans e foram obtidos numa janela de 100-1000 u. Os espectros de MS/MS 

foram obtidos com uma janela de isolamento de 2 Da, 28-35 % de energia relative de 

colisão e com um tempo de excitação de 30 ms. A aquisição e o processamento dos 

dados foram efectuados usando o software Varian MS Control, versão 6.9 (Varian, 

Inc., Palo Alto, CA). 
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2) Ion trap quadrupolar LCQ Fleet equipada com uma fonte de ionização por 

electrospray (ThermoFisher Scientific) acoplada a um sistema de HPLC Dionex 

Ultimate 3000 HPLC. Com excepção das amostras que foram injectadas directamente 

na fonte, as amostras foram separadas a 30 ºC, usando uma coluna Luna C18 (2) 

(150mm x 2 mm, 3 μm; Phenomenex, Torrance, CA), utilizando um fluxo de 200 

μL/min. Para a eluição foram utilizadas as seguintes condições: 2 min. de eluição 

isocratica com 5% acetonitrilo (eluente A) e 0.1% de ácido fórmico em água (eluente 

B), seguido de um gradiente linear de 30 min até 70% de eluente A, e de 2 min. até 

100% de A. finalizando com 10 min. de eluição isocrática com A. O espectrómetro de 

massa foi operado em modo de electrospray positivo (ESI+) ou negativo (ESI-) com os 

seguintes parametros optimizados: voltagem de electrospray ± 4.5 kV; voltagem do 

capilar, 16/-18 V; gás nebulizador (N2), 80 unidades arbitrárias; gás de secagem (N2), 

5 unidades arbitrárias; temperatura do capilar, 270 ºC. Tipicamente, os espectros 

obtidos correspondem a 25-35 scans e foram obtidos numa janela de 100-1000 u. Os 

espectros de MS/MS foram obtidos com uma janela de isolamento de 2 Da, 28-35 % 

de energia relative de colisão e com um tempo de excitação de 30 ms. A aquisição e o 

processamento dos dados foram efectuados usando o software Xcalibur 2.2. 

 

Em qualquer dos casos, os resultados obtidos serão referidos pela seguinte 

ordem: Razão massa/carga (m/z) e atribuição do ião ou fragmento correspondente. 

 

As análises de LC-ESI(+)-HRMS foram efectuadas usando dois sistemas 

distintos: 

1) Para ensaios com proteínas e após digestão enzimática (metodologia bottom-

up) usou-se um sistema de HPLC Ultimate 3000 nanoRSLC (Thermoscientific, 

Bremen, Alemanha) acoplado a um analizador híbrido de time-of-flight (tempo de voo) 

ortogonal (oTOF) IMPACT II (Bruker Daltoniks, Bremen, Alemanha) e equipado com 

com uma fonte de ionização por nanoelectrospray (Captive Spray, Bruker Daltoniks, 

Bremen, Alemanha). As amostras foram separadas usando uma coluna Acclaim 

PepMap C18 (75 μm x 150 cm, 3 μm, 100 Å) (ThermoFisher Scientific), utilizando um 

fluxo de 300 nL/min e um volume de injecção de 10 µL. A coluna e o autosampler 

foram mantidos a 40 ºC e a 8ºC, respectivamente. A fase móvel consistiu em 5 min. de 

eluição isocratica com 2% de 80% acetonitrilo e 20% de ácido fórmico aquoso (0.1%) 

(eluente A) e 98% de 0.1% de ácido fórmico em água (eluente B), seguido de um 

gradiente linear de 65 min até 50% de eluente A, e de 15 min. até 90% de A. Após 5 

min. de gradiente isocrático com o eluente A, seguiu-se novo gradiente linear até 2% 

do eluente A, durante 5 min., finalizando-se com 15 min. de eluição isocrática com A. 
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A calibração interna do equipamento foi efectuada com Lock Mass usando o 

modo Enhance Quadratic. As aquisições foram efectuadas por Auto MS numa janela 

de m/z 50-1500 em modo data-dependent. Em alguns casos foi incluída uma lista de 

precursores. Os dados adquiridos (raw files) foram gerados e processados pelo 

software DataAnalysis (Bruker Daltoniks, Bremen, Alemanha) e a identificação dos 

compostos efectuada por procura em bases de dados (ver secção III.1.2.4) ou 

inspecção manual dos espectros de MS e MS/MS. 

2) Os restantes ensaios foram efectuados usando um sistema de HPLC Ultimate 

3000 nanoRSLC (Thermoscientific, Bremen, Alemanha) acoplado a um analizador 

híbrido de time-of-flight (tempo de voo) ortogonal (oTOF) IMPACT II (Bruker Daltoniks, 

Bremen, Alemanha) e equipado com com uma fonte de ionização por electrospray 

(Bruker Daltoniks, Bremen, Alemanha). As amostras foram separadas usando uma 

coluna HypersilGold C18 (1,9 mm, 2,1 x 150 mm) (ThermoFisher Scientific). 

A calibração interna foi efectuada com formato/acetato de sódio introduzido na 

fonte de ionização via um loop de 20 µL no inicio de cada análise, usando a divert 

valve, usando o modo high-precision calibration (HPC). As aquisições foram 

efectuadas por Auto MS numa janela de m/z 50-1500 em modo data-dependent. Em 

alguns casos foi incluída uma lista de precursores. 

Os dados adquiridos (raw files) foram gerados e processados pelo software 

Bruker®DataAnalysise a identificação dos compostos efectuada por inspecção manual 

dos espectros de MS e MS/MS.  

Em qualquer dos casos, os resultados obtidos serão referidos pela seguinte 

ordem: Razão massa/carga (m/z), atribuição do ião ou fragmento molecular 

correspondente e erro associado (ppm). 

III.1.2.4. Busca em Base de Dados 

Os espectros de MS/MS gerados pelo software Bruker®DataAnalysis foram 

convertidos numa peak list (lista de valores de MS/MS) em formato .mgf. através da 

ferramenta Protein Analysis do mesmo software. Após este pré-processamento, 

efectuou-se uma busca usando a base de dados Global Proteome Machine (GPMDB) 

para Homo sapiens através das interfaces GPM Fury (versão 3.0) ou X! tandem 

(2011.12.01.1 [13]). Numa busca padrão, usou-se uma tolerância de massa para o ião 

precursor de ±10 ppm e ±40 ppm para os iões fragmento, permitindo 3 miss-cleavage. 

A carbamidometilação (57. 0214 u) dos resíduos de Cys e a oxidação (15.9949 u) dos 

resíduos de metionina (Met) foram considerados como variáveis fixas sendo que para 

cada situação e dependendo da análise, os incrementos correspondentes aos 
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eletrófilos em estudo para os resíduos de Cys, His, Lys, Ser, Trp, Gln e Arg foram 

consideradas modificações variáveis. Os péptidos identificados com scores individuais 

inferiores a 30 foram eliminados e os péptidos resultantes foram posteriormente 

inspeccionados manualmente no cromatograma iónico total obtido. Os erros 

associados (%) foram calculados também manualmente a partir dos valores de m/z 

teóricos esperados (ProteomicToolKit®). 

III.2. Preparação de materiais de partida para as reacções com 

bionucleófilos 

III.2.1. Preparação de electrófilos derivados da 5H-dibenzo[b,f] azepina-5- 

carboxamida, carbamazepina (62) 

III.2.1.1. Por oxidação directa da carbamazepina (62) 

A reacção foi efectuada segundo o procedimento desenvolvido no grupo de 

trabalho [251]. A uma solução de CBZ (62) (10 mg, 42.3 μmol, 1.0 eq.) em 

acetonitrilo/acetato de etilo (1:1) (1 mL) foi adicionado ácido acético (12.1 μL, 211.6 

μmol, 5.0 eq.) e o catalisador [Fe(II)(bpmen)(Otf)2] (111) (2.6 mg, 10% mmol), 

previamente preparado [251]. De seguida adicionou-se peróxido de hidrogénio 35% 

(p/p) (5 μL, 57.1 μmol, 1.35 eq.) e deixou-se em agitação a 37 ºC. A vários tempos 

distintos recolheram-se aliquotas (ver Tabela III.1), e a cada uma delas, adicionou-se 

uma solução aq. sat. de bissulfito de sódio (200 μL), seguido de uma extracção com 

acetato de etilo (1 mL). A reacção foi seguida por HPLC analítico e analisada por LC-

ESI(+)-MS. Paralelamente realizaram-se os mesmos ensaios na ausência de 

catalisador. 

Tabela III.1. Condições experimentais utilizadas para a oxidação da CBZ (62) com [Fe(II) 

(bpmen)(Otf)2] (111)   

Ensaio  Volume de 62 (μL) CBZ (62) (mg) Tempo de reacção (h) 

1 100 1.0 0.5 

2 100 1.0 1 

3 100 1.0 3 

4 100 1.0 6 

5 100 1.0 24 

6 100 1.0 48 

7 400 4.0 72 
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III.2.1.2. Síntese de 1a,10b-di-hidro-6H-dibenzo[b,f] oxireno[d]azepina-6-

carboxamida, epoxi-carbamazepina (79) 

III.2.1.2.1. Por reacção do ácido peroxiacético na presença de 

permanganato de potássio 

Utilizou-se uma adaptação ao método descrito na literatura [247] . A uma 

suspensão de carbamazepina (CBZ, 62) (0.250 g, 1.1 mmol, 1.0 eq.) em carbonato de 

sódio (0.360 g, 3.4 mmol, 3.2 eq.) em diclorometano (5 mL), adicionou-se uma mistura 

de alumina neutra com permanganato de potássio (4 mg, 4.4 mol, 3.5 % p/p). De 

seguida, adicionou-se lentamente ácido peroxiacético (233 μL, 3.2 mmol, 3.0 eq.), 

causando a subida lenta da temperatura até um refluxo lento. A suspensão foi deixada 

em agitação durante 16 h. A mistura reaccional foi filtrada para remover os reagentes 

sólidos e ao filtrado adicionou-se uma solução aq. de carbonato de sódio 2 M (2.5 mL) 

e uma solução aq. sat. de sulfito de sódio (2.5 mL). Após agitação por 1 h, adicionou-

se diclorometano (10 mL). Separou-se de fases, lavou-se a fase orgânica com água 

(2x 10 mL), brine (10 mL) e secou-se com sulfato de magnésio anidro.  

 

III.2.1.2.2. Por reacção com o ácido m-cloroperoxibenzóico 

A uma solução de CBZ (62) (0.250 g, 1.1 mmol, 1.0 eq.) em diclorometano (5 

mL), adicionou-se ácido m-cloroperoxibenzóico (m-CPBA) (0.256 g, 1.5 mmol, 1.5 eq.) 

em pequenas porções de cada vez. A solução incolor foi deixada à temperatura 

ambiente, durante 4 dias. Após este tempo, a solução laranja formada foi colocada em 

banho de gelo e o precipitado formado filtrado. A fase orgânica foi lavada com uma 

solução aq. sat. de hidrogenocarbonato de sódio e seca com sulfato de magnésio e o 

solvente evaporado por destilação a pressão reduzida. A mistura bruta foi 

recristalizada de THF dando origem a um precipitado branco que após lavagem com 

THF foi analisado por ressonância magnética nuclear. Verificou-se que para além de 

1a,10b-di-hidro-6H-dibenzo[b,f] oxireno[d]azepina-6-carboxamida (79) (20.9 mg, 7%), 

o precipitado apresentava vestígios de 62 (aproximadamente 

1% da mistura bruta). As águas mães foram evaporadas por 

destilação a pressão reduzida, e o resíduo obtido 

redissolvido em diclorometano e purificado por c.c.f.p [AcEt]. 

Para além do material de partida CBZ (62), foi obtida a 

epoxi-carbamazepina (EPCBZ, 79) (28.5 mg, 11%), na forma 

de sólido branco. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.50 (1H, d, 

J=7.4 Hz, ArC1H e ArC9H), 7.43-7.40 (4H, m, ArC3H, ArC4H, ArC6H e ArC7H), 7.38-
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7.32 (2H, m, ArC2H e ArC8H), 4.42 (1H, sl, N5H), 4.28 (2H, s, C10H e C11H) 13C-NMR 

(400 MHz, CDCl3) δ: 161.6 (C12=O), 138.3 (ArC4a e ArC6a), 131.6 (ArC1a e ArC9a), 131.4 

(ArC1 e ArC9), 130.5 (ArC3 e ArC7), 130.2 (ArC4 e ArC6), 128.4 (ArC2 e ArC8), 58.6 (C10 

e C11) MS (ESI+) m/z: 505 [2M+H]+, 253 [M+H]+, 236 [M-NH3]+, 210 [M+H-HNCO]+,180 

[236-2CO]+ ou 180 [210-H2CO]+. 

II.2.1.3. Preparação de derivados aromáticos hidroxilados 

III.2.1.3.1. Síntese de 2-hidroxi-5H-dibenzo[b,f]azepina, 2-hidroxi-

iminoestilbeno (85) 

O 2-hidroxi-iminoestilbeno (2OHIM, 85) foi preparado segundo um procedimento 

adaptado da literatura [293] e de acordo com a estratégia sintética observada no 

Esquema III.1. A preparação de todos os precursores bem como a descrição da 

síntese de 2OHIM (85) encontra-se descrita nas alíneas seguintes. O rendimento 

global da reacção foi de 84% e a caracterização obtida para todos os compostos está 

de acordo com o descrito na literatura. 

Esquema III.1. Preparação de precursores e síntese do 2OHIM (85); Reagentes e condições: 

a) Sal de Frémy, tampão fosfato 100 mM, pH 7.4, 16h b) Solução aq. sat. Na2S2O4, CHCl3. 

 

A. Preparação da dibenzo[b,f]azepina-2-ona (102) 

A uma solução de iminoestilbeno (IM, 86) (0.250 g, 1.3 mmol, 1.0 eq.) em 

acetona (5 mL), adicionou-se lentamente uma solução de sal de Frëmy (1.04 g, 3.9 

mmol, 3.0 eq.) em tampão fosfato 100 mM, pH 7.4 (15 mL). A solução ficou em 

agitação durante 10 min.. Ao fim deste tempo, o precipitado amarelo formado foi 

filtrado e a solução foi deixada no frio, ao abrigo da luz, por 16h. A solução vermelha 

foi extraída com éter etílico (3x 25 mL). A fase orgânica foi lavada com água e seca 

com sulfato de magnésio anidro. Após filtração, o solvente orgânico foi evaporado por 

destilação a pressão reduzida (banho de água mantido à temperatura ambiente) e a 

mistura bruta purificada por c.c.f.p. [n-hexano/AcEt (8:2)]. Desta forma isolaram-se 

para além do material de partida recuperado, os seguintes compostos: 

Dibenzo[b,f]azepina-2-ona (QI, 102), na forma de sólido vermelho (249 mg, 

93%). 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.95 (1H, d, J=7.9, ArC9H), 7.64-7.48 (4H, m, 
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ArC6H, ArC7H, ArC8H e C1H), 7.00-6.95 (2H, m, C3H e C11H), 

6.78 (1H, d, J=12, C10H), 6.58 (1H, d, J = 2.4, C4H) 13C-NMR 

(400 MHz, CDCl3)  δ: 186.6 (C2=O), 154.1 (C4a), 146.1 

(ArC6a), 144.6 (C4), 139.9 (C1a), 137.5 (ArC9), 136.3 (C3), 

134.5 (C10), 132.8 (ArC6 ou ArC8), 132.5 (ArC9a), 132.4 (C11), 

132.0 (ArC7), 130.9 (ArC6 ou ArC8), 127.4 (C1) MS (ESI+) m/z: 208 [M+H]+, 180 [210-

CO]+. 

 

Dibenzo[b,e]piridina-9-carboxaldeído (9AL, 88) na forma de sólido amarelo. 1H-

NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 11.56 (1H, s,C11H), 8.76 (2H, m, 

ArC1H e ArC8H), 8.34-8.32 (2H, m, ArC4H e ArC5H), 7.87-7.83 

(2H, m, ArC3H e ArC6H), 7.74-7.70 (2H, m, ArC2H e ArC7H) 13C-

NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 193.8 (C11H), 149.4 (ArC4a e ArC5a), 

132.7 (ArC9), 130.7 (ArC4 e ArC5), 130.3 (ArC3 e ArC6), 129.0 

(ArC2 e ArC7), 124.0 (ArC1a e ArC8a), 123.7 (ArC1) MS (ESI+) m/z: 208 [M+H]+, 180 [M-

COH]+. 

 

B. Preparação do 2-hidroxi-5H-dibenzo[b,f]azepina, 2-hidroxi-

iminoestilbeno (85) 

A uma solução da QI (102) (25 mg, 0.12 mmol, 1.0 eq.) em clorofórmio (10 mL) 

adicionou-se uma solução sat. de hidrosulfito de sódio (Na2S2O4) (4 mL). A solução 

vermelha ficou em agitação vigorosa tendo-se observado uma mudança de cor para 

amarelo (após aproximadamente 30 min.). Adicionou-se água (5 mL) e extraiu-se com 

clorofórmio (3 x 5 mL). A fase orgânica foi seca com sulfato de magnésio e após 

filtração, evaporada por destilação a pressão reduzida. O composto 2-hidroxi-5H-

dibenzo[b,f]azepina (2-OHIM, 85) foi obtido por recristalização (clorofórmio) na forma 

de sólido amarelo (22.6 mg, 90%). 1H-NMR (400 MHz, acetona-d6) δ: 7.84 (1H, s, 

C2OH), 6.98 (1H, td, J=7.6. 1.6, ArC7H), 6.83 (1H, dd, J=7.6, 1.2, ArC9H), 6.74 (1H, m, 

ArC8H), 6.67 (1H, d, J=7.9, ArC6H), 6.55 (2H, m, ArC3H e 

ArC4H), 6.37 (1H, d, J=2.8, ArC1H), 6.23 (1H, d, J=11.7, 

ArC10H), 6.20 (1H, d, J=11.7, ArC11H), 6.11 (1H, sl, N5H) 13C-

NMR (400 MHz, acetona-d6) δ: 153.9 (ArC2), 151.5 (ArC6a), 

142.4 (ArC4a), 133.4 (ArC10), 132.7 (ArC11), 131.9 (ArC1a), 

131.2 (ArC9), 130.6 (ArC9a), 130.2 (ArC7), 122.7 (ArC8), 121.1 

(ArC4), 119.9 (ArC6), 117.5 (ArC1), 116.6 (ArC3) MS (ESI+) m/z: 210 [M+H]+, 180 [210-

CO]. 
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III.2.1.3.2. Síntese da 2-hidroxi-5H-dibenzo[b,f]oxireno[d]azepina-6-

carboxamida, 2-hidroxi-carbamazepina (2-OHCBZ, 82) 

A 2-hidroxi-carbamazepina (2-OHCBZ, 82) foi preparada segundo os 

procedimentos adaptados da literatura [244, 293]  e de acordo com a estratégia 

sintética observada no Esquema III.2. A preparação de todos os precursores bem 

como a descrição da síntese de 82 encontra-se descrita nas alíneas seguintes. O 

rendimento global da reacção foi de 4% e a caracterização estrutural dos compostos 

obtidos está de acordo com o descrito na literatura. 

 

Esquema III.2. Preparação dos precursores e síntese da 2-OHCBZ (82); Reagentes e 

condições: a) TDBMS-Cl, Et3N, CH2Cl2, 48h b) 1. CH2Cl2 seco, ClSO2NCO,16 h; 2. H2O, 24h c) 

TBAF, THF, 2 h. 

A. Preparação de 2-(terc-butildimetilsililoxi)-5H-dibenzo [b,f] azepina (144) 

A uma solução de 2OHIM (85) (0.1 g, 0.48 mmol, 1.0 eq.) em diclorometano 

anidro (8.0 mL) adicionou-se cloreto de tert-butil-dimetilsilano (TBDMS-Cl) (0.216 g, 

1.43 mmol, 3.0 eq.) e trietilamina (100 μL, cat.). A solução amarela ficou em agitação à 

temperatura ambiente durante 48 h. O solvente orgânico foi removido por destilação a 

pressão reduzida e a mistura bruta foi purificada por c.c.f.p [n-hexano/acetato de etilo 

(8:2)]. Para além do material de partida recuperado (3.6 mg), o composto sililado de 2-

(terc-butildimetilsililoxi)-5H-dibenzo [b,f] azepina (2-OTBDMS-IM, 144) foi obtido na 

forma de sólido amarelo (101 mg, 66%). 1H-NMR (400 MHz, acetona-d6) δ: 7.00-6.97 

(1H, m, ArC7H ou ArC8H), 6.82 (1H, J=8.0, d, ArC6H ou ArC9H), 6.76-6.72 (1H, m, 

ArC7H ou ArC8H), 6.66 (1H, J=8.0, d, ArC6H ou ArC9H), 6.59 (1H, J=8.5 Hz, d, ArC4H), 

6.53 (1H, J=2.8 e 8.5, dd, ArC3H), 6.39 (1H, J=2.8, d, ArC1H), 6.27 (1H, J=11.8, d, 

C11H), 6.21 (1H, J=11.8, d, C10H), 0.96 (9H, s, Si-C(CH3)3), 0.16 (6H, s, Si(CH3)2) 13C-

NMR (400 MHz, acetona-d6) δ: 150.9 (ArC2), 150.3 

(ArC5a), 143.4 (ArC4a), 132.7 (C10), 131.6 (C11), 131.0 

(ArC1a), 130.4 (ArC6 ou ArC9), 129.7 (ArC9a), 129.4 (ArC7 

ou ArC8), 122.0 (ArC7 ou ArC8), 121.3 (ArC1), 120.4 

(ArC3), 120.0 (ArC4), 119.1 (ArC7 ou ArC9), 25.2 (Si-

C(CH3)3), 17.8 (Si-C(CH3)3) MS (ESI+) m/z: 324 [M+H]+, 308 [M-CH3]+, 294 [M+H-

C2H6]+, 266 [M+H-(CH3)3]+, 210 [M+H-Si(CH3)2(CH3)3]+. 
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B. Preparação da de 2-(tert-butildimetilsililoxi)-5H-dibenzo [b,f] azepina-6-

carboxamida (152) 

A uma solução de 2-OTBDMS-IM (144) (0.020 g, 61.8 µmol, 1.0 eq.) em 

diclorometano seco (6 mL) foi adicionado, sob atmosfera de azoto, clorosulfonilo 

isocianato (19.5 μL, 222.5 μmol, 3.6 eq.). Após 16 h em agitação, à temperatura 

ambiente, adicionou-se lentamente água fria (6 mL) e deixou-se em agitação por mais 

24 h. O pH da mistura reaccional foi neutralizado com uma solução sat. NaHCO3 e a 

solução resultante extraída com diclorometano (3x15 mL). As fases orgânicas 

combinadas foram secas com sulfato de magnésio e a mistura reaccional purificada 

por c.c.f.p [n-hexano/AcEt (8:2)]. O composto 2-(tert-butildimetilsililoxi)-5H-dibenzo [b,f] 

azepina-6-carboxamida (2-OTBDMS-CBZ, 145) foi obtido (9.8 mg, 43%). 1H-NMR (400 

MHz, acetona-d6) δ: 7.46-7.29 (5H, m, ArC4H, ArC6H, 

ArC7H, ArC8H, ArC9H), 6.98-6.90 (4H, m, ArC1H, ArC3H, 

C11H e C10H), 5.05 (2H, sl, N5H), 0.98 (9H, s, Si-C(CH3)3), 

0.21 (6H, s, Si(CH3)2) 13C-NMR (400 MHz, acetona-d6) δ: 

156.9 (C12=O), 155.1 (ArC2), 142.3-127.5 (ArC), 121.4 

(C10 ou C11), 120.1 (C10 ou C11) 25.5 (Si-C(CH3)3), 18.3 (Si-C(CH3)3) MS (ESI+) m/z: 

367 [M+H]+, 350 [M+H-NH3]+, 324 [M+H-HNCO]+.  

C. Preparação de 2-hidroxi-carbamazepina (82) 

A uma solução amarela de 2-OTBDMS-CBZ (145) (9.8 mg, 26.7 μmol, 1.0 eq.) 

em THF (1 mL) adicionou-se fluoreto de tetrabutilamónio (TBAF) (5 μL). 

Imediatamente foi observado uma variação da solução para a cor vermelha. A solução 

foi deixada em agitação, à temperatura ambiente por 2 h. Adicionou-se brine (2 mL) e 

extraiu-se com diclorometano (3x2 mL). A fase orgânica foi seca com sulfato de 

magnésio, filtrada e purificada por c.c.f.p [CH2Cl2/metanol (9:1)]. O composto 2-hidroxi-

5H-dibenzo[b,f]oxireno[d]azepina-6-carboxamida (2-OHCBZ, 82) foi obtido na forma de 

sólido branco (1.02 mg, 15 %). 1H-NMR (400 MHz, acetona-d6) δ: 8.70 (1H, sl, OH por 

troca com D2O), 7.45-7.38 (3H, m, ArC4H e ArC6H ou ArC7H 

ou ArC8H ou ArC9H), 7.32-7.28 (2H, m, ArC6H ou ArC7H ou 

ArC8H ou ArC9H), 6.94 (1H, J=11.6, C10H ou C11H), 6.90 

(1H, m, ArC3H), 6.86 (1H, J=11.6, C10H ou C11H), 6.84 (1H, 

m, ArC1H) 13C-NMR (400 MHz, acetona-d6) δ: 157.3 

(C12=O), 157.0 (ArC2), 149.8-127.3 (ArC), 117.0 (C10 ou C11), 115.4 (C10 ou C11) MS 

(ESI+) m/z: 253 [M+H]+, 236 [M-NH3]+, 210 [M+H-HNCO]+, 180 [210-CO]+. 
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III.2.1.4. Síntese de dibenzo[b,e]piridina-9-carboxaldeído (9-AL, 88) 

O composto 9-AL (88) foi preparado de acordo com um procedimento descrito na 

literatura [298] . A uma solução de IM (86) (0.5 g, 2.5 mmol, 1.25 eq.) em 1,4-dioxano 

(10 mL) adicionou-se m-CPBA (0.36 g, 2.0 mmol, 1.0 eq.). A solução laranja foi 

deixada em agitação, à temperatura ambiente, durante 16 h. Adicionou-se novamente 

m-CPBA (0.36 g, 2.0 mmol, 1.0 eq.) e deixou-se em agitação por mais 90 min. Após 

este tempo, foi adicionada água (10 mL) e extraiu-se com clorofórmio (3x20 mL). As 

fases orgânicas foram combinadas e lavadas com brine. A fase orgânica total foi seca 

com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada por destilação a pressão reduzida. A 

mistura bruta foi purificada por c.c. (clorofórmio) tendo-se obtido para além do material 

de partida o Dibenzo[b,e]piridina-9-carboxaldeído (9-AL, 88) (107 mg, 20 %) na forma 

de sólido amarelo apresentando a mesma caracterização estrutural descrita em 

III.2.1.3.1.A. 

III.2.2. Preparação da 10,11-Dihydro-5-aminocarbonil-dibenzo[b,f]azepina-

10-one, oxcarbazepina (OXCBZ, 63) e dos seus derivados electrófilos 

III.2.2.1. Síntese da oxcarbazepina (63) 

A oxcarbazepina (OXCBZ, 63) foi preparada segundo procedimentos adaptados 

da literatura [300, 331] e de acordo com a estratégia sintética observada em Esquema 

III.3. A preparação de todos os precursores bem como a descrição da síntese de 63 

encontra-se descrita nas alíneas seguintes estando as respectivas caracterizações 

estruturais de acordo com o descrito na literatura.O rendimento global da reacção foi 

de 1%. 

Esquema III.3. Estatégia sintética utilizada para a preparação da OXCBZ (63); Reagentes e 

condições: a) TsCl, piridina, CH2Cl2,16h b) 1,2-dibromobenzeno (158), Pd (OAc)2, xantphos, 

Cs2CO3, tolueno/H2O, refluxo, 72 h c) H2SO4 conc., 16 h d) Pd (OAc)2, BINAP, K3PO4, 

tolueno/H2O, refluxo, refluxo,  24 h  e) 1. ClSO2NCO, CH2Cl2 seco,16 h; 2. H2O, rt, 24 h. 
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A. Preparação N-(4-toluenossulfonilo)-2’-amino-acetofenona (159) 

A uma solução de 2’-aminoacetofenoa (157) (1.0 g, 7.4 mmol, 1.0 eq.) em 

diclorometano (10 mL) foi adicionado cloreto de 4-toluenossulfonilo (4.0 g, 20.7 mmol, 

2.8 eq.) e piridina (358 μL, 4.5 mmol, 0.5 eq.). A solução ficou em agitação durante 16 

h. A mistura reaccional foi lavada com uma solução sat. de sulfato de cobre (2x10 mL) 

e água (10 mL). A fase orgânica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e 

evaporada a pressão reduzida. O resíduo obtido foi purificado por c.c. [n-

hexano/acetato de etilo (8:2)] e o composto N-(2-acetil-fenil)-4-metil-

benzenosulfonamida (164) (1.01 g, 47%) foi obtido na forma de cristais brancos. 1H-

NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 11.45 (1H, s, NH), 7.79 (1H, dd, J=8.0 

e 1.2, ArC6’H), 7.73 (2H, d, J=8.0, ArC2’’H e ArC6’’H), 7.68 (1H, dd, 

J=8.0 e 1.0, ArC3’H), 7.44 (1H, dd, J=1.0 e 8.6, ArC5’H), 7.22 (2H, 

d, J=8.0, ArC3’’H e ArC5’’H), 7.05 (1H, dd, J=1.0 e 8.6, ArC4’H), 

2.56 (3H, s, C2H), 2.36 (3H, s, C7’’H) 13C-NMR (400 MHz, CDCl3) 

δ: 202.3 (C1=O), 143.8 (ArC4’’), 140.1 (ArC2’), 136.6 (ArC1’’), 134.9 

(ArC5’), 131.8 (ArC6’), 129.6 (ArC3’’ e ArC5’’), 127.3 (ArC2’’ e ArC6’’), 

122.5 (ArC4’), 122.3 (ArC1’), 119.1 (ArC3’), 28.1 (C2), 21.5 (C7’’) MS (ESI+) m/z: 290 

[M+H]+, 248 [M+H-COCH3]+. 

 

B. Preparação da 2-(2-bromofenilo)-1-[2-N-(4-metilbenzeno sulfonamido) 

fenil] etanona (160) 

A uma mistura de sulfonamida 159 (0.5 g, 1.73 mmol, 1.0 eq.) em tolueno/água 

(8:2) (10 mL) adicionou-se Pd (OAc)2 (20 mg. 10% mmol), xantphos (100 mg. 20 % 

mmol) seguido de 1,2-dibromobenzeno (158) (500 μL, 4.1 mmol, 2.4 eq.) e carbonato 

de césio (0.79 g, 2.4 mmol, 1.4 eq.). A mistura reaccional foi deixada em agitação e 

refluxo vigoroso e foi seguida por c.c.f. (CH2Cl2). Embora não se tenha verificado o 

consumo total do material de partida, a reacção foi terminada após 72 h. Foi 

adicionada água (20 mL) e as fases separadas. A fase orgânica foi seca com sulfato 

de magnésio anidro, filtrada e concentrada por destilação a pressão reduzida. A 

mistura bruta foi purificada por c.c (diclorometano) tendo-se 

obtido, para além do material de partida, 2-(2-bromofenilo)-

1-[2-N-(4-metilbenzeno sulfonamida) fenil] etanona (160) 

(0.54 g, 71%). 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 11.30 (1H, s, 

NH), 7.98 (1H, d, J=8.0, ArC6’H), 7.80-7.74 (3H, m, ArC2’’’H, 

ArC6’’’H e ArC3’’H), 7.64 (1H, d, J=8.0, ArC3’H), 7.51 (1H, t, 
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J=8.0, ArC5’H), 7.35-7.12 (6H, m, ArC4’H, ArC1’’H, ArC4’’H, ArC5’’H, ArC3’’’H e ArC5’’’H), 

4.43 (2H, s, C2H), 2.40 (3H, s, C2H), 2.36 (3H, s, C7’’’H) 13C-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 

200.52 (C1=O), 144.0 (ArC4’’’), 140.6 (ArC2’), 136.9 (ArC2’’), 135.2 (ArC5’), 134.5 (ArC1’), 

133.0 (ArC3’), 131.2 (ArC6’), 129.8 (ArC3’’’ e ArC5’’’), 127.5 (ArC2’’’ e ArC6’’’), 125.2 

(ArC1’’), 122.8 (ArC4’), 119.6 (ArC3’’), 46.9 (C2), 21.67 (C7’’) MS (ESI+) m/z: 446 [M+H]+, 

444 [M+H]+, 290 [M+H-Ts]+, 274 [M+H-C7H6Br]+, 272 [M+H-TsNH]+, 248 [M+H-

C8H6BrO]+.  

C. Preparação da 1-(2-aminofenil)-2-(2-bromofenil) etanona (161) 

Uma mistura de 160 (0.74 g, 1.67 mmol) em ácido sulfúrico concentrado (15 mL) 

foi deixada em agitação, à temperatura, até dissolução completa. De seguida, 

adicionou-se lentamente água gelada (15 mL) e deixou-se a suspensão branca 

formada em agitação durante 16 h. A mistura resultante foi extraída com éter etílico 

(3x50 mL). A fase aquosa foi tratada com uma solução aquosa 1 M KOH, e extraída 

novamente com éter etílico (5x30 mL). As fases orgânicas foram combinadas, secas 

com sulfato de magnésio anidro e filtradas. O solvente orgânico foi removido por 

destilação a pressão reduzida tendo-se obtido a amina 1-(2-aminofenil)-2-(2-

bromofenil) etanona (161) (0.43 g, 89%). 1H-NMR (400, CDCl3) δ: 7.89 (1H, d, J=8.0, 

ArC6’H), 7.63 (1H, d, J=8.0, ArC3’’H), 7.33-7.29 (3H, m, ArC3’H, ArC4’H e ArC4’’H), 7.26-

7.24 (1H, m, ArC6’’H), 7.20-7.15 (1H, m, ArC5’’H), 6.72-6.67 (2H, m, ArC3’H e ArC5’H), 

6.28 (2H, sl, NH), 4.46 (2H, s, C2H) 13C-NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ: 198.5 (C1=O), 150.8 (ArC2’), 135.8 (ArC1’’), 134.7 

(ArC4’), 132.9 (ArC3’’), 131.9 (ArC6’’), 131.2 (ArC6’), 128.7 

(ArC5’’), 127.6 (ArC4’’), 125.4 (ArC2’’), 117.6 (ArC1’), 117.6 

(ArC5’), 116.0 (ArC3’), 46.4 (C2) MS (ESI+) m/z: 292 

[M+H]+, 290 [M+H]+, 272 [M-NH3]+. 

D. Preparação da 10,11-di-hidro-5H-dibenzo [b,f]azepina-10-ona (162) 

A uma solução da amina 161 (0.24g, 0.84 mmol, 1.0 eq.) em touleno/água (4:1) 

(10 mL), adicionou-se os ligandos BINAP (37 mg, 7% mol) e acetato de paládio (9 mg, 

5% mol) e K3PO4 (0.35 g, 1.7 mmol, 2.0 eq.). A mistura reaccional foi deixada em 

agitação, a 130 ºC. A evolução da reacção foi seguida por c.c.f. [diclorometano/éter 

etílico (1%)] e ao fim de 24h parou-se a reacção. Adicionou-se água (15 mL) e 

diclorometano (20 mL) e separou-se fases. A fase orgânica foi seca com sulfato de 

magnésio, filtrada e o solvente destilado a pressão reduzida. O resíduo obtido foi 

purificado por c.c.f.p. [CH2Cl2/éter etílico (1%)] e o composto 10,11-di-hidro-5H-
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dibenzo [b,f]azepina-10-ona (162) (0.15 mg, 85%) obtido na forma de sólido amarelo. 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 8.03 (1H, dd, J=8.0, 1.4, ArC1H), 7.44-7.40 (1H, m, 

ArC3H), 7.32 (1H, d, J=8.0, ArC9H), 7.22 (1H, dt, J=7.6, 1.6, 

ArC7H), 7.15 (1H, dt, J=7.6, 1.2, ArC2H), 7.03 (2H, m, ArC4H e 

ArC6H), 6.94 (1H, m, ArC8H), 6.59 (1H, sl, N5H), 3.83 (2H, s, 

C10H) 13C-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 189.5 (C10=O), 146.6 

(ArC4a), 141.5 (ArC6a), 133.7 (ArC3), 130.7 (ArC1), 130.1 (ArC9), 

127.76 (ArC7), 125.0 (ArC4), 124.6 (ArC9a) 124.2 (ArC1a), 119.3 

(ArC6 ou ArC8), 119.0 (ArC6 ou ArC8), 49.4 (C10) MS (ESI+) m/z: 210 [M+H]+, 180 [210-

H2CO]+. 

E. Preparação da oxcarbazepina (63) 

A uma solução de 162 (0.15 g, 0.71 mmol, 1.0 eq.) em CH2Cl2 anidro (5 mL) foi 

adicionado clorosulfonilo isocianato (ClSO2NCO) (0.248 mL, 2.83 mmol, 4.0 eq.). A 

solução ficou em agitação, em atmosfera inerte, durante 16 h. Adicionou-se 

lentamente água gelada (10 mL), e a mistura reaccional ficou em agitação por mais 

24h. Adicionou-se diclorometano (20 mL) e separaram-se as fases. A fase aquosa foi 

tratada com uma solução aquosa NaOH 1M e extraída com CH2Cl2. As fases 

orgânicas foram combinadas, secas com sulfato de magnésio e filtradas. Após 

destilação a pressão reduzida do solvente, o resíduo obtido foi purificado por c.c.f.p. 

[CH2Cl2/metanol (10%)]. Para além do material de partida, obteve-se 10,11-dihidro-5-

aminocarbonil-dibenzo[b,f]azepina-10-one (OXCBZ, 63) (24 

mg, 13%) na forma de sólido branco. 1H-NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ: 8.10 (1H, dd, J=8.0 e 1.6, ArC1H), 7.66 (1H, dd, 

J=8.0 e1.0, ArC9H), 7.60-7.58 (1H, m, ArC3H), 7.51-7.48 (1H, 

m, ArC4H), 7.40-7.37 (1H, m, ArC6H), 7.37-7.31 (3H, m, ArC2H, 

ArC7H e ArC8H), 4.93 (2H, sl, NH), 4.45 (1H, d, J=16.0, C11Ha), 

3.84 (1H, d, J=16.0, C1iHb) 13C-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 191.9 (C10=O), 155.9 

(C12=O), 143.2 (ArC4a), 141.5 (ArC9a), 134.2 (ArC1a), 138.1 (ArC3), 130.8 (ArC1), 130.4 

(ArC6), 130.1 (ArC6a), 129.5 (ArC9), 129.2 (ArC2), 128.9 (ArC8), 128.0 (ArC4), 127.5 

(ArC7), 49.2 (C10) MS (ESI+) m/z: 253 [M+H]+, 236 [M-NH3]+, 210 [M+H-HNCO]+, 180 

[210-H2CO]+. 
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III.2.2.2. Síntese de 10-hidroxi-10,11-di-hidro-5H-dibenzo [b,f]azepina-5-

carboxamida, metabolito proveniente da redução da oxcarbazepina (MHD, 

105) 

O derivado mono-hidroxilado (MHD, 105) foi preparado segundo o procedimento 

adaptado da literatura [301]. A uma suspensão de OXCBZ (63) (500 mg, 1.98 mmol, 

1.5 eq.) em água (2 mL) e etanol (3.5 mL) foi adicionado boro-hidreto de sódio (50 mg, 

1.30 mmol, 1.0 eq.). A mistura reaccional ficou em agitação e refluxo por 2 h. De 

seguida, adicionou-se lentamente (400 μL) de acetona e evaporou-se, por pressão 

reduzida, a mistura reaccional, até obter um volume mais reduzido. Adicionou-se gota-

à-gota água fria, até a solução ficar turva e deixou-se em gelo, por 16h. A mistura 

reaccional foi centrifugada e o sobrenadante removido. O precipitado foi seco por 

destilação a pressão reduzida e o composto 10-hidroxi-10,11-di-hidro-5H-dibenzo 

[b,f]azepina-5-carboxamida (MHD, 102), obtido na forma de 

sólido branco, com um rendimento de 85 % (429 mg). 1H-NMR 

(300 MHz, acetona-d6) δ: 7.60-7.19 (8H, m, ArCH), 5.34 (2H, sl, 

N5H), 4.72 (1H, sl, OH), 3.35 (2H, sl, C10H e C11Ha), 2.88 (6H, sl, 

C11Hb e H2O), 13C-NMR (300 MHz, acetona-d6) δ: 156.5 (C12=O), 

140.3-127.2 (ArC), 73.8 (C10), 40.8 (C11) EM (ESI+) m/z: 255 [M+H]+, 277 [M+Na]+, 237 

[M-H2O]+. 

III.2.2.3. Tentativas de síntese do 10,11-di-hidro-10-sulfoximetil-5H-

dibenzo [b,f] azepina-5-carboxamida (10-Ms-MHD, 176)  

III.2.2.3.1. Reacção do MHD (105) com cloreto de metanossulfonilo (MsCl) 

Procedimento Geral 

A uma solução de MHD (102) seco (1.0 eq.) em THF anidro ou piridina anidra foi 

adicionada uma base (excepto no ensaio 4, ver Tabela III.2). De seguida, adicionou-se 

cloreto de metanossulfonilo (MsCl), em banho de gelo. A mistura reaccional foi 

mantida em atmosfera inerte, à temperatura ambiente. As condições reaccionais 

utilizadas nos ensaios realizados encontram-se descritas na Tabela III.2. 
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Tabela III.2. Condições experimentais usadas nos ensaios para a tentativa de formação do 

derivado electrófilo 168 por reacção do MHD (105) e MsCl. 

Ensaio  105 (mmol) Solvente (mL) base (eq.) MsCl (eq.) 
Tempo de 

reacção (h) 

1 0.18 THF (5) Et3N (1.2) 4.8 16  

2a 0.04 THF (1) Et3N (1.2) 1.2 0.5 

3a 0.26 THF (5) Et3N (1.2) 1.2 24 

4a 0.02 THF (0.5) - 1.2 1 

5a 0,02 THF (0.5) NaHCO3 (1.2) 1.2 1 

6 0.02  THF (0.5) Na 1.2 3  

7 0.04  piridina (0.04) piridina (12) 5.0 0.5  

aNeste ensaio, o MHD (105), a Et3N e o cloreto de metanossulfonilo usados foram previamente seco e 

destilado, respectivamente, de acordo com os procedimentos descritos.  
 
 

A evolução das reacções foi seguida por c.c.f. [n-hexano/AcEt (1:1)] ou por 

HPLC-DAD analítico. Todos os ensaios foram analisados por LC-ESI(+)-MS. O Ensaio 

1 (Tabela III.2) foi promovido em maior escala, tendo-se partido de MHD (105) seco 

(0.045 g, 0.18 mmol, 1.0 eq.) em THF anidro e trietilamina (30 µL, 0.21 mmol, 1.2 eq.) 

na presença de MsCl (66 µL, 0.85 mmol, 4.8 eq.). Após purificação da mistura 

reaccional por c.c.f.p [n-hexano/AcEt (1:1)] obteve-se a CBZ (62) como produto 

maioritário (26 mg, 16%). 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.49-7-32 (8H, m, ArCH), 6.94 

(2H, s, C10H e C11H), 4.45 (1H, sl, N5H) MS (ESI+) m/z: 473 [2M+H]+, 237 [M+H]+, 220 

[M-NH3]+, 194 [M+H-HNCO]+.  

III.2.2.4. Síntese de 10,11-di-hidro-10-sulfoxi-5H-dibenzo [b,f] azepina-5-

carboxamida (10-SO3
-MHD, 110) 

III.2.2.4.1. Reacção do MHD (105) com o complexo de trióxido de enxofre e 

piridina (Py.SO3) 

A.Ensaios para a optimização das condições reaccionais da reacção do 

MHD (105) com trióxido de enxofre e piridina 

A uma solução de MHD (105) previamente seco (1.0 eq.) em piridina seca (0.5 

mL), adicionou-se trióxido de enxofre e piridina (Py.SO3) (5.0 eq.). A mistura reaccional 

foi deixada em agiação, sob atmosfera inerte, a uma temperatura variável (Tabela 

III.3). 
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Tabela III.3. Condições experimentais usadas nos ensaios para a tantativa de formação do 

derivado electrófilo, MHD-SO3
- (110) por reacção com Py.SO3. 

Ensaio 105 (µmol) Py.SO3 (µmol) Temperatura (ºC) Tempo de reacção (h) 

1 9.8 49.2 40 72h 

2 9.8 49.2 60  72h 

 

As misturas reaccionais foram seguidas por HPLC-DAD analítico ao longo de 72 

h. Em ambos os ensaios, as misturas reaccionais foram tratadas com éter etílico (1mL) 

e a suspensão formada foi centrifugada. Após remoção do sobrenadante, o precipitado 

branco foi lavado com éter etílico (3x1mL). 

B. Preparação do metabolito 10,11-di-hidro-10-sulfoxi-5H-dibenzo [b,f] 

azepina-5-carboxamida (110) 

A uma solução de MHD (105), previamente seco (10.0 mg, 0.04 mmol, 1.0 eq.), 

em piridina anidra (1 mL), adicionou-se Py.SO3 (31 mg, 0.2 mmol, 5.0 eq.). A mistura 

reaccional foi deixada em agitação, por 16h a 40 ºC, sob atmosfera inerte. A mistura 

reaccional foi tratada com éter etílico (1mL) e a suspensão formada foi centrifugada. O 

sobrenadante foi retirado e o precipitado lavado com éter etílico (3x1mL). De seguida, 

o precipitado branco foi purificado por SPE-RP-18 [o precipitado 

foi redissolvido em DMF (1 mL) e introduzido no cartucho, fez-se 

uma primeira eluição com água (2 mL) seguido de acetonitrilo (4 

mL). A fracção de acetonitrilo foi concentrada e analisada por 

LC-ESI(-)-MS tendo se identificado o composto 10,11-di-hidro-

10-sulfoxi-5H-dibenzo[b,f]azepina-5- carboxamida (MHD-SO3
-

,110) MS (ESI-) m/z: 333 [M]-, 290 [M-H-HNCO]-, 97 [SO4H]-.  
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III.3. Ensaios para a formação de adutos com aminoácidos livres e 

glutationa 

Procedimento Geral 

A uma solução de um aminoácido ou glutationa (4.0 a 50 eq.) em água ou 

tampão fosfato com concentração variável, a pH 7.4, foi adicionada uma solução de 

electrófilo (1.0 eq.) em THF, MeCN ou DMF. A mistura reaccional ficou em agitação 

por um período variável (2 a 72 h), a 37 ºC. A evolução da reacção foi seguida por 

HPLC-DAD analítico e a mistura reaccional final foi analisada por LC-ESI(+)-MS. 

III.3.1. A partir da carbamazepina (62) e seus derivados electrófilos 

III.3.1.1. A partir de produtos obtidos por oxidação da carbamazepina (62) 

com o complexo [FeII (bpmen)(Otf)2] (111) 

Para cada um dos ensaios seguintes III.3.3.1.1 e III.3.3.1.2, o electrófilo usado 

foi gerado por oxidação da CBZ (62) (1.0 eq.) e de acordo com o procedimento 

descrito em III.2.1.1. Após 1 h de reacção, a mistura reaccional foi extraída com AcEt 

(2x1 mL), a fase orgânica foi evaporada a pressão reduzida e o resíduo obtido foi 

redissolvido em MeCN ou THF (200 µL). 

III.3.1.1.1. Reacção com NAC 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.3., 

na presença dos derivados electrófilos gerados a partir de uma solução de 62 (50 mg, 

0.22 mmol, 1 eq.) em MeCN e uma solução de NAC (115.2 mg, 0.85 mmol, 4.0 eq.) 

em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (800 μL). A mistura reaccional ficou em agitação por 

72 h, a 37 ºC e foi purificada por HPLC-DAD semi-preparativo. O aduto 1-(Nα-acetil-

cisteína-S-il)-2-hidroxi-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAC-OHCBZ, 118) 

(0.7 mg, 1%) foi isolado apresentando 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) δ: 9.95 (1H, s, 

CO2H), 8.40 (1H, sl, N5H), 8.25 (1H, dd, J=1.2, 8 Hz, 

ArC4H), 8.12-8.10 (1H, m, ArC6H ou ArC9H), 7.88-7.84 (1H, 

m, ArC7H ou ArC8H), 7.79-7.76 (1H, m, ArC7H ou ArC8H), 

7.49-7.43 (2H, m, ArC6H ou ArC9H e C11H), 7.28 (1H, d, J= 

8 Hz, ArC3H) 4.42 (1H, sl, N5H), 6.41 (1H, d, J= 8.5 Hz, 

C10H), 4.81 (1H, sl, NH), 4.46 (1H, d, J=14.5, CH2a), 3.76 

(1H, d, J=14.5, CH2b), 1.26 (3H, m, CH3) 13C NMR (CDCl3, 

500 MHz) δ: 135.8 (ArC7 ou ArC8), 135.4 (C11), 133.3 (ArC6 

ou ArC9) 131.1 (ArC6 ou ArC9) 130. (ArC7 ou ArC8), 128.5 (ArC4), 123.5 (ArC3), 114.9 
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(C10) 13.6 (CH3) MS (ESI+) m/z: 414 [M+H]+, 396 [M+H-H2O]+, 372 [M+H-COCH2]+, 371 

[M+H-HNCO]+, 368 [M+H-HCOOH]+ 326 [368-H2C2O]+, 253 [M+H-NAC]+ HRMS (ESI+) 

m/z: 414.1123 calculado para [M+H]+ C20H19N3O5S,  414.1118 (1.2).  

III.3.1.1.2. Reacção com ValOEt  

Os ensaios foram efectuados de acordo com o procedimento geral descrito em 

III.3., na presença dos derivados electrófilos gerados a partir de uma solução de CBZ 

(62) (20 mg, 84.6 μmol, 1.0 eq.) e uma solução de hidrocloreto de ValOEt (49.0 mg, 

33.9 μmol, 4.0 eq.) em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (800 μL), previamente tratada 

com carbonato de potássio (46.9 mg, 33.9 μmol, 4.0 eq.). Após 1 h, a mistura 

reaccional inicial foi dividida em duas. A uma delas foi adicionado NaBH3CN (10.6 mg, 

84.6 μmol, 4.0 eq.) (ver Tabela III.4). As misturas reaccionais ficaram em agitação 

durante 72 h, a 37ªC.  

Tabela III.4. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre derivados oxidados 

gerados a partir da CBZ (62) e ValOEt (ValOEt). 

Ensaio  62 (μmol) ValOEt (eq.) NaBH3CN (eq.) Tempo de reacção (h) 

1 42.3 4.0 -  72 

2 42.3 4.0  4.0 72 

 

Todos os ensaios foram analisados por LC-ESI(+)-MS e LC-ESI(+)-HRMS tendo-

se observado a formação da dos seguintes adutos: 

 

10-hidroxi-11-(valinato de etilo-Nα-il)-10,11-di-hidro-5H-di-

benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (ValOEt-EPCBZ, 124) 

apresentando MS (ESI+) m/z: 398 [M+H]+, 380 [M+H-H2O]+, 253 

[M+H-ValOEt]+, 210 [253-HNCO]+, 146 [ValOEt+H]+ HRMS 

(ESI+) m/z: 398.2085, calculado para [M+H]+ C22H27N3O4,  

398.2074 (2.8). 

 

Aduto 125 apresentando MS (ESI+) m/z: 396 [M+H]+, 

322 [M+H-H6C3]+, 253 [M+H-ValOEt]+, 208 [253-HNCO]+, 146 

[ValOEt+H]+ HRMS (ESI+) m/z: 396.1934 calculado para 

[M+H]+ C22H25N3O4,  396.1918 (3.5). 
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III.3.1.1.2.1. Preparação do aduto de Edman padrão a partir da 

carbamazepina (62) modificada com ValOEt 

Os ensaios foram efectuados de acordo com o Método Geral I descrito em 

III.9.1.1., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.5. Para cada 

ensaio, os adutos com o ValOEt foram previamente gerados de acordo com o 

precedimento descrito em III.3.1.1.2., a partir de uma solução de CBZ (62) (10 mg, 

42.3 µmol, 1.0 eq.) em MeCN/AcEt (1:1) (400 µL) e hidrocloreto de ValOEt (24.5 mg, 

16.95 µmol, 4.0 eq.) previamente neutralizado com carbonato de potássio (23.5 mg, 

16.95 µmol, 4.0 eq.). No Ensaio 2 (Tabela II.5) foi adicionado NaBH3CN (4.0 eq.) após 

1h do inicio da reacção.  

Tabela III.5. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de preparação dos adutos de 

Edman, a partir da CBZ (62) modificada com ValOEt. 

Ensaio 62 (µmol) NaBH3CN (eq.) DMF (μL) NaOH 5M (μL) PITC (μL) 

1 42.3 - 125 5 0.75 

2 42.3 4.0 125 5 0.75 

 

Após o tratamento das misturas reaccionais, a análise por LC-ESI(+)-MS dos 

ensaios acima descritos mostrou a formação dos seguintes adutos:  

 

10-(1-feniltiohidantoína-Nα-il)-11-hidroxi-10,11-di-hidro-

5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (ValOEt-EPCBZ-

Ed-1, 171), apresentando MS (ESI+) m/z: 487 [M+H]+, 470 

[M-NH3]+, 469 [M+H-H2O]+, 444 [M+H- HNCO]+, 253 [M+H-

feniltiohidantoína]+, 235 [feniltiohidantoína + H]+.  

 

 

10-(1-feniltiohidantoína-Nα-il)-11-hidroxi-10,11-di-

hidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (ValOEt-

EPCBZ-Ed-2, 183), apresentando MS (ESI+) m/z: 485 

[M+H]+, 467 [M+H-H2O]+, 251 [M-feniltiohidantoína]+, 208 

[M+H-feniltiohidantoína-CONH]+. 
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III.3.1.2. Por reacção directa com a carbamazepina (62) 

III.3.1.2.1. Reacção com NAC 

Os ensaios foram efectuados de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.3., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.6. A evolução das 

reacções foi seguida por HPLC-DAD analítico. 

Tabela III.6. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre CBZ (62) e NAC. 

Ensaio  62 (μmol) NAC (eq.) Solvente (1 mL) t. de reacção (h) 

1 4.2 5.0 Tampão fosfato 50mM/THF (4:1) 48 

2 4.2 50.0 Tampão fosfato 50mM/THF (4:1) 48 

3 4.2 50.0  Tampão fosfato 100 mM/THF (4:1) 2 

 

Todos os ensaios foram analisados por LC-ESI(+)-MS tendo-se observado a 

formação da dos seguintes adutos: 

10-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-11-hidroxi-10,11-di-hidro-5H-di-

benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAC-EPCBZ, 119) 

apresentando MS (ESI+) 380 [398-H2O], 356 [398-H2C2O], 310 [356-

HCOOH]+,  253 [M+H-NAC]+, 236 [253-NH3]+, 210 [253-HNCO]+, 164 

[NAC+H]+ HRMS (ESI+) m/z: 416.1281 calculado para [M+H]+ 

C20H21N3O5S,  416.1275 (1.2) 

 

10-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-11-hidroxi-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida 

(NAC-CBZ, 127) apresentando a caracterização descrita em III.3.1.2.1.A 

A. Preparação do aduto 10-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-11-hidroxi-5H-di-benzo-

[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAC-CBZ, 134) 

A uma solução de CBZ (62) (50 mg, 0.22 mmol, 1 eq.) em THF (0.5 mL) 

adicionou-se uma solução de Nα-acetil-cisteína (178 mg, 1.1 

mmol, 5.0 eq.) em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (2.0 mL). A 

mistura reaccional ficou em agitação por 48 h, a 37 ºC. A 

suspensão amarela foi centrifugada e o sobrenadante 

purificado por HPLC semi-preparativo [Método A] tendo-se 

isolado o aduto 10-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-11-hidroxi-5H-di-

benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAC-CBZ, 127). 1H-NMR 

(DMSO-d6) δ: 7.53-7.16 (8H, m, ArC2H, ArC3H, ArC4H, ArC6H, 
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ArC7H e ArC8H), 5.92 (2H, sl, C12NH), 4.35 (1H, s, C2’H), 3.27-2.71 (4H, m, C1’Ha e 

C1’Hb) 1.83 (3H,s, C5’H) 13C-NMR (DMSO-d6) δ: 173.6 (C12=O), 173.2 (C4’=O), 130.0-

128.0 (ArC2, ArC3, ArC4, ArC6, ArC7 e ArC8), 22.4 (C5’) MS (ESI+) m/z: 414 [M+H]+, 396 

[M+H-H2O]+; 372 [M+H-H2C2O]+, 368 [M+H-HCOOH]+, 326 [368-H2C2O]+, 253 [M+H-

NAC]+ 

III.3.1.2.2. Reacção com NAL 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.3., 

na presença de uma solução de CBZ (62) (1 mg, 4.2 μmol, 1.0) em THF (200 μL) e Nα-

acetil-lisina (3.2 mg, 16.9 μmol, 4.0 eq.) em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (800 μL). A 

mistura reaccional ficou em agitação por 72 h, a 37 ºC. A evolução da reacção foi 

seguida por HPLC-DAD analítico.  

III.3.1.2.3. Reacção com ValOEt 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.3., 

na presença de uma solução de hidrocloreto de ValOEt (ValOEt) (19.0 mg, 0.1 mmol, 

5.0 eq.) em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (1 mL), previamente tratada com carbonato 

de potássio (14.6 mg, 0.1 mmol, 5.0 eq.) e uma solução de CBZ (1) (5.0 mg, 21.2 

μmol, 1.0 eq.) em THF (0.25 mL). A mistura ficou em agitação por 72 h, a 37 ºC, e foi 

seguida por HPLC-DAD analítico. 

III.3.1.2.4. Reacção com GSH  

Os ensaios foram efectuados de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.3., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.7. A evolução das 

reacções foi analisada por HPLC-DAD analítico. 

Tabela III.7. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre CBZ (62) e a GSH. 

Ensaio  62 (μmol) GSH (eq.) Solvente (1 mL) 
Tempo de 

reacção (h) 

1 4.2 5.0 Tampão fosfato 100 mM/THF (4:1) 2 

2 4.2 50.0 Tampão fosfato 100 mM/THF (4:1) 48  

3 4.2 5.0  Tampão fosfato 100 mM/THF (4:1) 2 

4 4.2 50.0  Tampão fosfato 100 mM/THF (4:1) 48  
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Todos os ensaios foram analisados por LC-ESI(+)-MS tendo-se observado a 

formação da dos seguintes adutos: 

 

10-(γ-glutamilcisteinilglicina-S-il)-11-hidroxi-10,11-di-

hidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (GSH-

EPCBZ, 94) apresentando MS (ESI+) m/z: 560 [M+H]+, 542 

[M+H-H2O]+, 485 [M+H-CO2CH2NH2]+, 467 [485-H2O]+, 431 

[M-C5H8O3N]+, 413 [431-H2O]+, 253 [M+H-GSH]+ HRMS 

(ESI+) m/z: 560.1810 calculado para [M+H]+ C25H29N5O8S,  

560.1816 (1.1) 

10-(γ-glutamilcisteinilglicina-S-il)-11-hidroxi-5H-di-

benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (GSH-CBZ, 128) 

apresentando MS (ESI+) m/z: 558 [M+H]+, 486 [M-

C2H5NO2]+, 429 [M+H-C5H7NO3]+, 411 [429-H2O]+, 325 [M+H-

C8H12N2O6]+, 283 [M+H-C10H15N3O6]+, 253 [M+H-GSH]+, 308 

[GSH+H]+ HRMS (ESI+) m/z: 558.1653 calculado para 

[M+H]+ C25H27N5O8S,  558.1658 (0.9). 

 

III.3.2. A partir de uma mistura de carbamazepina (62) e epoxi-

carbamazepina (79) 

III.3.2.1. Reacção com NAC 

O ensaio foi efectuado de acordo com o procedimento geral descrito em III.3, 

utilizando uma solução contendo uma mistura de CBZ (62) e EPCBZ (79) (15.9 mg, 

39.6 µmol, 1.0 eq.) em THF (0.5 mL) e uma solução de Nα-acetil-cisteína (64.7 mg, 

396 µmol, 10.0 eq.) em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (2.0 mL). A mistura reaccional 

foi deixada reagir por 48 h, a 37 ºC. O número de equivalentes foi calculado em função 

da quantidade de EPCBZ (79) presente na mistura, determinada previamente por 1H-

NMR. A mistura reaccional foi analisada por LC-ESI(+)-MS tendo-se observado a 

formação dos adutos 10-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-11-hidroxi-10,11-di-hidro-5H-di-benzo-

[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAC-EPCBZ, 119) e 10-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-11-

hidroxi-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAC-CBZ, 127) apresentando a 

mesma caracterização descrita em III.3.1.2.1.. 
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III.3.2.2. Reacção com ValOEt   

Os ensaios foram efectuados de acordo com o procedimento geral descrito em 

III.3., a partir de uma mistura de CBZ (62) e EPCBZ (79) e utilizando as condições 

reaccionais descritas na Tabela III.8. Em cada ensaio foi usada uma solução de 

hidrocloreto de ValOEt em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (800 μL) previamente 

neutralizado com carbonato de potássio e uma solução de mistura de 62 e 79 em THF 

(200 μL). O número de equivalentes foi calculado em função da quantidade de EPCBZ 

(79) presente na mistura, determinada previamente por 1H-NMR. A evolução das 

reacções foi seguida por HPLC-DAD analítico. 

Tabela III.8. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre EPCBZ (62) e o 

ValOEt. 

Ensaio  EPCBZ (79)* (μmol) ValOEt (eq.) K2CO3 (eq.) Tempo de Reacção (h) 

1 119 10.0 10.0 72 

2 277 5.0  5.0  72 

*Ensaios efectuados a partir de uma mistura de CBZ (62) e EPCBZ (79). 

 

A análise por LC-ESI(+)-MS revelou a formação do aduto 10-(valinato de etilo-

Nα-il)-10-hidroxi-10,11-di-hidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (ValOEt-

EPCBZ, 124) apresentando a mesma caracterização descrita em III.3.1.1.2. 

 

A. Preparação do aduto 10-(valinato de etilo-Nα-il)-10,11-di-hidro-5H-di-

benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (124) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.3., 

presença de uma solução de hidrocloreto de ValOEt (139 mg, 749 μmol, 10 eq,) 

previamente tratada com carbonato de potássio (104 mg, 749 μmol, 10.0 eq.) em 

tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (2.0 mL) e uma solução de uma mistura de CBZ (62) e 

EPCBZ (79) em THF (500 μL). O número de equivalentes foi calculado em função da 

quantidade de EPCBZ (79) presente na mistura, determinada previamente por 1H-

NMR. A mistura reaccional ficou em agitação por 72 h, a 37 ºC, e foi purificada por 

HPLC-DAD semi-preparativo. 
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B. Ensaios para a preparação do aduto de Edman padrão 

Os ensaios foram efectuados de acordo com os Métodos Gerais I e II descritos 

em III.9.1.1., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.9., na 

presença do aduto ValOEt-EPCBZ (124). O aduto 124 foi previamente gerado de 

acordo com o procedimento descrito em III.3.2.2., a partir do EPCBZ (79) (1.0 eq.) e o 

ValOEt (4.0 eq.). Paralelamente foi efectuado um ensaio em branco, em tudo 

semelhante excepto na presença de 79.  

Tabela III.9. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de preparação dos adutos de 

Edman, a partir do EPCBZ (79) modificada com ValOEt 

Ensaio 79 (µmol) Método solvente (μL) Base (μL) PITC (μL) 

1 59.45 I 125 5 0.75 

2 3.96 II 90 5 0.5 

 

A análise das misturas reaccionais finais por LC-ESI(+)-MS do ensaio acima 

referido mostrou a formação do aduto ValOEt-EPCBZ (124), apresentando a mesma 

caracterização descrita em III.3.1.1.2. e ainda o aduto de Edman ValOEt-EPCBZ-Ed-1 

(171) apresentando a mesma caracterização descrita em III.3.1.1.2.1. 

III.3.3. A partir da epoxi-carbamazepina (79) comercial 

III.3.3.1. Reacção com NAC 

Os ensaios foram efectuados de acordo com o procedimento geral descrito em 

III.3., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.10. A evolução das 

reacções foi analisada por HPLC-DAD analítico. 

Tabela III.10. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre o EPCBZ (79) e 

NAC. 

Ensaio  79 (μmol) NAC (eq.) Solvente (4:1) (mL) 
Tempo de 

reacção (h) 

1 3.9 5.0 Tampão fosfato 50 mM/THF (1.0) 48 

2 0.08 50.0 Tampão fosfato 100 mM/THF (1.0) 2 

3 3.9 50.0  Tampão fosfato 100 mM/THF (1.0) 48 

4 40.0 50.0 Tampão fosfato 100 mM/THF (1.0) 48 
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Para o Ensaio 4 (Tabela II.10), no final da reacção, a suspensão amarela foi 

centrifugada e o sobrenadante purificado por HPLC-DAD semi-preparativo. 

Todos os ensaios foram analisados por LC-ESI(+)-MS tendo-se observado a 

formação do aduto 10-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-11-hidroxi-10,11-di-hidro-5H-di-benzo-

[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAC-EPCBZ, 119) apresentando a mesma 

caracterização descrita em III.3.1.2.1. 

III.3.3.2. Reacção com NAL  

A reacção foi efectuada de acordo com o procedimento geral descrito em III.3., 

na presença de uma solução de Nα-acetil-lisina (2.9 mg, 15.8 μmol, 4.0 eq) em tampão 

fosfato 50 mM, pH 7.4 (400 μL) e uma solução de EPCBZ (2) 

(10.0 mg, 39.6 μmol, 1.0 eq.) em acetonitrilo (100 μL). A mistura 

ficou em incubação por 72 h, a 37 ºC. A evolução da reacção foi 

seguida por HPLC-DAD analítico [Método B]. A mistura final foi 

analisada por LC-MS tendo-se observado a formação do aduto 

10-(Nα-acetil-lisina-N-il)-11-hidroxi-10,11-di-hidro-5H-di-benzo-

[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAL-EPCBZ, 126) apresentando 

MS (ESI+) m/z: 441 [M+H]+, 423 [M+H-H2O]+, 253 [M+H-NAL]+, 

380 [423-HNCO]+, 236 [253-NH3]+, 210 [253-CONH2]+,189 [NAL+H]+.  

III.3.3.3. Reacção com ValOEt   

 A reacção foi efectuada de acordo com o procedimento geral descrito em 

III.3., na presença de uma solução hidrocloreto de ValOEt (18.9 mg, 132 μmol, 50.0 

eq,) previamente tratada com carbonato de potássio (18.2 mg, 132 μmol, 50.0 eq.) em 

tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (800 µL) e uma solução de uma mistura de EPCBZ (79) 

(0.6 mg, 2.6 μmol, 1.0 eq.) em THF (200 μL). A mistura reaccional ficou em agitação 

durante 72 h, a 37 ºC, tendo sido seguida por HPLC-DAD analítico. 

A análise por LC-ESI(+)-MS revelou a formação do aduto 10-(valinato de etilo-

Nα-il)-10-hidroxi-10,11-di-hidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (ValOEt-

EPCBZ, 124) apresentando a mesma caracterização descrita em III.3.1.1.2. 

III.3.3.4. Reacção com GSH 

Os ensaios foram efectuados de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.3., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.11. A evolução das 

reacções foi seguida por HPLC-DAD analítico e as misturas finais analisadas por LC-

ESI(+)-MS. 
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Tabela III.11. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre EPCBZ (79) e a 

GSH. 

Ensaio  79 (μmol) GSH (eq.) Solvente (1 mL) 
Tempo de 

reacção (h) 

1 4.0 5.0 Tampão fosfato 100 mM/THF (4:1) 2 

2 4.0 50.0 Tampão fosfato 100 mM/THF (4:1) 48  

3 4.0 5.0  Tampão fosfato 100 mM/THF (4:1) 2 

4 4.0 50.0  Tampão fosfato 100 mM/THF (4:1) 48  

 

A análise por LC-ESI(+)-MS de todos os ensaios mostrou a formação do aduto 

10-(γ-glutamilcisteinilglicina-S-il)-10,11-di-hidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-

carboxamida (GSH-EPCBZ, 94) apresentando a mesma caracterização estrutural 

descrita em III.3.1.2.4.. 

III.3.4. A partir da 2-hidroxi-carbazepina (82) 

III.3.4.1. Reacção com NAC 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.3., 

na presença de uma solução de Nα-acetil-cisteína (1.3 mg, 7.90 μmol, 4.0 eq.) em 

tampão fosfato 50 mM, pH7.4 (200 μL) e o electrófilo (1.0 eq.) em THF (50 μL). A 

mistura reaccional ficou em agitação por 72 h, a 37 ºC. Para este ensaio, o electrófilo 

foi previamente gerado, de acordo com um procedimento adaptado da literatura, a 

partir de uma solução de 2-OHCBZ (68) (0.5 mg, 1.97 μmol, 1.0 eq.) em THF (100 μL) 

a que foi adicionada uma solução de sal de Frëmy (0.7 mg, 2.4 μmol, 1.2 eq.) em 

tampão fosfato 100 mM, pH 7.4 (200 μL). A mistura reaccional ficou em agitação por 

30 min., a 37 ºC. Após a extracção com diclorometano (2 x 1 mL), a fase orgânica foi 

evaporada com fio de azoto. O número de moles de NAC foi calculado considerando 

que ocorreu 100% de conversão de 82. 

A mistura reaccional foi analisada por LC-ESI(+)-MS evidenciando a formação 

dos seguintes adutos: 

 

1-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-2-hidroxi-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida 

(NAC-OHCBZ, 118) apresentando a mesma caracterização estrutural descrita em 

III.3.1.1.1.A.. 
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2-hidroxi-10-(Nα-acetil-cisteína-S-il)-10,11-dihidro-5H-

di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (10NAC-2OHCBZ, 

146) apresentando MS (ESI+) m/z: 416 [M+H]+, 398 [M+H-

H2O]+, 356 [398-H2C2O]+, 253 [M+H-NAC]+, 164 [NAC+H]+.  

 

 

III.3.5. A partir da dibenzo[b,e]piridina-9-carboxaldeído (88) 

III.3.5.1. Reacção com ValOEt  

A. Ensaios para a optimização das condições reaccionais da reacção com 

ValOEt 

Os ensaios foram efectuados acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.3., na presença de uma solução de 9-AL (88) (1.0 mg, 4.8 μmol, 1.0 eq.) em THF 

(100 µL) e uma solução de solução de hidrocloreto de ValOEt (3.5 mg, 19.3 μmol, 4.0 

eq.), previamente tratada com carbonato de potássio (2.6 mg, 19.3 μmol, 4.0 eq.) em 

tampão fosfato 50 mM, pH 7,4 (400 µL). Aos ensaios 3 e 4 (ver Tabela III.12) foi 

adicionado cianoborohidreto de sódio (1.0 eq.), a tempos distintos. Em todos os 

ensaios, a mistura reaccional foi deixada em agitação durante12 h, a 37 ºC. As 

misturas reaccionais foram seguidas por HPLC-DAD analítico e analisadas por LC-

ESI(+)-MS. 

Tabela III.12. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre o 9-AL (88) e o 

ValOEt na presença ou na ausência de redutor. 

Ensaio  88 (μmol) ValOEt (eq.) Tempo de reacçãoa (h) NaBH3CN (eq.) 

1 4.8 4.0 - - 

2 4.8 4.0 - - 

3 4.8 4.0 1 1.0 

4 4.8 4.0 24 1.0 

a Para a adição de redutor, após o inicio da reacção. 
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As misturas reaccionais foram seguidas por HPLC-DAD analítico e analisadas 

por LC-ESI(+)-MS tendo se obtido os seguintes adutos: 

9-metil-(valinato de etilo-Nα-il)-acridina (ValOEt-9-AL-1, 152)  apresentando a 

caracterização descrita em III.3.5.1.B.; 

9,10-di-hidrometil-9-(valinato de etilo-Nα-il)-acridina (ValOEt-9AL-2, 153) 

apresentando a caracterização descrita em III.3.5.1.B.; 

9,10-di-hidrometil-9-(valinato de etilo-Nα-il)-acridina 

(VALOEt-9-AL-3, 154) apresentando MS (ESI+) m/z: 339 

[M+H]+, 265 [M+H-CO2CH2CH3]+, 194 [M+H-ValOEt]+.  

 

 

 

 

B. Preparação dos adutos 152 e 153 

O ensaio foi efectuado de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.3., 

na presença de uma solução de 9-AL (88) (20.0 mg, 97.0 μmol, 1.0 eq.) em THF (0.4 

mL) à qual foi adicionado uma solução de solução de hidrocloreto de ValOEt (70.0 mg, 

386.0 μmol, 4.0 eq.), previamente tratada com carbonato de potássio (53.2 mg, 386.0 

μmol, 4.0 eq.) em tampão fosfato 50 mM, pH 7,4 (1.6 mL). Após 1 h de agitação a 37 

ºC, adicionou-se cianoborohidreto de sódio (24.4 mg, 386.0 μmol, 4.0 eq.) continuando 

em agitação por 12h. A mistura reaccional foi extraída com diclorometano (3 x 2 mL) e 

após concentração da fase orgânica, purificou-se por HPLC-DAD semi-preparativo. A 

fracção maioritária contendo os adutos foi repurificada por c.c.f.p de alumina [n-

hexano/Acetato de etilo (9:1)], tendo-se obtido dois tautómeros de cor amarela: 

 

9-metil-(valinato de etilo-Nα-il)-acridina (ValOEt-9-AL-1, 152)  apresentando 1H 

NMR (500 MHz, acetona-d6) δ: 8.51 (2H, d, J= 9, ArC1H e 

ArC8H), 8.16 (2H, d, J= 9, ArC4H e ArC5H), 7.82-7.79 (2H, m, 

ArC2H e ArC7H), 7.64-7.61 (2H, m, ArC3H e ArC6H), 4.76 (1H, 

d, J=15, C11Ha), 4.62 (1H, d, J=15, C11Hb), 4.29-4.26 (2H, m, -

OCH2CH3), 3.32 (1H, d, J=5, C2’H), 1.96-1.94 (1H, m, C3’H), 

1.33-1.30 (3H, m, -OCH2CH3), 0.92-0.83 (6H, m, -CH(CH3)2) 

13C NMR (500 MHz, acetona-d6) δ: 170.3 (C1’=O), 149.9 

(ArC4a e ArC5a), 143.4 (ArC9), 131.1 (ArC4 e ArC5), 130.6 (ArC3 e ArC6), 126.8 (ArC2 e 

ArC7), 126.0 (ArC1 e ArC8) 126.3 (ArC1a e ArC8a), 68.1 (C2’), 61.2 (-OCH2CH3), 44.8 
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(C11), 32.5 (C3’), 19.9 (-CH(CH3)2), 18.5 (-CH(CH3)2), 14.8 (-OCH2CH3) MS (ESI+) m/z: 

337 [M+H]+, 291 [M-OCH2CH3]+, 265 [M+H-CO2CH2CH3]+, 208 [M+H-C7H13O2]+, 192 

[M+H-ValOEt]+. 

 

9-metileno-(valinato de etilo-Nα-il)-acridina (ValOEt-9AL-2, 153) apresentando 1H 

NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 9.39 (1H, s, C11H), 8.50 (2H, d, 

J= 9, ArC1H e ArC8H), 8.27 (2H, d, J= 9, ArC4H e ArC5H), 

7.82-7.79 (2H, m, ArC2H e ArC7H), 7.62-7.59 (2H, m, ArC3H 

e ArC6H), 4.36-4.34 (2H, m, -OCH2CH3), 4.07 (1H, d, J=6, 

C2’H), 2.64-2.58 (1H, m, C3’H), 1.41-1.39 (3H, m, -

OCH2CH3), 1.15-1.11 (6H, m, -CH(CH3)2) 13C NMR (500 

MHz, CDCl3) δ: 148.8 (ArC4a e ArC5a), 136.9 (C9), 130.3 

(ArC4 e ArC5), 130.0 (ArC3 e ArC6), 127.1 (ArC2 e ArC7), 125.0 (ArC1 e ArC8) 123.6 

(ArC1a e ArC8a), 81.7 (C2’), 61.4 (-OCH2CH3), 31.7 (C3’), 19.9 (-CH(CH3)2), 18.8 (-

CH(CH3)2), 14.5 (-OCH2CH3) MS (ESI+) m/z: 337 [M+H]+, 291 [M-OCH2CH3]+, 265 

[M+H-CO2CH2CH3]+. 

C. Preparação do aduto de Edman padrão 

O ensaio foi efectuado de acordo com o Método Geral II descritos em III.9.1.1., 

na presença de uma solução dos tautómeros ValOEt-9-AL-1 (152-1) e ValOEt-9-AL-2 

(152-2) e o aduto ValOEt-9-AL-3 (153) em água/2-propanol 40% (450 μL), solução 

aquosa 5M de acetato de potássio (25 μL) e fenilisotiocianato (PITC) (2,5 μL). Os 

adutos referidos foram previamente gerados de acordo com o procedimento descrito 

em III.3.5.1., a partir de uma solução de 9-AL (88) (2.0 mg, 9.6 μmol, 1.0 eq.) em THF 

(200 μL) e uma solução de hidrocloreto de ValOEt (7.0 mg, 38.6 μmol, 4.0 eq.) em 

tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (800 μL), previamente neutralizado com carbonato de 

potássio (5.3 mg, 38.6 μmol, 4.0 eq.), na presença de NaBH3CN (2.4 mg, 38.6 μmol, 

4.0 eq.) (adicionado 1h após o inicio da reacção). 

Paralelamente foi efectuado um ensaio em branco, em tudo 

semelhante excepto na presença de 9-AL (88). A análise da 

mistura reaccional final por LC-ESI(+)-MS mostrou a 

formação do aduto de Edman, 9-metil-(1-feniltiohidantoína-

Nα-il)-acridina (ValOEt-9-AL-Ed-1, 173), apresentando MS 

(ESI+) m/z: 426 [M+H]+, 384 [M+H-CH(CH3)2]+, 263 [M+H-

C8H5NOS]+,192 [M+H-feniltiohidantoína]+, 180 [M+H-C13H15N2OS]+. 



Capítulo III • Parte Experimental 
 

247 
 

III.3.6. A partir da oxcarbazepina (63) e os seus derivados electrófilos 

III.3.6.1. Por reacção directa com a oxcarbazepina (63) 

III.3.6.1.1. Reacção com ValOEt  

A. Ensaios para a optimização das condições reaccionais da reacção com 

ValOEt 

Os ensaios foram efectuados de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.3., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.13. Em cada ensaio 

foi usada uma solução de OXCBZ (63) (0.8 mg, 3.17 μmol, 1.0 eq.) em DMF e uma 

solução de hidrocloreto de ValOEt (1.8 mg, 12.7 μmol, 4.0 eq.), previamente tratada 

com carbonato de potássio (1.3 mg, 12.7 μmol, 4.0 eq.), em solvente adequado (ver 

Tabela III.13). Relativamente aos ensaios 1 a 4 (Tabela III.13), as misturas reaccionais 

ficaram em agitação por quatro tempos distintos 0.5, 1, 2 e 24 h. Nos ensaios 6 a 10 

(Tabela III.13) foi também adicionado cianoborohidreto de sódio (2.0 mg, 3.17 μmol 

1.0 eq.), após o inicio da reacção, aos mesmos tempos, tendo cada mistura reaccional 

sido deixada reagir por mais 24 h, a 37 ºC. Nos ensaios 5 e 10 (Tabela III.13), 

efectuou-se a reacção na presença de uma quantidade catalítica de ácido fórmico. 

Paralelamente foram efectuados ensaios em branco, na ausência de aminoácido, com 

e sem redutor. A evolução das reacções foi seguida por HPLC analítico. 

Tabela III.13. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre OXCBZ (63) e 

ValOEt na presença ou na ausência de redutor (NaBH3CN). 

Ensaio  Solvente (1.0 mL) NaBH3CN (eq.) Tempo de Reacção (h) 

1 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 

(1:4) 

- 0.5 

2 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 - 1 

3 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 - 2 

4 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 - 24 

5 DMF/água/HCOOH, pH 4 - 24 

6 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 

(1:4) 

1.0 0.5a + 24 

7 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 

(1:4) 

1.0 1a + 24 

8 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 1.0  2a + 24 

9 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 1.0 24a + 24 

10 DMF/água/HCOOH, pH 4 (1:4) 1.0 24 

Branco 1 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 - 24 

Branco 2 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 1.0 24 

a Adição de redutor, após o inicio da reacção. 
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A análise das misturas reaccionais finais por LC-ESI(+)-MS dos ensaios acima 

descritos mostrou a formação dos seguintes adutos: 

10-(valinato de etilo-N-il)-10,11-dihidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida 

(ValOEt-OXCBZ, 163) apresentando MS (ESI+) m/z: 382 

[M+H]+, 365 [M-NH3]+, 339 [M+H-HNCO]+, 237 [M+H-ValOEt]+, 

194 [M+H-HNCO-ValOEt]+, 146 [ValOEt+H]+.  

 

 

 

10-(valinato de etilo-N-il)-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (ValOEt-CBZ, 

164) apresentando MS (ESI+) m/z: 380 [M+H]+, 363 [M-NH3]+, 

337 [M+H-HNCO]+, 235 [M+H-ValOEt]+, 192 [M+H-HNCO-

ValOEt]+, 146 [ValOEt+H]+. 

 

 

 

A. Ensaios para a preparação do aduto de Edman padrão. 

Os ensaios foram efectuados de acordo com os Métodos Geral I e II descritos 

em III.9.1.1., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela II.14 na presença 

de uma solução dos adutos ValOEt-OXCBZ (163) e ValOEt-CBZ (164) no solvente 

adequado. Os adutos referidos foram previamente gerados de acordo com o 

procedimento descrito em III.3.6.1.1., a partir de uma solução de OXCBZ (63) (0.87 

mg, 3.57 µmol, 1.0 eq.) em DMF (200 μL) e uma solução de hidrocloreto de ValOEt 

(2.07 mg, 14.3 µmol, 4.0 eq.) em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (800 μL), previamente 

neutralizado com carbonato de potássio (1.97 mg, 14.3 µmol, 4.0 eq.). Estes ensaios 

foram realizados na presença ou ausência de NaBH3CN (Tabela III.27). 

Tabela III.14. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de preparação do aduto de 

Edman, a partir da OXCBZ (63) modificada com ValOEt. 

Ensaio 63 (µmol) NaBH3CN (eq.) Método Solvente (μL) Base (μL) PITC (μL) 

1 3.57 - I 125 5 0.75 

2 3.57 4.0 I 125 5 0.75 

3 3.57 - II 90 5 0.5 

4 3.57 4.0 II 90 5 0.5 
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A análise das misturas reaccionais finais por LC-ESI(+)-MS dos ensaios mostrou a 

formação dos adutos:  

 

10-(1-feniltiohidantoína-Nα-il)-10,11-dihidro-5H-di-benzo-

[b,f]-azepina-5-carboxamida (ValOEt-OXCBZ-Ed-1, 174) 

apresentando MS (ESI+) m/z: 471 [M+H]+, 454 [M-NH3]+, 428 

[M+H-CONH]+, 237 [M+H-feniltiohidantoína]+, 235 

[feniltiohidantoína + H]+, 194 [M+H-HNCO-feniltiohidantoína]+. 

 

 

10-(1-feniltiohidantoína-Nα-il)-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-

carboxamida (ValOEt-CBZ-Ed-2, 175) apresentando MS (ESI+) 

m/z: 469 [M+H]+, 452 [M-NH3]+, 426 [M+H-HNCO]+, 235 

[feniltiohidantoína + H]+, 192 [M+H-CONH-feniltiohidantoína]+. 

 

 

III.3.6.1.2. Reacção com NAL  

Os ensaios foram efectuados de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.3., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.15. Em cada ensaio 

foi usada uma solução de OXCBZ (63) (0.8 mg, 3.17 μmol, 1.0 eq.) em DMF e uma 

solução de NAL (2.3 mg, 12.7 μmol, 4.0 eq.) num solvente adequado (ver Tabela 

III.15). Relativamente aos ensaios 1 a 4 (Tabela III.15), as misturas reaccionais 

ficaram em agitação por quatro tempos distintos 0.5, 1, 2 e 24 h. Nos ensaios 6 a 10 

(Tabela III.15) foi também adicionado cianoborohidreto de sódio (2.0 mg, 3.17 μmol 

1.0 eq.), após o inicio da reacção, aos mesmos tempos, tendo cada mistura reaccional 

sido deixada reagir por mais 24 h, a 37 ºC. Nos ensaios 5 e 10 (Tabela III.15), 

efectuou-se a reacção na presença de uma quantidade catalítica de ácido fórmico. 

Paralelamente foram efectuados ensaios em branco, na ausência de aminoácido, com 

e sem redutor. A evolução das reacções foi seguida por HPLC-DAD analítico. 
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Tabela III.15. Condições reaccionais utilizadas nos ensaios da reacção entre OXCBZ (63) e 

NAL presença ou na ausência de redutor (NaBH3CN). 

Ensaio  Solvente (1.0 mL) NaBH3CN (eq.) Tempo de Reacção (h) 

1 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 

(1:4) 

- 0.5 

2 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 - 1 

3 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 - 2 

4 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 - 24 

5 DMF/água/HCOOH, pH 4 - 24 

6 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 

(1:4) 

1.0 0.5a + 24 

7 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 

(1:4) 

1.0 1a + 24 

8 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 1.0  2a + 24 

9 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 1.0 24a + 24 

10 DMF/água/HCOOH, pH 4 (1:4) 1.0 24 

Branco 1 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 - 24 

Branco 2 DMF/ Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 1.0 24 

a
Para a adição de redutor, após o inicio da reacção 

A análise das misturas reaccionais finais por LC-ESI(+)-MS dos ensaios acima 

descritos mostrou a formação dos seguintes adutos: 

 

10-(Nα-acetil-lisina-N-il)-10,11-dihidro-5H-di-benzo-[b,f]-

azepina-5-carboxamida (174) apresentando MS (ESI+) m/z: 425 

[M+H]+, 383 [M+H-COCH3]+, 382 [M+H- HNCO]+, 253 [M+H-

C7H14O3N]+, 237 [M+H-NAL]+, 189 [NAL+H]+, 194 [M+H-HNCO-

NAL]+. 

    

 

 

10-(Nα-acetil-lisina-N-il)-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-

carboxamida (175) apresentando MS (ESI+) m/z: 423 [M+H]+, 

381 [M+H-COCH3]+, 380 [M+H-HNCO]+, 318 [M+H-C3H5O3N]+, 

252 [M+H-C7H14O3N]+, 235 [M+H-NAL]+, 189 [NAL+H]+, 192 [MH-

HNCO-NAL]+.  
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III.3.6.2. A partir de 10,11-di-hidro-10-sulfoximetil-5H-dibenzo [b,f] 

azepina-5-carboxamida (10OMs-MHD, 168) gerada in situ 

III.3.6.2.1. Reacção com NAC 

 Os ensaios foram efectuados de acordo com o Procedimento Geral descrito 

em III.3., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.16. A tentativa de 

gerar o electrófilo 10OMs-MHD (168) in situ a partir de uma solução de MHD (105) (1.0 

eq.) previamente seco em solvente adequado (ver Tabela III.16) foi efectuada de 

acordo com o Procedimento Geral descrito em III.2.2.3.1.. Após 30 min. do inicio da 

reacção adicionou-se uma solução de NAC (4.0 eq.) em tampão fosfato 50 mM, pH 

7.4. As misturas reaccionais foram deixadas em agitação por 16 h, a 37 ºC. O número 

de equivalentes apresentado para o nucleófilo tem em conta o pressuposto de que a 

reacção correspondente à formação do electrófilo apresenta um rendimento de 100%. 

A evolução das reacções foi seguida por HPLC-DAD analítico e as misturas 

reaccionais finais foram analisadas por LC-ESI(+)-MS e LC-ESI(-)-MS. 

Tabela III.16. Condições experimentais usadas nos ensaios para a tentativa de formação do 

aduto entre a NAC e o derivado electrófilo, 10,11-di-hidro-10-sulfoximetil-5H-dibenzo [b,f] 

azepina-5-carboxamida (168) gerado in situ a partir de MHD (105). 

Ensaio  105 (μmol) Solvente  Base (eq.) MsCl (eq.) NAC (eq.) 

1 19.7 THF anidro  Et3N (1.4) 1.4 4.0 

3 19.7 piridina anidra - 5.0 4.0 

 

III.3.6.3. A partir 10,11-di-hidro-10-sulfoxi-5H-dibenzo [b,f]azepina-5-

carboxamida (110) gerada in situ 

III.3.6.3.1. Reacção com NAC 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.3., 

na presença de uma solução de NAC (12.9 mg, 78.7 μmol, 4.0 eq.) em água (200 μL) 

que foi adicionada a uma solução de MHD (105) (5.0 mg, 

19.6 μmol, 1.0 eq.) em DMF (800 μL) gerada a partir do 

de acordo com o procedimento descrito em III.2.2.4.1., 

após 30 min. do inicio da reacção. O número de 

equivalentes apresentado para o nucleófilo tem em conta 

o pressuposto de que a reacção de formação do 

electrófilo apresenta um rendimento de 100%. A mistura 

reaccional foi deixada em agitação por 16h, a 37 ºC e a sua evolução foi seguida por 
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HPLC analítico. Paralelamente, foi também efectuado um ensaio em tudo igual ao 

descrito mas onde não foi adicionada a solução aquosa contendo a NAC. A análise da 

mistura reaccional final por LC-ESI(+)-MS mostrou a formação do aduto 10-(Nα-acetil-

cisteína-N-il)-10,11-dihidro-5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (NAC-OXCBZ, 

131 a) apresentando MS (ESI+) m/z: 400 [M+H]+, 382 [M+H-H2O]+, 354 [M+H-

HCOOH]+, 237 [M+H-NAC]+, 194 [237-HNCO]+. 

III.3.6.4. A partir 10,11-di-hidro-10-sulfoxi-5H-dibenzo [b,f]azepina-5-

carboxamida (110) 

III.3.6.4.1. Reacção com NAC 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.3., 

na presença de uma solução de NAC (3.9 mg, 24.0 μmol, 4.0 eq.) em água (200 μL) e 

uma solução de 110 em DMF (200 μL) gerada a partir do MHD (105) (2.0 mg, 6.0 

μmol, 1.0 eq.) de acordo com o procedimento descrito em III.2.2.4.1. mas apenas com 

purificação por SPE-RP-18 (a fracção orgânica obtida foi destilada a pressão 

reduzida). O número de equivalentes apresentado para o nucleófilo tem em conta o 

pressuposto de que a reacção de sulfonação de MHD (105) apresenta um rendimento 

de 100%. A mistura reaccional foi deixada em agitação por 72 h, a 37 ºC e a sua 

evolução foi seguida por HPLC-DAD analítico. A mistura reaccional foi analisada por 

LC-ESI(+)-MS e LC-ESI(-)-MS tendo se observado a formação do aduto NAC-OXCBZ 

(131 a) apresentando a mesma caracterização descrita em III.3.6.3.1.. 

III.3.6.4.2. Reacção com NAL 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.3., 

na presença de uma solução de NAL (4.5 mg, 24.0 μmol, 4.0 eq.). em água (200 μL) e 

uma solução de 110 em DMF (200 μL) gerada a partir do MHD (105) (2.0 mg, 6.0 

μmol, 1.0 eq.) de acordo com o procedimento descrito em III.2.2.4.1. mas apenas com 

purificação por SPE-RP-18 (a fracção orgânica obtida foi destilada a pressão 

reduzida). O número de equivalentes apresentado para o nucleófilo tem em conta o 

pressuposto de que a reacção de sulfonação de MHD (102) apresenta um rendimento 

de 100%. A mistura reaccional foi deixada em agitação por 72 h, a 37 ºC e a sua 

evolução foi seguida por HPLC-DAD analítico A mistura reaccional foi também 

analisada por LC-ESI(+)-MS e LC-ESI(-)-MS. 
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III.3.6.4.3. Reacção com ValOEt 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.3., 

na presença de uma solução de hidrocloreto de ValOEt (3.5 mg, 24.0 μmol, 4.0 eq.), 

previamente tratada com carbonato de potássio (3.3 mg, 24.0 μmol, 4.0 eq.) em água 

(200 μL) e uma solução de 110 em DMF (200 μL) gerada a partir do MHD (105) (2.0 

mg, 6.0 μmol, 1.0 eq.) de acordo com o procedimento descrito em III.2.2.4.1. mas 

apenas com purificação por SPE-RP-18 (a fracção orgânica obtida foi destilada a 

pressão reduzida). O número de equivalentes apresentado para o nucleófilo tem em 

conta o pressuposto de que a reacção de sulfonação de MHD (102) apresenta um 

rendimento de 100%. A mistura reaccional foi deixada em agitação por 72h, a 37 ºC e 

a sua evolução foi seguida por HPLC-DAD analítico. A mistura reaccional foi também 

analisada por LC-ESI(+)-MS e LC-ESI(-)-MS. 

III.4. Avaliação da reactividade da carbamazepina (62) vs. epoxi-

carbamazepina (79) com bionucleófilos 

III.4.1. Ensaios realizados para a avaliação da reactividade da 

carbamazepina (62) com bionucleófilos e controlo da atmosfera do meio 

reaccional 

Procedimento Geral 

A uma solução 4.2 mM de CBZ (62) (1.0 eq.) em acetonitrilo (118 µL) foi 

adicionada uma solução 66.8 mM de nucleófilo (50.0 eq.) em acetato de amónio 10 

mM, pH 7.5 (374 µL), num volume final de 0.5 mL. A mistura reaccional ficou em 

agitação a 37 ºC, por 24 h sob azoto ou oxigénio, em ensaios independentes. A 

tempos distintos (Tabela III.17) foram retiradas duas aliquotas de 80 µL e a uma delas 

adicionou-se uma solução 3.8 mM de NVP (3) em acetato de amónio 10 mM, pH 7.5 

(20 µL) como padrão interno. Paralelamente foram também realizados ensaios em 

branco) na ausência de nucleófilo (Tabela III.17). 
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Tabela III.17. Condições experimentais usadas nos ensaios para a formação de adutos entre 

diferentes nucleófilos e a CBZ (62). 

Ensaio Nucleófilo Atmosfera 

Observação de adutos entre nucleófilo e a 

CBZ (62) 

2 h 24 h 

1 NAC O2 + + 

2 NAC N2 + + 

3 NAL O2 - - 

4 NAL N2 - - 

5 GSH O2 - + 

6 GSH N2 - + 

Branco 1 - O2 - - 

Branco 2 - N2 - - 

 

Todos os ensaios foram analisados por LC-ESI(+)-MS e sempre que necessário 

também por HRMS-ESI(+), tendo-se observado a formação de vários adutos 

dependendo do nucleófilo utilizado. A caracterização de todos os compostos 

observados pode ser encontrada no capítulo II, secção 2.1.3.. 

III.4.2. Ensaios realizados para a avaliação da reactividade da 

carbamazepina (62) com bionucleófilos em água marcada isotópicamente 

com 18O 

Procedimento Geral 

A uma solução de CBZ (62) (1.0 eq.) em acetonitrilo adicionou-se uma solução 

de GSH (50.0 eq.) em solvente adequado (Tabela III.18). A mistura reaccional foi 

deixada em agitação a 37 ºC, durante 24 h. Em alguns ensaios a mistura reaccional foi 

mantida sob azoto ou oxigénio em ensaios independentes (Tabela III.18). 

Tabela III.18. Condições experimentais usadas no estudo da reactividade da CBZ (62) e a 

GSH com controlo de solvente. a Neste ensaio foi usado acetonitrilo previamente seco. 

Ensaio CBZ (62) (mmol) Solvente  (4:1) (µL) Atmosfera 

1 0.5 H2O/acetonitrilo (500) Sem controlo 

2 0.5 H2O18/acetonitrilo (500) Sem controlo 

3 0.42 H2O18/acetonitriloa (50) N2 

4 0.42 H2O18/acetonitriloa (50) O2 
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Todos os ensaios foram analisados por LC-ESI(+)-MS e sempre que 

necessário também por HRMS-ESI(+), tendo-se observado a formação de vários 

adutos (Tabela III.15). A caracterização de todos os compostos observados pode ser 

encontrada no capítulo II, secção 2.1.3.. 

III.4.3. Ensaios realizados para a avaliação da reactividade da epoxi -

carbamazepina (79) com bionuclófilos 

Procedimento Geral 

A uma solução 4.2 mM de EPCBZ (79) (1.0 eq.) em acetonitrilo (126.15 µL) foi 

adicionada uma solução 66.8 mM de nucleófilo (50.0 eq.) em acetato de amónio 10 

mM, pH 7.5 (373.85 µL), num volume final de 0.5 mL. A mistura reaccional ficou em 

agitação a 37 ºC, durante 24 h. A tempos distintos (Tabela III.19) foram retiradas duas 

aliquotas de 80 µL e a uma delas adicionou-se uma solução de 20 µL de uma solução 

3.8 mM de NVP (3) em acetato de amónio 10 mM, pH 7.5, como padrão interno. 

Paralelamente foram também realizados ensaios em branco na ausência de nucleófilo 

(Tabela III.19). 

Tabela III.19. Condições experimentais usadas nos ensaios de reactividade do EPCBZ (79) 

com diferentes nucleófilos. a Neste ensaio não foi adicionado electrófilo; b Neste ensaio não foi 

adicionado nucleófilo. 

Ensaio  Nucleófilo 
Observação de adutos com o EPCBZ (79) 

0.5 h 2 h 4h 6h 24h 

1 NAC - - - + + 

2 NAL - - - - - 

3 GSH - - - + + 

Branco 1a NAC - - - - - 

Branco 2 a NAL - - - - - 

Branco 3 a GSH - - - - - 

Branco 4b - - - - - - 

 

Todos os ensaios foram analisados por LC-ESI(+)-MS e sempre que necessário 

também por HRMS-ESI(+), tendo-se observado a formação de vários adutos (Tabela 

III.16). A caracterização de todos os compostos observados pode ser encontrada no 

capítulo II, secção 2.1.3.. 
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III.5. Ensaios para a formação de aductos com o péptido LQQCPF 

Procedimento geral 

A uma solução de electrófilo em acetonitrilo (100 µL) adicionou-se lentamente 

uma solução do péptido LQQCPF em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (400 µL), numa 

proporção mássica 2:1 (electrófilo:péptido). A mistura reaccional foi deixada em 

agitação a 37 ºC por 48h. Ao fim deste tempo fez-se uma extracção com acetato de 

etilo (3x 500µL) e a fase aquosa foi analisada por HPLC-DAD e LC-HRMS-ESI (+). 

III.5.1. Por reacção com a carbamazepina (62) 

A reacção foi efectuada de acordo com o procedimento geral descrito em III.5. 

na presença do electrófilo CBZ (62) (1.0 mg, 4.23 μmol).  

III.5.2. Por reacção com epoxi-carbamazepina (79) 

A reacção foi efectuada de acordo com o procedimento geral descrito em III.5. 

na presença do electrófilo EPCBZ (79) (1.0 mg, 3.97 μmol).  

III.5.3. Por reacção com a IAA 

A reacção foi efectuada de acordo com o procedimento geral descrito em III.5. 

na presença do electrófilo IAA (1.0 mg, 5.41 μmol). A mistura reaccional foi deixada 

em agitação a 37 ºC, por 48h, ao abrigo da luz. 

III.6. Ensaios para a formação de adutos com 2’-desoxinucleósidos  

Método I  

A uma solução de electrófilo (1.0 eq.) em DMF (150 μL) foi adicionada uma 

solução de nucleósido (1.0 eq.) em água/DMF (1:1) (300 µL). A mistura reaccional 

ficou em agitação, a 37 ºC, por 48 h. Paralelamente, fez-se um ensaio em branco onde 

apenas se colocou uma solução de electrófilo nas mesmas condições.  

Método II 

A uma solução de electrófilo (1.0 eq.) em DMF (150 μL) foi adicionada uma 

solução de nucleósido (1.0 eq.) em água/DMF (1:1) (300 µL). A mistura reaccional 

ficou em agitação, a 37 ºC, por 30 min. De seguida, foi adicionado cianoborohidreto de 

sódio (4.0 eq.) e deixou-se em agitação por 48h, a 37 ºC. Paralelamente, fez-se um 
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ensaio em branco onde apenas se colocou uma solução de electrófilo nas mesmas 

condições, incluindo a adição do redutor.  

III.6.1. A partir da oxcarbazepina (63) 

III.6.1.1. Reacção com a 2’-desoxiguanosina (48) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Método I e II descrito em III.5.1., na 

presença de uma solução de OXCBZ (63) (2.0 mg, 8.2 μmol, 1.0 eq.) e uma solução 

de 2’-desoxiguanosina (48, 2’-dG) (2.25 mg, 8.2 μmol, 1.0 eq.). Relativamente à 

reacção efectuada de acordo com o método II, adicionou-se o redutor (2 mg, 3.1 

μmol, 4.0eq.) após 30 min. do inicio da reacção. As misturas reaccionais finais foram 

analisadas por LC-ESI(+)-MS. 

III.6.1.2. Reacção com a 2’-desoxiadenina (49) 

A reacção foi efectuada de acordo com o método I e II descrito em III.5.1., na 

presença de uma solução de OXCBZ (63) (2.0 mg, 8.2 μmol, 1.0 eq.) e uma solução 

de 2’-desoxiadenina (49, 2’-dA) (3.9 mg, 8.2 μmol, 1.0 eq.). Relativamente à reacção 

efectuada de acordo com o método II, adicionou-se o redutor (2 mg, 3.1 μmol, 4.0eq.) 

após 30 min. do início da reacção. As misturas reaccionais finais foram analisadas por 

LC-ESI(+)-MS. 

III.6.2. A partir do 10,11-di-hidro-10-sulfoxi-5H-dibenzo [b,f]azepina-5-

carboxamida (110) 

III.6.2.1. Reacção com a 2’-desoxiguanosina (48) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Método I descrito em III.5., na 

presença de uma solução de MHD-SO3
- (110) (2.0 mg, 6.0 μmol, 1.0 eq.) e uma 

solução de 2’-dG (48) (1.7 mg, 6.0 μmol, 1.0 eq.). A mistura reaccional final foi 

analisada por LC-ESI(+)-MS. 

III.6.2.2. Reacção com a 2’-desoxiadenina (49) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Método I 

descrito em III.5., na presença de uma solução de MHD-

SO3
- (110) (2.5 mg, 7.5 μmol, 1.0 eq.) e uma solução de 

2’-dA (49) (2.0 mg, 6.0 μmol, 1.0 eq.). A análise da 

mistura reaccional final por LC-ESI(+)-MS mostrou a 

formação do aduto 10-(desoxiadenina-N-il)-10,11-dihidro-
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5H-di-benzo-[b,f]-azepina-5-carboxamida (10-dA-OXCBZ, 176) apresentando MS 

(ESI+) m/z: 488 [M+H]+, 372 [M+H-dR]+, 252 [dA+H]+, 237 [M+H-dA]+. 

III.7. Modificação de proteinas do sangue  

III.7.1. Modificação da hemoglobina humana (Hb) 

Procedimento Geral 

A uma solução de Hb em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 foi adicionado uma 

solução de um electrófilo em MeCN, THF ou DMF (em 10% do volume relativamente à 

fase aquosa), numa proporção proteina:metabolito 1:1 (m/m). A mistura reaccional foi 

deixada em agitação a 37 ºC, durante 48 h. Após este tempo, a mistura reaccional foi 

extraída com AcEt (2x o volume final da reacção) e a fase orgânica evaporada à 

secura. Paralelamente foi efectuado um ensaio em branco em tudo igual ao descrito 

anteriormente, excepto a presença do electrófilo. 

III.7.1.1. Reacção com epoxi-carbamazepina (79) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.7.1., na presença de uma solução de EPCBZ (79) (1.0 mg, 3.97 µmol) em 

acetonitrilo (100 μl). O resíduo sólido obtido foi redissolvido no solvente adequado e 

submetido a hidrólise como descrito em III.9.1.1.2.B. e alíneas subsequentes. 

III.7.1.2. Reacção com dibenzo[b,e]piridina-9-carboxaldeído (88) 

Os ensaios foram efectuados de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.7.1., utilizando as condições reaccionais descritas no Tabela III.20. Cada ensaio foi 

efectuado na presença de uma solução de 9AL (88) (2.0 mg, 9.66 μmol, 1.0 eq.) em 

THF (200 μl). No ensaio 2 (Tabela III.20), a mistura reaccional foi deixada reagir por 1h 

e adicionou-se NaBH3CN (1.2 mg, 19.3 μmol, 2.0 eq), continuando em agitação a 37 

ºC, durante 48 h. Os resíduos sólidos obtidos foram redissolvidos no solvente 

adequado e submetidos a hidrólise como descrito III.9.1.1.3.B. e alíneas 

subsequentes. 
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Tabela III.20. Condições experimentais utilizadas nos ensaios para a modificação da Hb com 

9-AL (88), na presença ou ausência de redutor. 

Ensaio 9-AL (88) (mg) NaBH3CN (eq.) 

1 2.0 - 

2 2.0 2.0 

 

III.7.1.3. Reacção com oxcarbazepina (63) 

Os ensaios foram efectuados de acordo o Procedimento Geral descrito em 

III.7.1, utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.21. Cada ensaio foi 

efectuada na presença de OXCBZ (63) (1.0 mg, 3.97 µmol, 1.0 eq.) em DMF (100 μL). 

No ensaio 2 (Tabela III.21), após 16 h em agitação, a 37 ºC, foi adicionado NaBH3CN 

de sódio (1.0 mg, 15.9 μmol, 4.0 eq.) e deixou-se em agitação à mesma temperatura, 

até às 48 h. Os resíduos sólidos obtidos foram redissolvidos no solvente adequado e 

submetidos a hidrólise como descrito em III.9.1.1.4.B. e alíneas subsequentes. 

 

Tabela III.21. Condições experimentais utilizadas nos ensaios para a modificação da Hb com 

OXCBZ (63), na presença ou ausência de redutor. 

Ensaio OXCBZ (63) (mg) NaBH3CN (eq.) 

1 1.0 - 

2 1.0 4.0 

 

III.7.2 Modificação da albumina do soro humano (HSA) 

Procedimento geral 

A uma solução de HSA em tampão fosfato 50 mM, pH7.4 foi adicionada uma 

solução de um electrófilo em MeCN, THF ou DMF (até 10% do volume relativamente à 

fase aquosa), numa proporção mássica (proteína:electrófilo) variável. A solução foi 

deixada em agitação lenta a 37 ºC, por 48 h. Após este tempo, a mistura reaccional foi 

submetida ao tratamento adequado e subsequentemente a uma digestão como 

descrito em III.9.2. e alíneas seguintes. Paralelamente foi efectuado um ensaio em 

branco em tudo igual ao descrito anteriormente, excepto na presença do electrófilo. 
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III.7.2.1. Reacção com carbamazepina (62) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.7.2., na presença de uma solução de CBZ (62) em THF ou MeCN e utilizando as 

condições descritas na Tabela III.22. Para cada ensaio foi efectuada uma digestão 

descrita em III.9.2.1.. 

Tabela III.22. Condições experimentais utilizadas para a tentativa de formação dos adutos 

entre o HSA e CBZ (62). 

Ensaio HSA (mg) 62 (mg) Solvente (mL) 

1 1.0 1.0 Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF (1.0/0.1) 

2 1.0 0.5 Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF (1.0/0.1) 

3 1.0 0.1 Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/ THF (1.0/0.1) 

4 1.0 1.0 Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/MeCN (1.0/0.1) 

 

III.7.2.2. Reacção com epoxi-carbamazepina (79) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.7.2., na presença de uma solução de EPCBZ (79) em THF ou MeCN e utilizando as 

condições descritas na Tabela III.23. Para cada ensaio foi efectuada uma digestão 

descrita em III.9.2.2.. 

Tabela III.23. Condições experimentais utilizadas para a tentativa de formação dos adutos 

entre o HSA e EPCBZ (79). 

Ensaio HSA (mg) 79 (mg) Solvente (mL) 

1 1.0 1.0 Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF (1.0/0.1) 

2 1.0 0.5 Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/THF (1.0/0.1) 

3 1.0 0.1 Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/ THF (1.0/0.1) 

4 1.0 1.0 Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4/MeCN (1.0/0.1) 

 

III.7.2.3. Reacção dibenzo[b,e]piridina-9-carboxaldeído (88) 

As reacções foram efectuadas de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.7.2., na presença de uma solução de 9AL (88) em THF (100 μL) e utilizando as 

condições descritas na Tabela III.24. No Ensaio 2 (Tabela III.24) foi adicionado 

NaBH3CN (2.0 eq.) após 16 h do inicio da reacção. Em todos os ensaios a mistura 
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reaccional ficou em agitação por 48 h, a 37 ºC. O número de equivalentes apresentado 

para o redutor tem em conta o pressuposto que 88 foi consumido na sua totalidade. 

Para cada ensaio foi efectuada uma digestão descrita em III.9.2.4.. 

Tabela III.24. Condições experimentais utilizadas para a tentativa de formação dos adutos 

entre o HSA e 9-AL (88). 

Ensaio HSA (mg) 9-AL (88) (mg) NaBH3CN 

1 1.0 1.0 - 

2 1.0 1.0 + 

 

III.7.2.4. Reacção com 2-hidroxi-carbamazepina (82) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.7.2., na presença de um electrófilo gerado previamente. A uma solução de 2-

OHCBZ (82) (0.5 mg, 1.97 μmol, 1.0 eq.) em THF (100 μL) foi adicionada uma solução 

de sal de Frémy (0.7 mg, 2.4 μmol, 1.2 eq.) em tampão fosfato 100 mM, pH 7.4 (200 

μL). A mistura reaccional ficou em agitação por 30 min., a 37 ºC. Após a extracção 

com diclorometano (2 x 1 mL), a fase orgânica foi evaporada com fio de azoto e 

redissolvida em THF (50 μL). A esta solução foi adicionada uma solução de HSA (0.5 

mg) em tampão fosfato (500 μL) ficando em agitação por 48 h, a 37 ºC. Para este 

ensaio foi efectuada uma digestão descrita em III.9.2.3.. 

III.7.2.5. Reacção com oxcarbazepina (63) 

As reacções foram efectuadas de acordo com o Procedimento Geral descrito 

em III.7.1., na presença de uma solução de OXCBZ (63) em MeCN ou DMF (50 μL) e 

utilizando as condições descritas na Tabela III.25. Em todos os ensaios a mistura 

reaccional ficou em agitação por 48 h, a 37 ºC. Nos ensaios 3 e 4 foi adicionado um 

redutor (2.5 a 4.0 eq.) (ver Tabela II.25). Nos ensaios 1 e 3 a mistura reaccional ficou 

em agitação a 37 ºC por mais 16h, após a adição do redutor enquanto que nos 

ensaios 2 e 4, a mistura reacional ficou em agitação por 1 h. O número de 

equivalentes apresentado para o redutor tem em conta o pressuposto que 63 foi 

consumido na sua totalidade. Para cada ensaio foi efectuada uma digestão descrita 

em III.9.2.5.. 
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Tabela III.25. Condições experimentais utilizadas para a tentativa de formação dos adutos 

entre o HSA e OXCBZ (63). 

Ensaio HSA (mg) 63 (mg) Solvente (550 μL) Redutor (eq.) 

1 0.5 0.5 tampão fosfato 50 mM, pH7.4/MeCN - 

2 0.5 0.5 tampão fosfato 50 mM, pH7.4/DMF - 

3 0.5 0.5 tampão fosfato 50 mM, pH7.4/MeCN NaBH3CN (4.0) 

4 0.5 0.5 tampão fosfato 50 mM, pH7.4/DMF NaBH4 (2.5) 

 

III.7.1.6 Reacção com 10,11-di-hidro-10-sulfoxi-5H-dibenzo [b,f]azepina-5-

carboxamida (110) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.7.1., na presença de uma solução de MHD-SO3
- (110) (1.0 mg) em DMF (100 μL) e 

uma solução de HSA (1.0 mg) em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (900 μL). Para este 

ensaio foi efectuada uma digestão descrita em III.9.2.6.. 

 

III.8. Ensaios para a formação de adutos com ácido desoxirribonucleico.  

Procedimento Geral  

A uma solução stock de ácido desoxirribonucleico (DNA) em 5 mM Bis-Tris, 0.1 

mM EDTA, pH 7.0 adicionou-se uma solução de electrófilo [razão mássica 

DNA:electrófilo (1:1)] em acetonitrilo ou DMF. A mistura reaccional ficou em agitação, 

a 37 ºC por 48h, com uma agitação lenta (300 rpm). Após a remoção do electrófilo não 

ligado covalentemente ao DNA, com acetato de etilo (2 x 1mL), o DNA foi precipitado 

com a adição de 5 M NaCl e etanol, num banho de acetona/azoto liquido (-21 ºC). A 

mistura reaccional foi centrifugada e o pellet obtido, lavado com 70 % etanol frio. O 

sobrenadante foi retirado e o pellet foi redissolvido em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM EDTA, 

pH 7.0 para posterior hidrólise (ver III.9.1). Paralelamente fez-se um ensaio em branco 

semelhante ao descrito na ausência de electrófilo. Todos os passos subsequentes 

foram também realizados.  

III.8.1. A partir da epoxi-carbamazepina (79) 

Os ensaios foram efectuados de acordo o Procedimento Geral descrito em 

III.8., a partir de uma solução stock de DNA (2.0 mg/mL) em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM 

EDTA, pH 7.0 (1 mL) e uma solução de EPCBZ (79) (2 mg, 19.8 μmol) em acetonitrilo 
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(200 μL). A precipitação do DNA foi realizada com a adição de 5 M NaCl (45 μL) e 

etanol (1.5 mL), num banho de acetona/azoto liquido (-21 ºC). A mistura reaccional foi 

centrifugada e o pellet obtido, lavado com 70 % etanol frio (1.5 mL). O sobrenadante 

foi retirado e o pellet foi redissolvido em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.0 (2 mL) 

tendo sido submetido às hidrólises térmica e enzimática descritas em III.9.1.1.1 e 

III.9.1.2.1., respectivamente. 

III.8.2. A partir da oxcarbazepina (63) 

Os ensaios foram efectuados de acordo o Procedimento Geral descrito em 

III.8., utilizando as condições reaccionais descritas na Tabela III.26. Cada ensaio foi 

preparado a partir de uma solução stock de DNA (2.0 mg/mL) em 5 mM Bis-Tris, 0.1 

mM EDTA. No Ensaio 2 (Tabela III.26), após as 48h em agitação a 37 ºC foi 

adicionado NaBH3CN (4 mg, 63.5 μmol, 4.0 eq.) e deixou-se em agitação à mesma 

temperatura, por 1h. A precipitação do DNA para todos os ensaios foi realizada com a 

adição 5 M NaCl (90 μL) e etanol (3.0 mL), num banho de acetona/azoto liquido (-21 

ºC). A mistura reaccional foi centrifugada e o pellet obtido, lavado com 70 % etanol frio 

(3.0 mL). O sobrenadante foi retirado e o pellet foi redissolvido em 5 mM Bis-Tris, 0.1 

mM EDTA, pH 7.0 (2.5 mL para o Ensaio 1 e 2.0 mL para o Ensaio 2) tendo sido 

submetido às hidrólises térmica e enzimática descritas em III.9.1.1.2. e III.9.1.2.2., 

respectivamente. Paralelamente fizeram-se ensaios em branco semelhantes ao 

descrito na ausência de electrófilo e/ou presença de redutor. Todos os passos 

subsequentes foram igualmente realizados.  

Tabela III.26. Condições experimentais utilizadas nos ensaios para a tentativa de formação dos 

adutos entre o DNA e OXCBZ (63). 

Ensaio Sol. stock DNA (2.0 mg/mL) (mL) OXCBZ (63) (μmol) NaBH3CN  

1 2.5 19.7 - 

2 2.0 15.8 + 

 

III.8.3. A partir da 10,11-di-hidro-10-sulfoxi-5H-dibenzo [b,f]azepina-5-

carboxamida (110) 

Os ensaios foram efectuados de acordo o Procedimento Geral descrito em 

III.8., a partir de uma solução stock de DNA (1.0 mg/mL) em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM 

EDTA, pH 7.0 (4 mL) e uma solução de MHD-SO3
- (108) (4 mg, 19.8 μmol) em DMF 

(400 μL). A precipitação do DNA foi realizada com a adição de 5 M NaCl (45 μL) e 



Desenvolvimentos de novos biomarcadores de toxicidade dos fármacos carbamazepina e oxcarbazepina 

 

264 
 

etanol (1.5 mL), num banho de acetona/azoto liquido (-21 ºC). A mistura reaccional foi 

centrifugada e o pellet obtido, lavado com 70 % etanol frio (1.5 mL). O sobrenadante 

foi retirado e o pellet foi redissolvido em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.0 (2 mL) 

tendo sido submetido às hidrólises térmica e enzimática descritas em III.9.1.1.3. e 

III.9.1.2.3., respectivamente. 

III.9. Hidrólise de proteínas e DNA modificados com electrófilos reactivos 

da carbamazepina (62) e oxcarbamazepina (63) 

III.9.1. Hidrólise da hemoglobina humana (Hb) modificada 

III.9.1.1. Método de degradação de Edman 

Método Geral I 

Procedimento efectuado de acordo com o descrito na literatura [332, 333]. Para 

uma solução de 1.0 mg de hemoglobina ou aminoácido modificados, em DMF (125 μL) 

foi adicionada uma solução 1M de hidróxido de sódio (NaOH) (5 μL) e 

fenilisotiocianato (PITC) (0.75 μL). A solução foi deixada em agitação lenta a 37 ºC por 

2h, seguida de 1h a 45 ºC. À mistura reaccional foi adicidionado água (1.0 mL) 

seguida de uma extracção com acetato de etilo (2 x 1 mL). A fase orgânica foi 

evaporada a pressão reduzida. A mistura obtida foi analisada por LC-ESI(+)-MS. 

Método Geral II 

 Para uma solução de 1.0 mg de hemoglobina ou aminoácido modificado, em 

água/2-propanol 40% (45 μL) foi adicionada uma solução 5M acetato de potássio (2.5 

μL) e fenilisotiocianato (PITC) (0.25 μL). A solução foi deixada em agitação lenta, à 

temperatura ambiente por 16h, seguida de 2h a 45 ºC. Após remoção do 2-propanol 

por evaporação a pressão reduzida, a mistura reaccional foi extraída com acetato de 

etilo (2 x 1mL). A fase orgânica foi evaporada a pressão reduzida e a mistura obtida foi 

analisada por LC-ESI(+)-MS. 

III.9.1.1.1. Hemoglobina modificada com epoxi-carbazepina (79) 

A. Preparação do aduto de Edman a partir da hemoglobina modificada.  

A reacção foi efectuada de acordo com o Método Geral I e II descrito em 

III.9.1.1., a partir de uma solução de Hb modificada, previamente gerada segundo o 

procedimento descrito em III.7.1.1., e utilizando as condições desritas na Tabela III.27. 

Paralelamente foi efectuado um ensaio em branco, em tudo semelhante excepto na 

presença do EPCBZ (79).  
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Tabela III.27. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de destacamento da valina N-

terminal da Hb modificada com EPCBZ (79). 

Ensaio Hb modificada (mg) Método solvente (μL) Base (μL) PITC (μL) 

1 8.4 I 125 5 0.75 

2 1 II 190 10 1 

 

A análise da mistura reaccional final por LC-ESI(+)-MS de cada ensaio mostrou a 

formação do aduto ValOEt-EPCBZ-Ed-1 (171), apresentando as mesmas 

características apresentadas em III.3.1.1.2.1.. 

III.9.1.1.2. Hemoglobina modificada com dibenzo[b,e]piridina-9-

carboxaldeído (88) 

A. Preparação do aduto de Edman a partir da hemoglobina modificada  

A reacção foi efectuada de acordo com o Método Geral II descrito em III.9.1.1., a 

partir de uma solução de Hb (2.0 mg) modificada em água/2-propanol 40% (190 μL), 

previamente gerada segundo o procedimento descrito em III.7.1.2., e utilizando uma 

solução 5 M de acetato de potássio (10 μL) e fenilisotiocianato (PITC) (1 μL). 

Paralelamente foi efectuado um ensaio em branco, em tudo semelhante excepto na 

presença do 9-AL (88). A análise da mistura reaccional final por LC-ESI(+)-MS de 

cada ensaio mostrou a formação do aduto ValOEt-9-AL-Ed-1 (184), apresentando as 

mesmas características apresentadas em III.3.5.1.. 

III.9.1.1.4. Hemoglobina modificada com oxcarbazepina (63) 

B. Preparação do aduto de Edman a partir da hemoglobina modificada  

Os ensaios foram efectuadas de acordo com os Método Geral I e II descrito em 

III.9.1.1., a partir de uma solução de Hb modificada previamente e gerada segundo o 

procedimento descrito em III.7.1.3., e utilizando as condições reaccionais descritas na 

Tabela III.28. Paralelamente a cada ensaio, efectuado um ensaio em branco, em tudo 

semelhante excepto na presença de 63.  
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Tabela III.28. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de destacamento da valina N-

terminal da Hb modificada com OXCBZ (63). 

Ensaio Hb (mg) NaBH3CN (eq.) Método Solvente (μL) Base (μL) PITC (μL) 

1 1 - I 125 5 0.75 

2 1 4.0 I 125 5 0.75 

3 1 - II 190 10 1 

4 1 4.0 II 190 10 1 

 

III.9.2. Digestão da albumina de soro humano (HSA) modificada 

Todas as misturas reaccionais de HSA modificadas com os vários electrófilos 

considerados, obtidas de acordo com o Procedimento Geral descrito em III.7.2. e 

alíneas seguintes, foram digeridas após o tratamento adequado da mistura reaccional. 

As misturas reaccionais correspondentes a cada um dos ensaios sofreram um ou mais 

dos tratamentos descritos na Tabela III.29, sendo de seguida evaporadas à secura a 

pressão reduzida. 

Tabela III.29. Condições experimentais utilizadas no tratamento das misturas reaccionais de 

HSA modificada com vários electrófilos. 

Tratamento Descrição 

A 

Precipitação da proteína com acetona (4 x volume total da mistura 

reaccional) por 3 h, a 0ºC. Após este tempo, o sobrenadante foi 

removido. 

B 

Filtração da mistura reaccional em tubos de filtração Amicon® Ultra, 

com cut-off 10 kDa (Millipore). A solução retida no filtro foi lavada com 

água (2 x 200 µL). 

 

C 
Remoção do electrófilo não ligado covalentemente à HSA, por 

extracção com CH2Cl2 ou AcEt (2 x 1 mL) seguido de precipitação da 

proteína nas mesmas condições descritas em A. 

D Remoção do electrófilo não ligado covalentemente à HSA, por 

extracção com AcEt (3x 1mL) 

  

 



Capítulo III • Parte Experimental 
 

267 
 

Os métodos de digestão utilizados foram os seguintes: 

Método Geral I 

Para cada ensaio, a HSA modificada previamente seca (0.25-2.0 mg) foi 

dissolvida numa solução de 6 M de ureia em 50 mM de tampão Tris-HCl, pH 8.5 (100 

µL). De seguida, diluiu-se lentamente esta solução, com uma solução 50 mM de 

bicarbonato de amónio, pH 8.5, até uma concentração final de 1 M de ureia (500 µL). 

A esta nova mistura diluída, adicionou-se uma solução 200 mM de DTT em 50 mM de 

tampão Tris-HCl, pH 8.5 (30 µL, Cf~10 mM) e deixou-se em agitação lenta por 30 min. 

à temperatura ambiente. Após este tempo, adicionou-se uma solução 200 mM de IAA 

em 50 mM de tampão Tris-HCl, pH 8.5 (30 µL, Cf~10 mM) e deixou-se em agitação 

lenta à temperatura ambiente durante mais 30 min.. Foi adicionada à mistura 

reaccional uma solução 1 M de CaCl2 (1 µL, Cf~1.0 mM) seguida de uma solução de 

1.0 mg/mL de tripsina em 50 mM de bicarbonato de amónia, pH 8.5 (100 µL) e numa 

proporção protease:proteína 1:20 (m/m). A mistura reaccional ficou em agitação por 16 

h, a 37 ºC e ao fim deste tempo adicionou-se nova carga de protease. A mistura 

reaccional ficou em agitação por mais 16 h. Para terminar a actividade da protease, 

adicionou-se ácido fórmico (10% do volume final) e centrifugou-se a 5000 rpm por 5 

min.. A mistura de péptidos obtida foi analisada por HRMS-ESI(+). 

Método Geral II 

O procedimento foi adaptado da literatura [334]. Para cada ensaio, a HSA 

modificada (0.25-2.0 mg) previamente seca foi dissolvida numa solução de 6 M de 

ureia em 50 mM de tampão Tris-HCl, pH 8.5 (100 µL). De seguida, diluiu-se 

lentamente esta solução, com uma solução 50 mM de bicarbonato de amónio, pH 8.5, 

até uma concentração final de 1 M de ureia (500 µL). A esta nova mistura diluída, 

adicionou-se uma solução 200 mM de DTT em 50 mM de tampão Tris-HCl, pH 8.5 (30 

µL, Cf~10 mM) e deixou-se em agitação lenta por 30 min. à temperatura ambiente. 

Após este tempo, adicionou-se uma solução 200 mM de IAA em 50 mM de tampão 

Tris-HCl, pH 8.5 (30 µL, Cf~10 mM) e deixou-se em agitação lenta à temperatura 

ambiente durante mais 30 min.. À mistura reaccional foi adicionada uma solução 1.0 M 

de CaCl2 (1 µL, Cf~1.0 mM) seguida de uma solução 1.0 mg/mL de cada protease, 

tripsina e quimotripsina (100 µL cada) numa proporção proteína:protease 1:20 (m/m). 

A mistura reaccional ficou em agitação por 16 h, a 37 ºC e ao fim deste tempo 

adicionou-se nova carga das duas proteases. A mistura reaccional ficou em agitação 

por mais 16 h. Para terminar a actividade da protease, adicionou-se ácido fórmico 
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(10% do volume final) e centrifugou-se a 5000 rpm por 5 min.. A mistura de péptidos 

obtida foi analisada por HRMS-ESI(+). 

Método Geral III 

Este procedimento foi adaptado do Método I. Para cada ensaio, a HSA 

modificada previamente seca (0.25-2.0 mg) foi dissolvida numa solução de 50 mM de 

bicarbonato de amónia pH 8.5, (600 µL). De seguida, adicionou-se uma solução 200 

mM de DTT em 50 mM de tampão Tris-HCl, pH 8.5 (30 µL, Cf~10 mM) e deixou-se em 

agitação lenta por 30 min. à temperatura ambiente. Após este tempo, adicionou-se 

uma solução 200 mM de IAA em 50 mM de tampão Tris-HCl, pH 8.5 (30 µL, Cf~10 

mM) e deixou-se em agitação lenta à temperatura ambiente durante mais 30 min.. Foi 

adicionada à mistura reaccional uma solução 1 M de CaCl2 (1 µL, Cf~1.0 mM) seguida 

de uma solução de 1.0 mg/mL de tripsina em 50 mM de bicarbonato de amónio, pH 

8.5 (100 µL) e numa proporção proteína:protease 1:20 (m/m). A mistura reaccional 

ficou em agitação por 16 h, a 37 ºC e ao fim deste tempo adicionou-se nova carga de 

protease. A mistura reaccional ficou em agitação por mais 16 h. Para terminar a 

actividade da protease, adicionou-se ácido fórmico (10% do volume final) e 

centrifugou-se a 5000 rpm por 5 min.. A mistura de péptidos obtida foi analisada por 

HRMS-ESI(+). 

Método Geral IV 

Este procedimento foi adaptado do Método I. Para cada ensaio, por cada 100 µg 

de HSA modificada previamente seca foi dissolvida numa solução 6 M de Ureia em 50 

mM bicarbonato de amónia, pH 8.5 (100 μL). De seguida, adicionou-se uma solução 

200 mM de DTT (5 μL, Cf:10 mM) e deixou-se em agitação por 1 h, a 37 ºC. Após este 

tempo, adicionou-se uma solução 200 mM IAA (29 μL, Cf:55 mM) e deixou-se à 

temperatura ambiente, ao abrigo da luz por 30 min.. A mistura reaccional foi diluída 

com uma solução 50 mM de bicarbonato de amónia, pH 8.5 (500 µL) até obter 1 M de 

ureia e adicionou-se uma solução 1.0 mg/mL de Tripsina (5 µL) numa proporção 

protease:proteina de 1:20 (m/m). A mistura reaccional ficou em agitação por 16 h, a 37 

ºC. Para terminar a actividade da protease, adicionou-se ácido fórmico (10% do 

volume final) e centrifugou-se a 5000 rpm por 5 min.. A mistura de péptidos obtida foi 

analisada por HRMS-ESI(+). 

Método Geral V 
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Para cada ensaio, por cada 100 µg de HSA modificada previamente seca foi 

dissolvida numa solução 6 M de ureia em 50 mM bicarbonato de amónio, pH 8.5 (100 

μL). De seguida, adicionou-se uma solução 200 mM de DTT (5 μL, Cf:10 mM) e 

deixou-se em agitação por 1 h, a 37 ºC. Após este tempo, adicionou-se uma solução 

200 mM IAA (29 μL, Cf:55 mM) e deixou-se à temperatura ambiente, ao abrigo da luz 

por 30 min.. A mistura reaccional foi diluída com uma solução 50 mM de bicarbonato 

de amónio, pH 8.5 (500 µL) até obter 1 M de ureia e adicionou-se uma solução 1.0 

mg/mL de Tripsina (5 µL) numa proporção protease:proteina de 1:20 (m/m). A mistura 

reaccional ficou em agitação por 16 h, a 37 ºC. Ao fim deste tempo, adicionou-se uma 

solução 1.0 mg/mL de Quimotripsina e deixou-se em agitação a 37 ºC por mais 6 h. 

Para terminar a actividade das proteases, adicionou-se ácido fórmico (10% do volume 

final) e centrifugou-se a 5000 rpm por 5 min.. A mistura de péptidos obtida foi 

analisada por por HRMS-ESI(+). 

Método Geral VI 

O procedimento usado foi adaptado da literatura [36]. Para cada ensaio, por 

cada 1.0 mg de HSA modificada em tampão fosfato 50 mM, pH 7.4 (350 µL) foi 

adicionada uma solução aquosa de Pronase E (19 µL, 530 µg/mL) e uma solução 

aquosa de leucina aminopeptidase M (8 µL, 130 µg/mL). A mistura reccional foi 

incubada por 24 h, a 37 ºC.  A mistura de aminoácidos obtida foi analisada por LC-

ESI(+)-MS sem qualquer tratamento adicional. 

 

III.9.2.1. Albumina do soro humana modificada com carbamazepina (62) 

As digestões foram efectuadas de acordo com os Métodos Gerais I a V descrito 

em III.9.2., na presença de HSA modificada com CBZ (62) como descrito em III.7.2.1.. 

As condições utilizadas bem como o tratamento prévio, à mistura reaccional, 

encontram-se na Tabela III.30. 
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Tabela III.30. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de digestão da HSA modificada 

com CBZ (62). 

Ensaio 

Condições de Modificação 
Tratamento       

pós-modificação 

Método de 

digestão HSA (µg) CBZ (62) (µg) 

1 250 250 A I 

2 250 250 A II 

3 125 250 A I 

4 125 250 A II 

5 250 250 A III 

6 250 250 A IV 

7 100 100 B IV 

8 100 100 B V 

9 100 100 C IV 

10 1000 1000 D VI 

Branco 1 250 - A I 

Branco 2 250 - A II 

Branco 3 250 250 A III 

Branco 4 250 - A IV 

Branco 5 100 - B IV 

Branco 6 100 - B V 

Branco 7 100 - C IV 

Branco 8 1000 - D VI 

 

III.9.2.2. Albumina do soro humano modificada com epoxi-carbamazepina 

(79) 

As digestões foram efectuadas de acordo com os Métodos Gerais I a V descrito 

em III.9.2., na presença de HSA modificada com EPCBZ (79) como descrito em  

III.7.2.2.. As condições utilizadas bem como o tratamento prévio, à mistura reaccional, 

encontram-se na Tabela III.31. 
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Tabela III.31. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de digestão da HSA modificada 

com EPCBZ (79). 

Ensaio 

Condições de modificação 
Tratamento      

pós-modificação 

Método de 

digestão 
HSA (µg) EPCBZ (79) (µg) 

1 250 250 A I 

2 250 250 A II 

3 125 250 A I 

4 125 250 A II 

5 250 250 A III 

6 250 250 A IV 

7 100 100 B IV 

8 100 100 B V 

9 100 100 C IV 

10 1000 1000 D VI 

Branco 1 250 - A I 

Branco 2 250 - A II 

Branco 3 250 - A III 

Branco 4 250 - A IV 

Branco 5 100 - B IV 

Branco 6 100 - B V 

Branco 7 100 - C IV 

Branco 8 1000 - D VI 

 

III.9.2.3. Albumina do soro humano modificada 2-hidroxi-carbamazepina 

(82) 

As digestões foram efectuadas de acordo com o Método Geral IV descrito em 

III.9.2., na presença de HSA modificada com 2-OHCBZ (82) como descrito em 

III.7.2.3.. As condições utilizadas para a modificação e a digestão bem como o 

tratamento prévio que antecedeu à digestão, encontram-se na Tabela III.32.  
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Tabela III.32. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de digestão da HSA modificada 

com 2-OHCBZ (82). 

Ensaio 

Condições de modificação 
Tratamento   

pós-modificação 

Método de 

digestão 
HSA (µg) 2-OHCBZ (88) (µg) 

1 500 500 A IV 

Branco 1 500 500 A IV 

 

III.9.2.4. Albumina do soro humano modificada com dibenzo[b,e]piridina-

9-carboxaldeído (88) 

As digestões foram efectuadas de acordo com o Método Geral IV descrito em 

III.9.2., na presença de HSA modificada com 9-AL (88) como descrito em III.7.2.4.. As 

condições utilizadas bem como o tratamento prévio, à mistura reaccional, encontram-

se na Tabela III.33.  

Tabela III.33. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de digestão da HSA modificada 

com 9-AL (88). 

Ensaio 

Condições de modificação 
Tratamento pós-

modificação 

Método de 

digestão 
HSA (µg) 9-AL (88) (µg) NaBH3CN 

1 500 500  A IV 

2 500 500 - A IV 

Branco 1 500 -  A IV 

Branco 2 500 - - A IV 

 

III.9.2.5. Albumina do soro humano modificada oxcarbazepina (63) 

As digestões foram efectuadas de acordo com o Método Geral IV descrito em 

III.9.2., na presença de HSA modificada com OXCBZ (63) como descrito em III.7.2.5.. 

As condições utilizadas bem como o tratamento prévio, à mistura reaccional, 

encontram-se na Tabela III.34.  

 



Capítulo III • Parte Experimental 
 

273 
 

Tabela III.34. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de digestão da HSA modificada 

com OXCBZ (63). 

Ensaio 

Condições de modificação 
Tratamento pós-

modificação 

Método de 

digestão 
HSA (µg) OXCBZ (63) (µg) Redutor 

1 100 100 NaBH3CN B IV 

2 100 100 - B IV 

3 100 100 NaBH4 B IV 

4 100 100 - B IV 

Branco 1 100 - NaBH3CN B IV 

Branco 2 100 - NaBH4 B IV 

Branco 3 100 - - B IV 

 

III.9.2.6. Albumina do soro humano modificada 10,11-di-hidro-10-sulfoxi-

5H-dibenzo [b,f]azepina-5-carboxamida (110) 

As digestões foram efectuadas de acordo com o Método Geral IV descrito em 

III.9.2., na presença de HSA modificada com MHD-SO3
- (110) como descrito em 

III.7.2.6.. As condições utilizadas na digestão bem como o tratamento que a antecede, 

à mistura reaccional, encontram-se na Tabela III.35.  

Tabela III.35. Condições experimentais utilizadas nos ensaios de digestão da HSA modificada 

com MHD-SO3
- (110). 

Ensaio 
Condições de modificação Tratamento   

pós-modificação  

Método de 

digestão HSA (µg) MHD-SO3
- (110) (µg) 

1 200 200 A IV 

Branco 1 200 200 A IV 
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III.9.3. Hidrólise do DNA modificado com oxcarbazepina (63) e electrófilos 

derivados da carbamazepina (62) e oxcarbazepina (63).  

III.9.1.1. Hidrólise térmica 

Procedimento geral  

Uma solução de DNA modificada com um electrófilo, obtida como o descrito em 

III.8. e alíneas subsequentes foi hidrolisada termicamente (adaptado de [327]). A 

solução de DNA foi aquecida a 100 ºC durante 10 min. e subsequentemente deixada 

arrefecer até a temperatura ambiente, lentamente. A mistura reaccional foi 

centrifugada por 10 min. a 15500g em tubos de filtração Amicon® Ultra, com cut-off 3 

kDa (Millipore). As fracções resultantes da filtração foram evaporadas à secura, 

redissolvidas em água e analisadas por LC-ESI(+)-MS. O mesmo procedimento foi 

aplicado aos ensaios em branco (efectuados na ausência de electrófilo). 

III.9.1.1.1. DNA modificado com EPCBZ (79) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.9.1.1., na presença de uma solução de DNA modificado com EPCBZ (79), obtida 

como descrito em III.8.1. em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.0 (1 mL). O mesmo 

procedimento foi aplicado ao ensaio em branco. 

III.9.1.1.2. DNA modificado com OXCBZ (63) 

As reacções foram efectuadas de acordo com o Procedimento Geral descrito 

em III.9.1.1., na presença de uma solução de DNA modificado com OXCBZ (63) com 

ou sem redutor, em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.0 (Tabela III.36) As soluções 

utilizadas foram obtidas como descrito em III.8.2.. O mesmo procedimento foi aplicado 

aos ensaios em branco (efectuados na ausência de electrófilo). 

Tabela III.36. Condições experimentais utilizadas nos ensaios onde se investigou a formação 

de adutos com DNA com a OXCBZ (63). 

Ensaio Sol. DNA modificada com 8 (mL) Tratamento prévio com NaBH3CN 

1 2.5 - 

2 2.0  
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III.9.1.1.3. DNA modificado com 10,11-di-hidro-10-sulfoxi-5H-dibenzo 

[b,f]azepina-5-carboxamida (108) 

A reacção foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.9.1.1., na presença de uma solução de DNA modificado com MHD-SO3
- (108), 

obtida como descrito em III.8.3. em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.0 (1 mL). O 

mesmo procedimento foi aplicado ao ensaio em branco (efectuado na ausência de 

electrófilo). 

III.9.1.2. Hidrólise enzimática 

Procedimento geral  

Uma solução de DNA modificada com um electrófilo em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM 

EDTA, pH 7.0 (volume variável), obtida como o descrito em III.8. e alíneas 

subsequentes foi hidrolisada enzimaticamente (adaptado de [326]). A cada solução 

adicionou-se 1M MgCl2 (10 μL/mg DNA), DNase I (0.1 mg/mg DNA) dissolvido numa 

solução de 150 mM NaCl, 10 mM MgCl2 (100 μL/mg DNA). A mistura reaccional ficou 

em agitação durante 3 h, a 37 ºC. De seguida, adicionou-se 1M Tris-HCl, pH 8 (10 

μL/mg DNA), fosfodiesterease I (10 μL/mg DNA) e fosfatase alcalina (4 μL/mg DNA). A 

mistura reaccional ficou a incubar por 16h, a 37 ºC. O hidrolisado resultante foi 

extraído com n-butanol pré-saturado com água (3x). As fracções orgânicas foram 

combinadas e lavadas com água pré-saturada com n-butanol (3x) e o solvente 

evaporado. O resíduo obtido foi redissolvido água e analisadas por LC-ESI(+)-MS. O 

mesmo procedimento foi aplicado aos ensaios em branco. 

III.9.1.2.1. DNA modificado com EPCBZ (79) 

A digestão foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.9.2.1., na presença de uma solução de DNA modificado com EPCBZ (79) (1 

mg/mL), obtida como descrito em III.8.1. em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.0 (1 

mL). O mesmo procedimento foi aplicado ao ensaio em branco. 

III.9.1.2.2. DNA modificado com OXCBZ (63) 

As digestões foram efectuadas de acordo com o Procedimento Geral descrito 

em III.9.2.1., na presença de uma solução de DNA modificado com OXCBZ (63) (1.0 

mg/mL) com redutor ou sem redutor, em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.0 (ver 
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Tabela III.37). As soluções utilizadas foram obtidas como descrito em III.8.2.. O 

mesmo procedimento foi aplicado aos ensaios em branco. 

Tabela III.37. Condições experimentais utilizadas nos ensaios para a tentativa de formação de 

adutos com DNA e OXCBZ (63). 

Ensaio Sol. DNA modificada com 8 (mL) Tratamento prévio com NaBH3CN 

1 2.5 - 

2 2.0  

 

III.9.1.2.3. DNA modificado com 10,11-di-hidro-10-sulfoxi-5H-dibenzo 

[b,f]azepina-5-carboxamida (110) 

A digestão foi efectuada de acordo com o Procedimento Geral descrito em 

III.9.2.1., na presença de uma solução de DNA modificado com MHD-SO3
- (110) (2 

mg/mL), obtida como descrito em III.8.3. em 5 mM Bis-Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.0 (1 

mL). O mesmo procedimento foi aplicado ao ensaio em branco. 

III.10. Incubações in vitro com a fracção sub-celular S9 de fígado de 

Humano e Rato 

Os ensaios foram realizados com uma pool de fracções sub-celulares S9 de rato 

e humano. As incubações foram efectuadas em eppendorfs de 2 mL, com 1 mL de 

solução cada e todas as soluções foram preparadas no momento do ensaio. Salvo 

indicação contraria, todas as solução foram preparadas em tampão fosfato 100 mM, 

pH 7.4. Como controlo positivo, foi utilizado o fármaco NVP (3), tendo sido submetido 

exactamente ao mesmo procedimentos que o fármaco em estudo. Todas as 

incubações foram efectuadas em duplicado. 

Utilizou-se na incubação 100 μL da fracção S9 de fígado (com concentração final 

de 2 mg.mL-1) a que foi adicionado 800 μL de tampão fosfato 100 mM (pH 7.4), 20 μL 

de uma solução 5 mM de OXCBZ (63) em DMSO, 10 μL do sistema de regeneração 

NADPH 100x (em tampão fosfato 100 mM, pH 8), 50 μL de uma solução 20 mM de 

GSH seguido da incubação a 37 ºC por 5 min. A reacção de Fase I foi iniciada pela 

adição de 10 μL de uma solução 100 mM de NADPH seguida de uma incubação a 37 

ºC por 5 min.. De seguida, o metabolismo de Fase II foi iniciado com a adição de 10 μL 

uma solução 100 mM de PAPS em tampão fosfato 100 mM (pH 8), MgCl2 5 mM. Os 

ensaios ficaram em incubação a 37 ºC por 24 h. Aliquotas de 50 μL foram recolhidas 

aos tempos de 1h, 3h, 6h e 24h às quais se adicionou 150 μL de acetonitrilo frio, de 
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forma a parar a reacção. As amostras foram centrifugadas durante 15 min. (10000g) e 

o sobrenadante recolhido e analisado por LC-ESI(+)-MS e LC-ESI(-)-MS. 

Paralelamente foram efectuadas incubações em branco onde se fez variar a ausência 

do fármaco (OXCBZ (63) ou NVP (3)), co-factores de Fase I e II (NADPH e PAPS) e 

ainda a fracção S9 (procedeu-se à sua desnaturação previa, colocando-a a 90 ºC 

durante 15 min.). Os principais compostos obtidos encontram-se descritos nas Tabelas 

II.38 e II.39. 
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Tabela III.38. Metabolitos de Fase I e II da OXCBZ (63) obtidos por incubação da fracção S9 de fígado de rato e o respectivo controlo positivo (NVP (3)). 

Ensaio – S9mix rato 
Metabolitos de Fase I Metabolitos de Fase II 

MHD (105) 12OH-NVP MHD-SO3
- (110) O-Sulfonato (107) 12SO3

--NVP (26) 

1.OXCBZ       

1 h   -   

3 h   -   

6 h   -   

24 h   -   

2. NVP      

1 h     - 

3 h     - 

6 h     - 

24 h     - 

 

Tabela III.39. Metabolitos de Fase I e II da OXCBZ (63) obtidos por incubação da fracção S9 de fígado humano e o respectivo controlo positivo (NVP (3)). 

Ensaio – S9mix humano 
Metabolitos de Fase I Metabolitos de Fase II 

MHD (105) 12OH-NVP MHD-SO3
- (110) O-Sulfonato (107) 12-SO3

--NVP (26) 

1.OXCBZ       

1 h -  - -  
3 h   - -  

6 h   - -  

24 h   -   

2. NVP      

1 h     - 

3 h     - 

6 h     - 

24 h     - 
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