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RESUMO

Considerada endémica em mais de 90 paises e territérios, a malaria € a doenca
parasitaria mais abrangente, em termos geograficos e populacionais, do mundo.
Segundo a OMS, mais de 200 milhdes de pessoas sao infectadas por ano e ha
estimativa de 400 mil ébitos no mesmo periodo. A resisténcia do plasmodio aos
farmacos disponiveis € reconhecida como um dos maiores problemas para a
erradicagdo da malaria. Com intuito de encontrar novos farmacos, SILVA e
colaboradores (2013) sintetizaram duas séries de analogos aos triterpenos acido
betulinico (AB) e acido ursodlico (AU) para melhorar a atividade terapéutica destas
moléculas, reduzir a toxicidade e procurar por novos alvos terapéuticos. O estudo
investigou a substituicdo de ésteres no carbono-3 dos acidos e avaliou a atividade
antimalarica, resultando em moléculas com bom potencial de agéo, designadas acido
3-O-butanoilbetulinico (3-OBB) e acido 3-O-butanoilursolico (3-OBU). Estas
moléculas foram semissintetizadas, caracterizadas fisico-quimicamente e métodos
analiticos foram desenvolvidos e validados para a identificacdo e quantificacdo destes
prototipos. A avaliacdo por ponto de fusdo capilar e calorimetria diferencial
exploratoria (DSC) resultou em caracterizagao térmica do composto 3-OBB, porém,
devido a degradag¢des moleculares, n&o foi efetiva na avaliagdo do composto 3-OBU.
A identidade das moléculas foi confirmada por espectroscopia no ultravioleta e
infravermelho, além de ressonancia magnética nuclear de 'H e '3C, resultando em
espectros caracteristicos e assimilaveis a estrutura quimica dos farmacos. Devido a
auséncia de padrao de referéncia compendial, um balango de massas € proposto para
identificar a pureza dos compostos sintetizados, resultando em pureza de 94,56% e
83,38% para os compostos 3-OBB e 3-OBU, respectivamente. O método analitico foi
desenvolvido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), acoplado a
detectores ultravioleta (UV) e aerossol carregado (DAC), em série. O sistema
cromatografico, operado isocraticamente e em fase reversa, consistiu em fase mével
composta por acetonitrila:agua pH 3,0 ajustado com &acido férmico (85:15, v/v), com
fluxo de 1,2 mL/min e coluna PhenoSphere Next octadecilsilano (250 mm x 4,6 mm
de didametro e 5 ym de tamanho de particula). Os cromatogramas foram registrados
em 210nm, com amostras de 3-OBB e 3-OBU, avaliadas simultaneamente, na
concentragdo de 50 pg/mL, com volume de injecdo de 20 uL e sob temperatura

controlada de 50 °C. O tempo de analise cromatografica foi de 30 min. O método se



mostrou especifico, linear, preciso e exato para ambos os analitos, 3-OBB e 3-OBU,
e foi considerado estatisticamente validado, podendo ser utilizado identificacéo e

quantificacdo dos novos farmacos.

Palavras-chave: Malaria; acido 3-O-butanoilbetulinico; acido 3-O-butanoilursolico;
novos farmacos; caracterizagao fisico-quimica; balanco de massas; CLAE/UV;,
CLAE/CAD.



ABSTRACT

Physicochemical characterization, development and validation of analytical
methods for two new derivatives of betulinic and ursolic acids presenting

antimalarial activity

Endemic in more than 90 countries and territories, malaria is the most widely,
populational and geographically, parasitic disease in the world. According to the WHO,
more than 200 million people are infected each year and an estimated 400.000 deaths
occur in the same period. Plasmodio resistance to available drugs is recognized as
one of the major problems for malaria eradication. In order to find new drugs, SILVA
and collaborators (2013) synthesized two series of analogues to the betulinic acid (BA)
and ursolic acid (UA) triterpenes to improve the therapeutic activity of these molecules,
reduce toxicity and search for new therapeutic targets. The study investigated ester
substitution on carbon-3 of BA and UA, resulting in molecules with good antimalarial
activity, designed 3-O-butanoilbetulinic acid (3-OBB) and 3-O-butanoilursolic acid (3-
OBU). These molecules were semisynthesized, physic-chemically characterized and
an analytical method was developed and validated for the identification and
quantification of these prototypes. An evaluation by capillary melting point and
differential scanning calorimetry (DSC) resulted in thermal characterization of 3-OBB
compound, but due to molecular degradations, was not effective in the evaluation of
compound 3-OBU. The identity of the molecules was confirmed by ultraviolet and
infrared spectroscopy, as well as 'H and '3C nuclear magnetic resonance, resulting in
characteristic and assimilable spectra to the chemical structure of the drugs. Due to
the absence of compendial reference standard, a mass balance is proposed to identify
the purity of the synthesized compounds, resulting in 94.56% and 83.38% of 3-OBB
and 3-OBU, respectively. Analytical method was developed by high performance liquid
chromatography (HPLC), coupled, in series, to ultraviolet (UV) and charged aerosol
(CAD) detectors. Chromatographic system, operated isocratically by reversed phase,
consisted on a mobile phase composed of acetonitrile: water pH 3.0 adjusted with
formic acid (85:15, v/v), flow rate of 1.2 mL/min and a PhenoSphere Next
octadecylsilane column (250 mm x 4.6 mm internal diameter and 5 um patrticle size).
The chromatograms were recorded at 210 nm with 3-OBB and 3-OBU samples,

simultaneously evaluated, at a concentration of 50 pg/mL, an injection volume of 20



WL at a controlled temperature of 50 ° C. The chromatographic analysis time was set
at 30 min. The method was found to be specific, linear, precise and accurate for both
analytes, 3-OBB and 3-OBU, and was considered statistically validated, so it can be

applied in the identification and quantification of the new drugs.

Keywords: Malaria; 3-O-butanoilbetulinic acid; 3-O-butanoilursolic acid; new drugs;

physicochemical characterization; mass balance; HPLC/UV; HPLC/CAD.
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1 INTRODUGAO

A malaria é considerada um dos maiores desafios do século XXI. Cientistas e
organizagdes mundiais tém unido esfor¢os para debater e encontrar alternativas para
a prevencgéo e o tratamento da doenga (GARDNER et al., 2009).

Em 2016, a Organizacdo Mundial da Saude relatou 91 paises e territérios do
mundo em situagdo endémica - estima-se que 226 milhdes de casos de malaria
tenham ocorrido neste ano e que, atualmente, cerca de 3,4 bilhdes de pessoas
estejam em risco. No Brasil, a incidéncia dos casos € considerada alta e se concentra
na regiao norte (WHO, 2016).

Patologia causada por diversos protozoarios do género Plasmodium, a malaria
tem transmissao vetorial por mosquitos do género Anopheles, o que contribui para a
ampla distribuicdo geografica e a dificuldade de controle da doenga (WHO, 2013). A
resisténcia do plasmédio aos farmacos em uso € um dos maiores problemas na
erradicagcao da doenca. Nos ultimos 30 anos, somente um farmaco sintético foi
descoberto, a mefloquina. Houve também um aumento da resisténcia do parasita da
espécie Plasmodium falciparum, o mais virulento para o ser humano, ao farmaco mais
utilizado, cloroquina (VANGAPANDU et al., 2007; WOODROW e KRISHNA, 2006).
Assim, é importante que as buscas por novos farmacos que possam ser utilizados no
combate as endemias, sejam isoladas ou associadas aos farmacos ja utilizados.

Neste sentido, SILVA e colaboradores (2013) sintetizaram duas séries de
analogos aos triterpenos acido betulinico (AB) e acido ursolico (AU), através de
esterificacdes no carbono C3 das referidas moléculas, resultando em compostos nao
citotéxicos e com comprovada atividade antimalarica. Os compostos derivados acido
3-O-butanoilbetulinico (3-OBB) e acido 3-O-butanoilursélico (3-OBU) apresentaram
atividade antimalarica até cinco vezes maior do que seus precursores, AB e AU,
respectivamente.

Para a avaliacdo e o monitoramento efetivos de um novo farmaco, é
indispensavel a elucidagcdo de aspectos ligados as caracteristicas fisico-quimicas.
Assim, o desenvolvimento de metodologias analiticas tem papel fundamental, pois
propicia uma avaliagao possivel de identificar alteragcdes que possam comprometer a
atividade terapéutica ou agregar caracteristicas téxicas ao composto (AHUJA, 2001;
YOSHIOKA et al., 2002).
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Pelas razdes estabelecidas, justifica-se o estudo dos compostos acidos 3-OBB
e 3-OBU, selecionados para analise e obtencdo de dados cientificos relacionados as
caracteristicas qualitativas e quantitativas, na forma de matéria-prima, a fim de
explorar seus potenciais terapéuticos e contribuir para o controle de qualidade destas

moléculas.



2 Objetivos
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar método analitico para a determinacdo qualitativa e
quantitativa dos compostos acido 3-O-butanoilbetulinico (3-OBB) e acido 3-O-
butanoilursolico (3-OBU) por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detectores UV (CLAE/UV) e CAD (CLAE/CAD).

2.2 Objetivos especificos

+ Caracterizar os compostos 3-OBB e 3-OBU através da determinagao da faixa
de fusédo, calorimetria diferencial exploratéria (DSC), espectroscopia no ultravioleta
(UV), no infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear (RMN) qualitativo 1H e
13C;

» Desenvolver e validar método analitico para a identificacdo e quantificacéo
simultanea dos compostos 3-OBB e 3-OBU por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) acoplada a detectores ultravioleta (CLAE/UV) e aerossol carregado
(CLAE/CAD).






3 Revisao Bibliografica
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos gerais

A malaria € uma parasitose que antecede a histéria do homem e possui
impactos histéricos desde os primordios das civilizagdes. As primeiras descrigdes
referentes a doenga datam da Grécia antiga com poemas que fazem mengéo as
febres ter¢ca e quarta, sintomas hoje relacionados a patologia (SCHLAGENHAUF,
2004). Muitos outros registros historicos, literarios e cientificos foram feitos desde
entao.

Apesar de afligir o ser humano ha trés mil anos, somente na segunda metade
do século XIX, em 1880, o agente etioldégico da malaria foi identificado. A descoberta
€ atribuida ao médico francés Charles Laveran, que nomeou o parasita flagelado de
Oscillaria malariae (LAVERAN, 1881). O parasita de Laveran era, na verdade, um dos
estagios sanguineos do Plasmodium falciparum, espécie que parasita o homem.

O termo malaria vem do italiano mal aire, em tradugéo livre, “mau ar”, uma vez
que a transmissao da doenca era relacionada ao ar de pantanos. O verdadeiro vetor
s6 foi descoberto em 1897 quando Ross estudou a transmissdo do parasita em uma
populagao aviaria e identificou a transmissao pelo mosquito Culex fatigans (ROSS,
1897). No ano seguinte, os cientistas Grassi, Bignami e Bastianelli mostraram que a
malaria humana era transmitida pelo mosquito do género Anopheles (GRASSI, 1899).

Hoje se sabe que a malaria humana é causada por cinco espécies de
protozoarios do género Plasmodium. Quatro destas espécies — Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae — sao espécies que disseminam o parasita
de pessoa para pessoa através da picada da fémea dos mosquitos do género
Anopheles. Casos da doencga pelo P. knowlesi séo raros e atribuidos a mosquitos
contaminados por macacos que picam o ser humano, chamada de transmissao
zoonotica. Das 400 espécies de mosquitos do género Anopheles conhecidas, cerca
de 30 sao vetores considerados importantes na difusdo da doenca (WHO, 2015).

O ciclo do plasmdédio, ilustrado na figura 3.1, compreende duas fases: uma
assexuada, no homem, e uma fase sexuada, que ocorre no mosquito. O prognostico
e as intermiténcias sintomaticas dependem da espécie de Plasmodium infectante. Os
termos terga maligna, ter¢a benigna e quarta sdo denominagdes da doenga causadas

pelas espécies P. falciparum, P. vivax e P. malarae, respectivamente, devido aos
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tempos de ciclo de cada protozoario — 48 horas para as malarias ter¢cas e 72 horas
para a quarta. As manifestacdes clinicas da malaria sdo devido a fase eritrocitaria no
desenvolvimento dos parasitas (BROWN et al., 2000).
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Figura 3.1 Ciclo do protozoario Plasmodium sp. (Fonte: adaptado de ADITYA et al., 2013)

Os primeiros sintomas da malaria compreendem dores de cabega, fatiga,
nausea, dores musculares e febre irregular. Convulsbes generalizadas sao
associadas especificamente ao P. falciparum (WHITE et al., 2013). Anemia severa e
hipoglicemia sdo comuns em criangas, enquanto endema pulmonar e danos renais
sdo mais comuns em adultos. A auséncia de tratamento pode levar a quadros de
acidose, coma e morte (DONDORP et al., 2013).

As intervencgdes recomendadas pela Organizagao Mundial da Saude incluem
controle do vetor; confirmagédo de diagndstico da malaria através de microscopia e

testes rapidos em todos os casos de suspeita; tratamento com agentes antimalaricos
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de acordo com a espécie de protozoario e as informagdes geograficas de resisténcia

ao farmaco, e prevencgdes especificas das populagdes mais vulneraveis (WHO, 2016).

3.2 Prevaléncia

Considerada endémica em mais de 90 paises e territérios, a malaria € a doenca
parasitaria mais abrangente, em termos geograficos e populacionais, do mundo.
Segundo a OMS, mais de 200 milhdes de pessoas sao infectadas por ano e ha
estimativa de 400 mil 6bitos no mesmo periodo (WHO, 2016).

A regido mais afetada é a Africa com mais de 90% dos casos, seguido do
sudeste da Asia, da regido do mediterraneo oriental e da América do Sul. Depois dos
paises africanos, a maior incidéncia se situa na india, no Brasil, no Vietnam, na
Colébmbia e nas llhas Salom&o. No Brasil, a regi&o amazobnica é a mais atingida com
150 mil casos confirmados e estimativa de 230 mil infectados em 2015.

Entre as faixas etarias, a maior incidéncia e mortalidade da doenca esta em
criangas de 1 a 5 anos. Geralmente criangas abaixo de um ano estdo imunizadas
pelas imunoglobulinas herdadas da mae e acima de cinco anos ja possuem um
sistema imunoldgico que resiste quando ha tratamento (WHO, 2015).

A tabela 3.1 registra os dados epidemiolégicos da incidéncia e mortalidade da

malaria, no mundo, nos ultimos anos.

Tabela 3.1 - Dados epidemiolégicos comparativos da incidéncia e mortalidade da malaria no mundo
(Fonte: Adaptado de World Malaria Report (2012 — 2016)

Numero de Numero de Numero de . % de criangas
. Numero de
Ano paises pessoas em casos e 2 menores do
P . A Obitos
endémicos risco (milhoes)? que 5 anos
2000 106 - 205-316 oo 86
milhdo
2012 - 3,4 bilhGes 135287 72 789mi 77
2013 97 (+7)° 3,4 bilhdes 124 — 283 367 — 755 mil 78
2014 - 3,3 bilhdes - - -
2015 95 (+6)° 3,2 bilhdes 149 — 303 236 — 635 mil 70
2016 91 3,4 bilhdes 148 — 304 235 — 639 mil 70

aEntre 80 e 90% dos casos e 6bitos sdo em territério africano;
bNumero de paises de territorios que eliminaram a malaria e estao sob observagao.
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Além dos fatores geograficos, o risco de infec¢ao esta associado as condigdes
socioecondmicas. Segundo estudo de meta-analise realizado em regides endémicas,
criancas de 0 a 15 anos na linha da pobreza tem o dobro de chances de contrairem a
doenga em relag&o as criangas em classes socioeconémicas mais altas (TUSTING et
al., 2013).

3.2 Farmacos

3.3.1 Terapia farmacoloégica

A terapia farmacoldgica da malaria depende da regido geografica, da espécie
de plasmaodio infectante, do estagio e do quadro clinico do paciente (WHO, 2016). A
tabela 3.2 apresenta uma relagdo dos principais farmacos utilizados na terapia de

combate a malaria.

Tabela 3.2 - Relagdo dos principais farmacos utilizados no tratamento da malaria (continua)

Mecanismo de

~ Referéncias
acao proposto

Farmaco Estrutura quimica

BAGGISH, AL;
HILL, 2002;
NIXON et al., 2013;
PAINTER, 2007.

Atua nas fungoes
mitocondriais do
parasita

Atovaquona

H,C

Modula o estresse
oxidativo do
parasita;
Atua nas funcgodes CUI, 2009.
mitocondriais do
parasita

Inibem a formagao
N(C2Hs)2 .
HN de vesiculas e

consequente
Cloroquina AN transporte proteico SLATER, 1993.
| celular;
= Inibe a formagéo de
c N hemozoina

Artemisinina
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Tabela 3.2 - Relag&o dos principais farmacos utilizados no tratamento da malaria (conclusao)

Mecanismo de

Farmaco Estrutura quimica acdo proposto Referéncias
Bloqueio da
expressao génica
Doxiciclina do apicoplasto; TAN, 2011.
Inibicdo da sintese
proteica.
Inibicdo da
TN formacgéo da
OO H/ hemozoina FRIEDMAN-
Halofantrina a Inibicdo das CATLISCH 20’09
plasmepsinas, ’ ’
proteases do
&, parasita.
HN
HO
Inibe a formacao de
hemozoina; DASSONVILLE-
Mefloquina X Degradacao do KLIMPT, 2011.
heme sanguineo.
/
N CF3
CF4
HaCO N
Inibicdo da
7 formagdo e yegscH, 1991,
Primagquina Ves'f;‘i'gis gs'zj‘fres’ DEEPIKA, 2011;
o ¢ . OLENICK, 1972.
transporte proteico
celular.
NH;
Cl
NH NH Aumenta,
Proquanil )J\ )L sinergicamente, os SRIVASTAVA,;
9 o Ny . efeitos da VAIDYA, 1999.
| H H atovaquona
H
ﬁ o) o
Sulfadoxina WAT&? al.,

S / \ Inibig&o da sintese
[ N de acido fdlico.
LT
HoN

Devido a resisténcia aos farmacos usuais, a monoterapia tem sido substituida
por associagdes de farmacos (AWEEKA; GERMAN, 2008). Um exemplo comum € o
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proguanil associado a atovaquona para agao sinérgica no tratamento (SRIVASTAVA,;
VAIDYA, 1999).

3.3.2 Resisténcia farmacoldgica

A resisténcia do plasmodio aos farmacos disponiveis é reconhecida como um
dos maiores problemas para a erradicacdo da malaria. E definida, essencialmente,
como a habilidade do parasita em se multiplicar na presenca de farmacos em
concentracdes usuais terapéuticas.

Na década de 1950, a resisténcia a cloroquina, o farmaco mais utilizado, foi
detectada no sul asiatico e na América do Sul pela primeira vez. Em 10 anos, o
problema foi observado no continente africano (MEHLOTRA et al, 2008).
Recentemente, observou-se rapido aumento da resisténcia do P. falciparum ao
farmaco em todo o mundo (WOODROW e KRISHNA, 2006). Nos ultimos 30 anos, um
unico antimalarico sintético, a mefloquina, foi desenvolvido. Além deste, somente a
artemisinina, produto natural (cascas de Artemisia annua) foi adicionado ao coquetel
de tratamento, e somente indicado para casos de malaria cerebral.

As vias de resisténcia do Plasmodium sao multiplas e dependem do farmaco
em questdo: as sulfas atingem a dihidropteroato sintase (DHPS), enzima necessaria
na sintese de acido félico do parasita, na qual a mutagao ocorre de modo progressivo,
sob acdo do farmaco, através de mudangas que ocorrem nos nucleotideos. Tais
mutagdes se acumulam através do processo, dificultando cada vez mais a eficacia do
tratamento (GREGSON; PLOWE, 2005; OLLIARO, 2001).

Com acgao nas fungdes mitocondriais, a resisténcia do plasmaddio a atovaquona
se da devido a farmacocinética, uma vez que possui absorgcao lenta e a alta
lipofilicidade expde o parasita a baixos niveis do farmaco com o tempo. A solugao
encontrada foi a combinagdo com o proguanil, que aumenta a efetividade do
tratamento com a atovaquona. Este processo ocorre através da acdo do metabdlito
cicloguanil, que age como inibidor da enzima diidrofolato redutase, diminuindo a
eliminagdo da atovaquona e aumentando a biodisponibilidade do farmaco (HUDSON,
1984 apud OLLIARO).

No caso da cloroquina e derivados, estudos relatam a presenca de
transportadores resistentes a cloroquina pelo Plasmodium falciparum (PfCRT), que

aumentam o efluxo do farmaco para fora dos vacuolos. A extensao desta resisténcia
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se da por mutagbes no gene-1 de resisténcia a multidrogas (PfMDR)
(VALDERRAMOS; FIDOCK, 2006). Este processo de resisténcia, ainda em estudo, é
um dos fatores-chave associados ao tratamento da malaria. Outro mecanismo de
resisténcia envolvendo transportador, o PfATP6, acontece com a artemisinina e
derivados, mas ainda é pouco elucidado (ECKSTEIN-LUDWIG, E., 2003).

A resisténcia a novos e mais caros agentes terapéuticos, como a mefloquina e
a halofantrina, além dos farmacos usuais supracitados, a resisténcia dos mosquitos
aos pesticidas e a restricdo do uso de sprays quimicos, entre outros, levaram a

procura por alternativas para o tratamento da malaria [VANGAPANDU et al., 20086].

3.3.3 Derivados triterpénicos

SILVA e colaboradores (2013) sintetizaram duas séries de analogos aos
triterpenos acido betulinico (AB) e acido ursdlico (AU) com o intuito de melhorar a
atividade terapéutica destas moléculas, reduzir a toxicidade e procurar por novos
alvos terapéuticos. O estudo investigou a substituicdo de ésteres no carbono C3 dos
acidos betulinico e ursolico e avaliou a atividade antimalarica, resultando em
moléculas com bom potencial de acio.

O 4acido betulinico ou acido 3p-hidroxi-lup-20(29)-em-28-oico, figura 3.2, € um
triterpeno pentaciclico com estrutura semelhante ao lupano e amplamente distribuido
no reino vegetal (YOGEESWARI e SRIRAM, 2005).

Diversas atividades biolégicas do AB e derivados foram descobertas e
estudadas. Entre elas estédo as atividades anti-HIV (FUJIOKA et al, 1994; MAYAUX et
al., 1994; KASHIWADA et al, 1996; SOLER et al, 1996; XU et al., 1996),
antioneoplasica (MUKHERJEE et al., 2006), antibacteriana (SCHUHLY et al., 1999;
CHANDRAMU et al., 2003), antimalarica (BRINGMANN et al., 1997; SILVA et al.,
2013) e anti-helmintica (DOMINGUEZ-CARMONA et al., 2010), entre outras.
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Figura 3.2 - Estrutura quimica do acido betulinico (AB).

Os estudos sobre a atividade anti-HIV do AB levaram a descoberta do [3-O-
(3’,3’-dimetilsuccinato) acido betulinico] ou Bevirimat, derivado do acido betulinico que
se encontra em estudos de fase clinica (SMITH et al, 2007). O Bevirimat é o primeiro
de uma nova classe de inibidores da maturacido viral no combate ao HIV,
demonstrando o potencial destas moléculas na descoberta de novas alternativas
farmacolégicas (MARTIN; SALZWEDEL e ALLAWAY, 2008).

A atividade antimalarica dos derivados do AB foi demonstrada como
promissora, substituindo-se regides farmacdéforas, como os carbono C3 e C28, para
melhorar a interagdo da molécula com o receptor e, assim, melhorar a eficacia dos
potenciais farmacos (INNOCENTE et al., 2012; SILVA et al., 2013).

O &cido ursdlico ou acido 3p-hidroxi-12-urso-12-em-28-6ico, figura 3.3, é um
triterpeno com diversas atividades biolégicas conhecidas, entre elas antitumoral
(VERMA, AK. et al., 1980; TOKUDA, H. et al., 1986), anti-inflamatéria (RYU, S.Y. et
al., 2000), antioxidante (SUH, N. et al., 1998), atividade antitripanossoma (LEITE et
al., 2001), atividade antimalarica (LIU, J., 1995), entre outras.
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Figura 3.3 - Estrutura quimica do acido ursolico (AU)

3.3.3.1 Métodos analiticos

A literatura apresenta grande variedade de estudos envolvendo os AU e AB,
assim como métodos analiticos cromatograficos para a identificagdo e quantificagéo
destas moléculas. A tabela 3.3 lista as principais metodologias encontradas.

Tabela 3.3 - Métodos analiticos para o AB e AU descritos na literatura (continua)

Amostra Coluna FM Parametros Referéncia
ACN:Metanol:H20 Isocratico
AB c18 oH 2,8 210 nm Huzg’fz'“ etal,
(70:20:10, viviv) HPLC-UV
Acetonitrila:Agua Isocratico OLIVEIRA;
SANTOS e
AB c18 pH 3,0 210 nm ESPINDOLA, 2002
(90:10, v/v) HPLC-UV ’
Isocratico
Lz DUBEY e
Acetonitrila:Agua 210 nm
AB c18 (84:16, VIv) HPLC-UV GOEL, 2013
Isocratico
Lz ZHAO; YAN e
AB c18 Acetonitrila:Agua 210 nm CAO, 2007

(86:14, vIv) HPLC-UV



Tabela 3.3 - Métodos analiticos para o AB e AU descritos na literatura (conclusao)
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Amostra Coluna FM Parametros Referéncia
Acetonitrila:Agua pH I520100rer11t|nc10 KUMAR et al.,
AB C18 3,0 HPLC-UV
(90:10, viv) 2010
Acetonitrila: A Isocratico PAIA et al
cetonitrila:Agua etal.,
AB c18 g 210 nm
(84:16, VIv) HPLC-UV 2011
A: ACN:Agua Isl_?;[agc_o
AU C8 (30:70, v/v) . Ll et al, 2011
) - Fluorescéncia
B: Acetonitrila
Acetonitrila:Agua Isocratico GBAGUIDI et
AU C18 } 215 nm
(85:15, viv) HPLC-MS al., 2005
MeOH:Agua:Acido
Isocratico
Acético:Trietilamina FANG et al.,
AU Cc18 210 nm
(88:12:0,05:0,06, 2010
HPLC-UV
vIVIViv)
Metanol:Tampéo Isocratico
ZHOU et al.,
AU Cc18 Fosfato 0,03 M pH 2,8 210 nm 2007
(88:12, v/v) HPLC-UV
Metanol:Acido Isocratico WANG;
AU C18 Fosférico:Agua 210 nm WANG; GAO,
(88:0,05:11,95, viviv) HPLC-UV 2008
Metanol:Tampéo Isocratico
LEEEA et al.,
AU Cc18 Fosfato 0,01 M pH 2,8 210 nm 2009
(88:12, v/v) HPLC-UV

3.3.3.2 Séries analogas aos AB e AU

SILVA e colaboradores (2013) descreveram as analises realizadas com os

compostos sintetizados a partir dos AB e AU. No estudo, foram avaliadas

modificagdes no carbono-3 das moléculas, a influéncia do tamanho da cadeia lateral

e a presenga de grupos polares ou lipofilicos. Dos 18 compostos sintetizados e

testados, foram escolhidos dois derivados acila de cadeia lateral curta, com melhor

potencial antimalarico para este estudo fisico-quimico, denominados acido 3-O-
butanoilbetulinico (3-OBB), figura 3.4, e acido 3-O-butanoilursdlico (3-OBU), figura

3.5.
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Figura 3.4 - Estrutura quimica do acido 3-O-butanoilbetulinico (3-OBB)

Figura 3.5 - Estrutura quimica do acido 3-O-butanoilursélico (3-OBU)

Os resultados indicaram que os derivados tém acédo no ciclo eritrocitico,
impedindo a formagao da [(B-hematina em cepas de Plasmodium falciparum 3D7
sensiveis a cloroquina. A definicao de atividade antimalarica utilizada no estudo foi a
descrita por RAMALHETE, C. (2011), na qual um ICs0 < 1 yM define como atividade
potente; ICso 1 - 10 yM, boa atividade; ICso 10 - 30 pM, atividade moderada; e 1Cso 2
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30 uM, inatividade. Os derivados 3-OBB e 3-OBU resultaram em ICsode 5 + 0,14 yM
e 7 £ 0,15 uM, respectivamente, ou seja, boa atividade antimalaria.

As analises demonstraram, ainda, que os compostos ndo apresentaram
citotoxicidade em células embrionarias renais HEK293T, inferindo potencial in vivo.

Em testes realizados pelos pesquisadores, ndo houve alteragédo do potencial
de membrana (A¥m) nas concentragdes testadas, sugerindo que o mecanismo de
acao antimalarica destes compostos é distinto daquele da atovaquona.

A identificacdo dos compostos citados foi realizada através do ponto de fusao,
espectroscopia no infravermelho (1V) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (SILVA
et al, 2013). No entanto, ndo ha caracterizagdo ou meétodos analiticos quantitativos
disponiveis na literatura a fim de explorar o potencial farmacoldgico e fisico-quimico

destes compostos.

3.4 Validagao dos métodos analiticos

A validagado de metodologias analiticas permite demonstrar a capacidade do
meétodo de cumprir, estatisticamente, a finalidade para a qual foi proposto (ICH, 2005).

E importante, uma vez que garante a qualidade, a segurancga e a eficacia das
matérias-primas e dos produtos farmacéuticos. Para tanto, uma metodologia analitica
precisa ser validada conforme parametros estabelecidos pelos compéndios de
referéncia, tais como ICH, USP e ANVISA. Para testes de identificagdo e
quantificacdo, os parametros analiticos utilizados sao: especificidade, linearidade,
exatidao, precisao e robustez (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Além disso, as defini¢cdes fisico-quimicas e metodologias desenvolvidas podem
auxiliar na continuidade das pesquisas cientificas envolvendo estas moléculas e

outros antimalaricos que apresentam potencial terapéutico.

3.4.1 Balang¢o de massas

O balango de massas pode ser definido como a aplicacao da lei da conservacao
de massas na sintese e degradagao quimicas. Na linha farmacéutica, o balango de
massas indica as perdas e resquicios tipicos de processos de manufatura de

compostos quimicos (MACKAPLOW, M.B., 2010). E comumente utilizada para
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estabelecer a poténcia de material de referéncia farmacéutico através da subtragéo
quantitativa das impurezas presentes (CULBERT, B.D., 2004).

Segundo GOROG, S. (2008), o balanco de massas tem maior qualidade do que
a simples analise cromatografica para quantificar a pureza de substancias quimicas,
principalmente nos casos nos quais n&o ha um padrao primario disponivel. Para tanto,
leva em consideragdo as impurezas volateis, orgénicas e inorganicas que possam
fazer parte da amostra.






4 CAPITULO 1 - Caracterizacdo fisico-quimica dos compostos 3-OBB e 3-OBU
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4 CAPITULO 1 - CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DOS COMPOSTOS 3-OBB
E 3-OBU

4.1 Introdugao

Na busca por novos e melhores farmacos, a avaliagao das caracteristicas
fisico-quimicas dos candidatos é de extrema importancia e visa acumular 0 maximo
de informagdo sobre o comportamento molecular, a fim de conhecer as possiveis
interacdes quimicas ou condigdes especiais necessarias no estudo destes prototipos.
Além disso, a qualidade de um medicamento é fator fundamental para assegurar a
eficacia e diminuir os efeitos indesejaveis provenientes de impurezas ou produtos de
degradagao (MOREIRA et al., 2010).

O objetivo deste estudo é caracterizar fisico-quimicamente os compostos acido
3-O-butanoilbetulinico (3-OBB) e o acido 3-O-butanoilursélico (3-OBU). Para tanto,
foram analisados espectros de absorgéo nas regides do ultravioleta, infravermelho e
RMN 1H e 13C para a identificagdo das estruturas moleculares. Foram realizadas,
também, analises de faixa de fusdo e calorimetria exploratoria diferencial a fim de
registrar o comportamento térmico e caracterizar estas substancias. Além disso,
métodos analiticos quantitativos por CLAE-UV e CLAE-CAD foram desenvolvidos e
validados e podem servir para identificar e quantificar estes candidatos a farmacos.

Para aplicagdo de métodos analiticos, comumente, utiliza-se uma substancia
quimica de referéncia (SQR) para assegurar, comparativamente, a identidade e o teor
do farmaco. Neste caso, como sdao moléculas sintetizadas pelo nosso grupo de
pesquisa e nao possuem referéncia compendial, optou-se pelo balanco de massas
para quantificar a pureza dos compostos.

4.2 Obtencao dos compostos 3-OBB e 3-OBU

4.2.1 Materiais e métodos

Os procedimentos de semissintese e purificagcdo dos compostos 3-OBB e 3-
OBU, a partir dos acidos betulinico e ursolico, foram realizadas no Laboratério de
Fitoquimica e Sintese Organica (LaFiS) — UFRGS.

Os acidos betulinico e ursolico sao provenientes de cascas de Platanus

acerifolia (rendimento de 2,0%) e residuo industrial de cascas de macad Malus
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domestica (rendimento de 2,8%), respectivamente, e foram cedidos pelo LaFiS para

a realizacdo da semissintese aqui descrita.

4.2.1.1 Semissintese dos compostos 3-OBB e 3-OBU

A semissintese foi realizada conforme descrito por SILVA e colaboradores
(2013). Em bal&o de fundo redondo, adicionou-se anidrido butirico (1,1 mmol, 5 Eq),
4-dimetilaminopiridina (0,22 mmol, 1 Eq) e o acido de interesse (betulinico ou ursélico)
diluido em piridina (0,22 mmol, 1 Eq). O meio reacional foi submetido a agitagdo em
temperatura ambiente e atmosfera de nitrogénio por 1 h e, entdo, adicionou-se
diclorometano até a precipitagcao dos ésteres (3-OBB e 3-OBU). O rendimento desta
sintese, apds purificagdo dos compostos, foi em torno de 40% para ambos os

protétipos.

4.2.1.2 Purificagao dos compostos

A purificagdo dos compostos 3-OBB e 3-OBU foi feita através de cromatografia
em coluna de gel de silica. Inicialmente, utilizou-se cicloexano: diclorometano 95:5
(v/v) como eluente, com incremento de 5% de diclorometano até as concentragdes
finais de cicloexano: diclorometano 60:30 (v/v) para o 3-OBB, e de cicloexano:
diclorometano 55:45 (v/v) para o 3-OBU. O intuito foi alterar lentamente a polaridade,
eluindo os subprodutos de sintese mais apolares e, entdo, os compostos de interesse.
Foram adicionados 100 mL a 200 mL de cada propor¢cao do eluente a cada nova
eluicdo.

As fragdes resultantes foram acondicionadas em frascos de 5 mL e analisadas
por cromatografia em camada delgada (CCD) para avaliagdo prévia da pureza e
identificagdo dos compostos. As referéncias utilizadas foram amostras de 3-OBB e 3-
OBU previamente sintetizadas e cedidas pelo LaFiS.

As amostras para CCD foram solubilizadas em diclorometano, eluiram em
placas de gel de silica 60 F2s4 com fase movel composta por diclorometano com 5%
(v/v) de metanol. As manchas foram reveladas com solug&o de anisaldeido sulfurico.

Depois da purificacao, todas as aliquotas identificadas que continham o analito
de interesse foram misturadas e evaporadas. A pureza foi avaliada por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) acoplada a arranjo de diodos (DAD).
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O método cromatografico utilizado e o preparo de amostras e reagentes para
avaliacao da pureza sdo os mesmos utilizados pelo método CLAE-UV desenvolvido e

validado conforme Capitulo 5.

4.2.1.3 Recristalizagao

Para melhorar a pureza dos compostos obtidos, foi necessaria recristalizagao.
Foram testados varios solventes, incluindo acetonitrila a frio e a quente,
acetonitrila:agua (50:50, v/v), acetonitrila:agua (75:25, v/v), acetonitrila:acetato de etila
(50:50, v/v), entre outros. O teste com acetonitrila a quente obteve melhor resultado.
O processo foi repetido em triplicata para maximo rendimento e, entdo, os compostos
foram recristalizados apods filtragdo a vacuo. A pureza foi avaliada por CLAE-UV
acoplada a arranjo de diodos (DAD).

O método cromatografico utilizado e o preparo de amostras e reagentes para
avaliagao da pureza sao os mesmos utilizados pelo método CLAE-UV desenvolvido e

validado conforme Capitulo 5.

4.2.2 Resultados e discussao

A identificagdo dos compostos, apds sintese, foi realizada com sucesso por
cromatografia em camada delgada (CCD), figura 4.1. A pureza cromatografica obtida
depois da purificagao por cromatografia em coluna foi em torno de 80% para ambos

0S compostos.
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AlAJAR (PREARA

Figura 4.1 - Exemplo de cromatografia em camada delgada (CCD) realizada. Referéncia dos
compostos cedidos pelo LaFis (P); Amostras eluentes da semissintese (A). Primeira imagem referente
ao inicio da eluigdo, sem manchas dos analitos de interesse. Segunda imagem identifica os analitos de
interesse.

A purificagado por recristalizagdo elevou a pureza dos compostos 3-OBB e 3-
OBU para 94,9% e 84,2%, respectivamente. Subsequentes recristalizacbes poderiam
aumentar a pureza do composto, mas nao se deu continuidade as purificagdes devido
ao baixo rendimento do processo e a necessidade de quantidade suficiente de
amostra para realizar todas as analises necessarias dentro do tempo estipulado para

este estudo.

4.3 Balango de massas

4.3.1 Materiais e métodos

O balango de massas foi idealizado conforme a férmula abaixo (GOROG,
2008):

Teor do composto ativo = (100 - Y impurezas)% = (Equacéo 4.1)

(1 00 - Zimpurezas inorganicas - Zimpurezas organicas - Zimpurezas voléteis)%
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4.3.1.1 Impurezas inorganicas

As impurezas inorganicas foram quantificadas através da determinacédo de
cinzas sulfatadas (residuo por incineragdo) conforme método geral 5.2.10 da
Farmacopeia brasileira 52 edigdo. Pesou-se 0,2574g e 0,2510g de 3-OBB e 3-OBB,
respectivamente.

A porcentagem de cinzas sulfatadas foi calculada através da equacgéao fornecida

pelo método geral:

Cinzas sulfatadas(%) = (P2 — P1) x 100 (Equacéo 4.2)
P3
Na qual,
P1 = Peso do cadinho apos a calcinagao e esfriamento (tara do cadinho);
P2 = Peso do cadinho com amostra apds a calcinagao e esfriamento em dessecador;
P3 = Peso da amostra inicial;

100 = Fator da porcentagem.

4.3.1.2 Impurezas volateis

As impurezas volateis foram avaliadas através do método gravimétrico de
perda por dessecagao (método geral 5.2.9) conforme a FB, 5% edicdo. Pesou-se 100,5
mg de 3-OBU e 101,3 mg de 3-OBB em balanca analitica de 5 casas (Sartorius,
Germany). As amostras foram submetidas a temperatura de 105 °C por 2 horas, em
estufa, até obtencdo de peso constante. Os acidos foram considerados estaveis a
temperatura escolhida com base na analise realizada por calorimetria diferencial
exploratoria (item 4.5).

A porcentagem de perda por dessecacao foi calculada pela equagao:

Perda por dessecacgao (%) =_Pu—Ps x 100 (Equacéo 4.3)
Pa
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Onde:

Pa = Peso da amostra;

Pu = Peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacao;
Ps = Peso do pesa-filtro contendo a amostra depois da dessecacgao;

100 = fator de porcentagem.

4.3.1.3 Impurezas orgéanicas

Impurezas orgénicas foram medidas através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detectores UV-DAD e CAD. O cromatografo a liquido (CL)
utilizado para deteccao UV foi um Shimadzu (Kyoto, Jap&o) equipado com bomba LC-
20AT, degaseificador DGU-20A, forno para coluna CTO-10A e detector UV com
arranjo de diodos, SPD-M10A Vp.

Para detecgcdo em aerossol carregado, foi utilizado equipamento Shimadzu
(Kyoto, Japao) equipado com bomba LC-20AT, degaseificador DGU-14A, forno para
coluna CTO-10° e detector Corona CAD (ESA Bioscience, Chelmsford, MA, USA).

As impurezas foram consideradas descontando-se os analitos de interesse e

0s picos do sistema cromatografico (fase moével e diluente).

4.3.2 Resultados e discussao

4.3.2.1 Impurezas inorganicas

De acordo com a analise realizada, a proporgéao de impurezas inorganicas para
os compostos 3-OBB e 3-OBU foi de 0,01% e 0,08%, respectivamente.
4.3.2.2 Impurezas volateis

A quantidade de impurezas volateis encontrada foi de 0,32% para o 3-OBB e
0,75% para o 3-OBU.

4.3.2.3 Impurezas organicas
As figuras 4.2 a 4.5 apresentam os cromatogramas da analise realizada em

cromatégrafo acoplado a detectores UV-DAD e CAD. Foram ignorados os picos

cromatograficos atribuidos a fase mével e ao diluente. O tempo de retengao diferente
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dos ativos deve-se ao fato de que equipamentos diferentes foram utilizados na
analise.

As tabelas 4.1 a 4.4 listam todos os compostos organicos encontrados nos
cromatogramas e suas respectivas propor¢des percentuais. As impurezas foram
nomeadas conforme ordem de eluigdo, em cada cromatograma, para melhor
compreensao.

O somatério das impurezas organicas levou em consideragdo 0s picos
cromatograficos das impurezas presentes em ambos os detectores. No caso da

impureza determinada por ambos os detectores, considerou-se a maior area%.
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Figura 4.2 - Cromatograma do composto 3-OBB (tempo de retengédo de 23,5 min) com evidéncia de
impurezas organicas com detecgdo UV em 210 nm

Tabela 4.1 - Resultados referentes as impurezas organicas para o composto 3-OBB em detecgao UV
em 210 nm

Tempo de Retencgao

" . o
Amostra (min) Area (mAU) Area (%)

Impureza 1 4,090 25352 4,31

Impureza 2 12,061 4644 0,79

3-OBB 23,529 526448 94,90
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Figura 4.3 - Cromatograma do composto 3-OBU (tempo de retencdo de 25,8 min) com evidéncia de
impurezas organicas com detecgdo UV em 210 nm.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2018.

Tabela 4.2 - Resultados referentes as impurezas organicas para o composto 3-OBU em detecgéo UV

em 210 nm
Amostra Tempo de Retengdo (min) Area (mAU) Area (%)
Impureza 1 4,093 4122 1,08
Impureza 2 4,857 3109 0,82
Impureza 3 9,516 3398 0,89
Impureza 4 10,479 49335 12,98
3-OBU 25,792 320149 84,22

Fonte: Elaboracéo do autor, 2018.
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Figura 4.4 - Cromatograma do composto 3-OBB (tempo de retengdo 25,5 min) com evidéncia de
impurezas organicas com detecgdo em CAD

Tabela 4.3 - Resultados referentes as impurezas organicas para o composto 3-OBB em detector CAD

Amostra Tempo de Retengéo (min) Area (pA*min) Area (%)
Impureza 1 13,365 0,0596 0,47
3-OBB 25,500 12,6953 99,53
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Figura 4.5 - Cromatograma do composto 3-OBU (tempo de retengdo 27,4 min) com evidéncia de
impurezas organicas com detecgdo em CAD

Tabela 4.4 - Resultados referentes as impurezas organicas para o composto 3-OBU em detector CAD

Amostra Tempo de Retengédo (min) Area (pA*min) Area (%)

Impureza 1 10,862 0,9077 12,17

3-OBU 27,413 6,5518 87,83
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Conforme evidenciado nos cromatogramas e tabelas, os compostos 3-OBB e
3-OBU apresentaram 5,10% e 15,78% de impurezas organicas, respectivamente.

Os diferentes picos cromatograficos encontrados com detecgdo UV e nao
detectados no detector CAD sao devido as caracteristicas das impurezas, uma vez
que a detecgao em aerosol carregado so é possivel se os analitos forem semi-volateis
ou nao volateis, inferindo que tais impurezas sejam volateis.

A tabela 4.5 apresenta os resultados integrais do balango de massas realizado

para os compostos de interesse.

Tabela 4.5 - Resultado da pureza dos compostos 3-OBU e 3-OBB realizado através de balango de
massas

Amostra Impurezas Impurezas Impurezas Impurezas Pureza
inorganicas (%) volateis (%) organicas (%) totais (%) total (%)
3-OBB 0,01 0,32 5,10 5,43 94,56
3-OBU 0,08 0,75 15,78 16,62 83,38

A pureza final dos compostos, baseando-se na equacao 4.1, foi de 94,56% para
o 3-OBB e 83,38% para o 3-OBU.

4.4 Faixa de fusao

4.4.1 Materiais e métodos

Por definicdo, a faixa de fusdo uma substancia € o intervalo de temperatura
compreendido entre o inicio (no qual a substancia comega a fluidificar-se) e o término
da fus&o (que é evidenciado pelo desaparecimento da fase sdélida). (F. BRAS, 2010).

A faixa de fusdo foi analisada em equipamento Mettler Toledo, FP 90,
previamente calibrado com padrées de acetanilida (Ponto de fusdo: 116 °C) e
fenolftaleina (ponto de fusdo: 263 °C). O meétodo consiste na compactagdo das
amostras em capilares com 6 cm de comprimento e 1 mm de didmetro que sao
expostos a temperatura crescente até que toda amostra esteja fundida. As
temperaturas sdo moduladas e registradas automaticamente pelo equipamento.

A analise foi realizada em triplicata para ambas as amostras 3-OBB e 3-OBU.
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4.4.2 Resultados e discussao

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Resultados da faixa de fusao para as amostras 3-OBB e 3-OBU

Amostra Faixa de fusao Faixa média de fusdo

313,56 °C -350,8 °C
3-OBB 312,8 °C - 348,8 °C 312,9°C-351,0°C
312,3°C-353,3°C

255,9°C-284,5°C
3-OBU 257,8°C-281,4°C 256,3 °C —283,2°C
255,3°C-283,8°C

A faixa de fusdo para o composto 3-OBU foi de 256,3 °C — 283, 2 °C com
pequena variagdo entre as amostras, que pode ser devido a baixa pureza do
composto.

O composto 3-OBB apresentou menor variagdo entre as respostas, mas
apresentou escurecimento do p6 ao final do experimento (evidenciado dentro do
capilar), figura 4.6, o que indica degradagao de parte da amostra, comprovada com a

realizagdo da calorimetria diferencial exploratéria (item 4.5).

Figura 4.6 - Capilar apds analise de faixa de fusdo para a amostra 3-OBB, indicando degradagao da
amostra.
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Por este motivo, a faixa de fusdo nao pode ser indicada pela técnica capilar
para o composto 3-OBB.

4.5 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

4.5.1 Materiais e método

A calorimetria diferencial exploratoria € uma técnica que possibilita avaliar os
fendmenos energéticos, fisicos e/ou quimicos produzidos durante o aquecimento ou
resfriamento de uma substancia (F. BRAS, 2010). Permite obter resultados mais
exatos que os métodos classicos de ponto de fusdo, além da possibilidade de
avaliacao de polimorfismos, determinag¢ao de pureza, entre outros (CLAS et al., 1999).

As analises foram realizadas em calorimetro diferencial exploratério por fluxo
de calor, Shimadzu DSC-60 e integrador Thermal Analyzed TA-60WS, sob atmosfera
dinamica de nitrogénio a 50 mL/min e aquecimento com incremento de 10 °C/min. As
amostras de 3-OBU e 3-OBB, com massa em torno de 1,0 mg, foram acondicionadas
em porta-amostra de aluminio e submetidas a faixa de aquecimento de 50 a 360 °C,

utilizando controlador de fluxo FC-60A.

4.5.2 Resultados e discussao

As figuras 4.7 e 4.8 ilustram as curvas de DSC dos compostos 3-OBU e 3-OBB,

respectivamente.
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Figura 4.7 - Curva de aquecimento obtida por DSC para o composto 3-OBU com taxa de aquecimento
de 10 °C/min

Baseando-se nos dados do DSC, a faixa de fusdo do 3-OBU foi de 253, 59 °C
(onset) a 261,75 °C (endset), com pico em 258,91 °C (peak).

O espectro revela um unico pico endotérmico, referente a transigao energética
molecular do 3-OBU durante a fuséao, resultando em faixa e ponto de fusdo descritos

acima.
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Figura 4.8 - Curva de aquecimento obtida por DSC para o composto 3-OBB com taxa de aquecimento
de 10 °C/min.

A faixa de fusdo do 3-OBB foi de 303,80 °C (onset) a 324,00 °C (endset), com
pico em 313,03 °C (peak).

O pico entre 280 e 300 °C indica fenbmeno exotérmico, provavelmente
proveniente de mudancgas na configuragdo molecular e liberagao de energia para uma
configuragdo eletrobnica mais estavel, de menor energia. Este fendmeno ¢é
caracteristico também de degradacgdes, fato que corrobora com o resultado
encontrado durante o ponto de fusdo capilar. A endoterma, a partir de 300 °C aponta
para a transicao de fusao da substancia.

Devido ao comportamento térmico do 3-OBB, ndo ha como indicar a

temperatura de fusdo da molécula pela técnica de DSC.

4.6 Espectroscopia na regiao do infravermelho

4.6.1 Materiais e métodos

As analises de espectroscopia na regiao do infravermelho foram realizadas em
espectrofotdmetro Perkin Elmer, modelo Spectrum BX foi utilizado com faixa de 4000

— 600 cm™, resolugéo 4,0, com numero de varreduras igual a 20.
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4.6.2 Resultados e discussao

A partir da analise das bandas do espectro da absor¢do na regidao do
infravermelho, pode-se identificar os principais grupos funcionais e interagbes
intramoleculares.

A figura 4.9 apresenta o espectro referente ao 3-OBU; as principais atribuicdes

das frequéncias identificadas sao descritas na tabela 4.7.
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Figura 4.9 - Espectro de absorgéo na regido do infravermelho para o composto 3-OBU. Evidéncia das
principais interagbes encontradas referentes ao substituinte semissintético (1463 cm-1 deformagéo
axial C-O; 1731 cm-1 deformacgao axial C=0 do acido alifatico).

Tabela 4.7 - Atribuicbes das principais frequéncias resultantes da analise de absorgdo na regido do
infravermelho para o composto 3-OBU

Frequéncia (cm™) Atribuicdes
2937, 2872 Deformacao axial de ligagdo C-H em grupos CH2 e CHs
1731 Deformacao axial de C=0 de éster alifatico
1690 Deformacgao axial de C=0 de acido carboxilico

1463 Deformacao axial de C-O
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A figura 4.10 apresenta o espectro referente de infravermelho do 3-OBB, com

respectivas atribuicées das frequéncias identificadas na tabela 4.8.
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Figura 4.10 - Espectro de absorgéo na regidao do infravermelho para o composto 3-OBB. Evidéncia das
principais interagbes encontradas referentes ao substituinte semissintético (1457 cm-1 deformagéao
axial C-O; 1730 cm-1 deformacéo axial C=0 do acido alifatico).

Tabela 4.8 - Atribuigcdes das frequéncias resultantes da analise de absorg¢ao na regido do
infravermelho para o composto 3-OBB.

Frequéncia (cm™) Atribuicoes
2937, 2872 Deformacao axial de ligagdo C-H em grupos CH2z e CHs
1730 Deformacgao axial de C=0 de éster alifatico
1690 Deformacao axial de C=0 de acido carboxilico
1457 Deformacao axial de C-O

Os resultados encontrados, tanto para a molécula 3-OBU como para a 3-OBB,
estdo de acordo com as atribuicbes esperadas, uma vez que apresentam as bandas
caracteristicas dos grupamentos funcionais presentes nos compostos, com

evidéncias da identificacdo de estiramentos axiais referentes ao substituinte

semissintético.
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4.7 Espectroscopia na regiao ultravioleta
4.7.1 Materiais e métodos

Os espectros de absorgcdo na regido ultravioleta foram obtidos em
espectrofotbmetro Shimadzu UV-1601PC a partir de varreduras entre 190 e 400 nm.
Para tanto, foram feitas amostras dos compostos 3-OBB e 3-OBU na concentracao
de 50 pg/mL, diluidos em ACN:Agua pH 3,0 (85:15, v/v) ajustado com &cido férmico.

As amostras foram analisadas em cubetas de quartzo de 1,0 cm de espessura,

utilizando o diluente como branco.

4.7.2 Resultados e discussao

As figuras 4.11 e 4.12 apresentam os espectros de absor¢ao de luz na regiao

ultravioleta para os compostos 3-OBB e 3-OBU, respectivamente.
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Figura 4.11 - Espectro de absorgao na regido ultravioleta para o 3-OBB.
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Figura 4.12 - Espectro de absorg¢ao na regido ultravioleta para o 3-OBU.

Como apresentado nos espectros, a absorgdo dos compostos € baixa na regiao
ultravioleta devido a composicao e as configuragdes eletrénicas das moléculas. Os
maximos de absorcao para os compostos foram de 205 nm para o 3-OBB e 218 nm
para o 3-OBU.

4.8 Ressonancia magnética nuclear 'H e '*C

4.8.1 Materiais e métodos

A RMN de 'H e "*C foi realizada em equipamento Bruker, modelo DPX de 400
MHz para o hidrogénio e 100 MHz para o carbono, para identificagdo da estrutura
quimica dos compostos. Cloroférmio deuteado (CDCIs) foi utilizado como solvente e

tetrametilsilano como padréo interno.

4.8.2 Resultados e discussao

Os espectros de RMN 'H e "*C para o 3-OBB sao apresentados nas figuras

4.13 e 4.14, respectivamente.
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Figura 4.13 - Espectro de RMN "H do 3-OBB (400 MHz, em CDCI3). Hidrogénios ligados a cadeia lateral
substituinte e caracteristicos do composto 3-OBB semissintezado sao evidenciados na figura.
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Figura 4.14 - Espectro de RMN **C do 3-OBB (100 MHz, em CDCI3). Carbonos referentes a cadeia
lateral substituinte e caracteristicos do composto 3-OBB semissintezado s&o evidenciados na figura.

As atribuigdes do espectro de RMN "H do composto 3-OBB s&o apresentadas
na tabela 4.9; as atribuicdes referentes ao RMN **C, na tabela 4.10. Onde s-simpleto,

d-dupleto, t-tripleto, dd-duplodupleto, m-multipleto.
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Tabela 4.9 - Atribuigdes do espectro RMN 'H do 3-OBB em CDCI3 (continua)

Multiplicidade — N°

Posigéao 3 (ppm) de Hidrogénios Interpretagao
1 0,90 s—3H CHs 26
2 0,96 s—3H CHs 27
3 0,98 s —6H CH323 ; CHs; 24
4 1,04 s —3H CHs325
5 1,45 m — 2H CHz2 15
6 1,50 m—1H CH5
7 1,62 m — 2H CH22
8 1,76 t—1H CH18
9 1,80 s—3H CHs30
10 2,04 m - 2H CHz221
11 2,24 t—2H CH222
12 2,31 m — 6H CH216, 22, 33
13 3,14 t-2H CH232
14 4,53 dd - 1H CH3
15 4,64 s—1H CH29%b
16 4,76 s—1H CH29a
Tabela 4.10 - Atribuicbes do espectro RMN "*C do 3-OBB em CDCI3. (continua)
Posicédo S (ppm) Interpretacgéao
1 13,0 C34
2 15,0 c 27
3 16,0 C 26
4 16,5 C25
5 18,1 Cé6
6 18,6 C33
7 19,3 C30
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Tabela 4.10 - Atribuigcdes do espectro RMN "*C do 3-OBB em CDCI3. (conclus&o)

Posicéo S (ppm) Interpretacgéo
8 20,8 Cc11
9 23,6 Cc2
10 25,6 Cc12
1 27,9 C23;C24
12 29,7 C15
13 30,6 Cc21
14 32,1 C16
15 34,2 Cc7
16 36,7 C22;C32
17 37 C 10
18 37,1 Cc4
19 37,8 Cc13
20 38,4 C1
21 40,7 Cc8
22 42,4 Cc14
23 46,9 c19
24 49,3 c18
25 50,4 C9
26 55,4 c17
27 56,4 C5
28 80,6 C3
29 109,7 C20
30 150,3 C29
31 173,5 C 31

32 183,5 C28
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Os espectros de RMN 'H e "*C para o 3-OBU sao apresentados nas figuras

4.15 e 4.16, respectivamente.
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Figura 4.15 - Espectro de RMN "H do 3-OBU (400 MHz, em CDCI3). Hidrogénios ligados a cadeia

lateral substituinte e caracteristicos do composto 3-OBU semissintezado sdo evidenciados na figura.
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Figura 4.16 - Espectro de RMN "*C do 3-OBU (100 MHz, em CDCI3). Carbonos referentes a cadeia
lateral substituinte e caracteristicos do composto 3-OBU semissintezado sdo evidenciados na figura.
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As atribuigdes do espectro de RMN "H do composto 3-OBU séo apresentadas
na tabela 4.11; as atribuigdes referentes ao RMN "*C, na tabela 4.12. Onde s-simpleto,

d-dupleto, t-tripleto, dd-duplodupleto, m-multipleto.

Tabela 4.11 - Atribui¢cdes do espectro RMN 'H do 3-OBU em CDCI3.
Multiplicidade — N°

Posigao S (ppm) de Hidrogénios Interpretacgao
1 0,70 s—3H CHs 25
2 0,84 s —6H CHs 27
3 0,87 s—3H CHs326
4 0,92 s—3H CHs329
5 1,00 s—3H CHs 30
6 1,05 d-3H CHz24
7 1,15 t—3H CHs3 34
8 1,19 s—3H CHs27
9 1,25 d-3H CHs30
10 1,52 m - H CH 20
11 1,73 m — 2H CH27
12 1,77 m — 2H CH22
13 1,80 m-H CHz219
14 1,96 dd - 2H CH222
15 2,08 d-H CH 18
16 2,23 t—2H CH232
17 2,39 s—1H CH9
18 4,55 dd - 1H CH3

19 5,28 s—1H CH 12
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Tabela 4.12 - Atribuicdes do espectro RMN "*C do 3-OBU em CDCI3. (continua)

Posicéao d (ppm) Interpretacgéao

1 14,0 C25

2 15,3 c27

3 16,6 C26

4 16,9 C29

5 18,1 C6

6 21,6 C30

7 23,1 C23;C24
8 25,8 C 11

9 27,6 Cc2

10 27,7 C 16;C 33
11 29,8 C15
12 31,5 C 21

13 33,0 C7,C32;,C34
14 33,8 c22
15 36,9 c10
16 37,7 C4

17 38,2 C1

18 38,8 Cc19
19 39 Cc20
20 39,5 c8

21 41,9 Cc14
22 47,3 C9

23 47,9 c17
24 52,5 Cc18
25 55,3 C5

26 80,5 C3

27 125,7 c12
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Tabela 4.12 - Atribuices do espectro RMN *C do 3-OBU em CDCI3. (concluséo)

Posicéao d (ppm) Interpretacgéao
28 138,4 Cc13
29 173,5 C31
30 184,0 C 28

Através da RMN 'H e '3C foi possivel identificar os compostos. Os valores
encontrados, dentro do esperado, foram atribuidos a moléculas de hidrogénio e
carbono para ambos 3-OBB e 3-OBU, de acordo com as caracteristicas eletrdnicas e
posicionamento espacial de cada atomo. Os hidrogénios e carbonos caracteristicos
da cadeia lateral substituinte sdo evidenciados, comprovando a sintese realizada e

caracterizando os compostos.

4.9 Conclusoes

A semissintese desenvolvida por SILVA et al (2003), através da esterificacao
do C3 dos acidos betulinico e ursodlico, se mostrou viavel, uma vez que resultou na
obtencdo dos compostos de interesse 3-OBB e 3-OBU. A purificagdo em coluna
cromatografica e a recristalizagdo com acetonitrila a quente elevaram a pureza das
moléculas para 94,56% e 83,38%, respectivamente. Subsequentes purificagdes
aumentariam ainda mais a pureza, porém, ndao foram realizadas devido ao baixo
rendimento apresentado.

Mesmo com a auséncia de substancia quimica de referéncia, o balanco de
massas realizado foi eficiente na avaliagao de pureza, pois considerou as impurezas
organicas, inorganicas e volateis presentes nas amostras. A pureza também é
observada nos resultados obtidos nas outras técnicas fisico-quimicas aplicadas, que
nao apresentaram interferéncia de impurezas e foram efetivos na caracterizagédo das
moléculas de interesse.

A analise do comportamento térmico dos farmacos se mostrou confiavel para
o composto 3-OBU, com faixa de fusao pela técnica capilar, 256,3 °C — 283,2 °C,
muito préximo da faixa e pico encontrados pela técnica de DSC, 253,59 °C — 261,75
°C e pico em 258,01 °C. A variagao pode ser decorrente da baixa pureza do composto.
Para o prototipo 3-OBB, a técnica capilar teve faixa de fusédo de 312,9 °C — 351,0 °C,
enquanto o DSC resultou em faixa de 303,80 °C — 324,00 °C com pico em 313, 03 °C.
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Apesar dos resultados, ocorre provavel degradagdo da molécula antes de atingir o
ponto de fusédo, e, assim, esta molécula ndo pode ser caracterizada pelas técnicas
realizadas.

A analise de espectroscopia na regido do ultravioleta indicou, como esperado,
baixos niveis de absorcao de energia eletromagnética devido aos arranjos eletrénicos
da estrutura quimica dos compostos 3-OBB e 3-OBU. Assim, ambas as moléculas
apresentaram espectro ultravioleta caracteristico.

A espectroscopia no infravermelho apresentou bandas caracteristicas dos
grupos funcionais de ambas as moléculas, confirmando a identidade destas. Além
disso, as analises de ressonancia magnética nuclear de 'H e '3C corroboraram com a
identidade das amostras através de deslocamentos quimicos caracteristicos.

Assim, as moléculas acido 3-O-butanoilbetulinico e acido 3-O-butanoilursélico
podem ser consideradas caracterizadas, com rota semissintética avaliada, identidade
quimica confirmada e comportamentos fisico-quimicos observados e discutidos,
auxiliando no estudo e aplicacao destes protétipos no desenvolvimento de farmacos

seguros e eficazes no tratamento da malaria.



5 CAPITULO 2 - Desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos por
CLAE/UV e CLAE/CAD para a identificagao e quantificagao dos compostos 3-
OBB e 3-OBU
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5 CAPIiTULO 2 - DESENVOLVIMENTO E VALIDA(;AQ DE METODOS ANAI:iTICOS
POR CLAE/UV E CLAE/CAD PARA A IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS
COMPOSTOS 3-OBB E 3-OBU

5.1 Introdugao

Para a avaliacdo e o monitoramento efetivos de um novo farmaco, é
indispensavel a elucidagcado de aspectos ligados as caracteristicas fisico-quimicas.
Assim, o desenvolvimento de metodologias analiticas tem papel fundamental, pois
propicia uma avaliagao possivel de identificar alteracdes que possam comprometer a
atividade terapéutica ou agregar caracteristicas téxicas ao composto (AHUJA, 2001;
YOSHIOKA et al., 2002).

A certificagdo e a confiabilidade de dados analiticos também sao fatores
imprescindiveis no desenvolvimento e avaliagdo de farmacos. As normas
internacionais, nacionais e os sistemas de qualidade destacam a importancia da
validagdo de métodos analiticos para a obtencdo de resultados confiaveis e
adequados ao uso pretendido (BARROS et al., 2002).

Para tanto, deve-se seguir um regulamento preconizado por ©Orgaos
responsaveis, tais como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003),
a International Conference on Harmonization (ICH, 2005) e a United States
Pharmacopeia (USP, 2010).

Os protétipos acido 3-O-butanoilbetulinico (3-OBB) e acido 3-O-
butanoilursolico (3-OBU), semissintetizados por SILVA et al. (2013), através de
esterificacbes no carbono C3 dos acidos betulinico e ursolico, apresentaram boa
atividade antimalarica, ICsode 5 + 0,14 uM para 0 3-OBB e 7 £ 0,15 pyM para o 3-OBU,
inferindo potencial terapéutico a estas moléculas sem apresentar toxicidade nas
concentracdes testadas.

A literatura ndao apresenta métodos analiticos relativos aos 3-OBB e 3-OBU.
Assim, o presente estudo objetiva desenvolver métodos, para ambas as moléculas,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada, em série, a detectores
ultravioleta (UV) e aerossol carregado (CAD), a fim de registrar e avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas dos compostos, além de permitir a identificagao e

quantificacdo destas moléculas.
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5.2 Parte experimental

5.2.1 Desenvolvimento e otimizagcao do método analitico

O desenvolvimento das metodologias analiticas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, acoplada a detectores de aerossol carregado e regido do ultravioleta,
em série, foi realizado considerando-se parametros analiticos de qualidade para
ambas as moléculas acido 3-O-butanoilbetulinico e acido 3-O-butanoilursalico.

Optou-se pelo desenvolvimento do método nos detectores ultravioleta (UV) e
aerossol carregado (CAD), pois ambos apresentam vantagens e desvantagens
analiticas independentes e podem funcionar como aliados na avaliagdo de compostos.
No caso da detecgdo no ultravioleta, somente amostras contendo grupamentos
cromoforos sao detectadas enquanto que, na detecgao por aerossol carregado, séo
registrados resultados para todas as moléculas nao-volateis ou semi-volateis (nos
casos do soluto ser menos volatil que a fase mével), independente dos grupamentos
e arranjos eletrénicos presentes (GAMACHE, P.H. et al., 2005; COHEN, R.D. et al,
2012).

O ponto de partida foram métodos analiticos encontrados na literatura,
referentes a analise dos acidos betulinico e ursélico, tabela 3.3, precursores dos
farmacos analisados. Tais métodos n&o levaram em consideragdo a analise conjunta
dos 3-OBU e 3-OBB, entdo modificagbes foram necessarias a fim de obter um método
capaz de avaliar ambos os compostos.

Para o menor consumo de solventes e pela agilidade analitica, foi considerado
o menor tempo de retengdo dos analitos no sistema escolhido, respeitando as
especificacdes das Guias de validac&do. Os parametros de temperatura e fluxo foram
modificados para diminuir a viscosidade da fase mével, a fim de melhorar a eluicdo
dos analitos e manter as caracteristicas analiticas necessarias para uma boa
resolugcédo entre as substancias. A meia vida da coluna cromatografica também foi
levada em consideracao, respeitando-se as indicagdes de fabricagcdo na escolha da
temperatura, pH e fluxo de fase mével.

Outro fator observado, o numero de pratos tedricos indica a qualidade do

empacotamento da coluna cromatografica e os fenébmenos de transferéncia de massa



77

no sistema. Além disso, a simetria do pico também foi considerada como parametro
de qualidade analitico.

As amostras foram diluidas em fase movel com adicdo de 10% de
diclorometano para aumentar a solubilidade dos compostos, uma vez que os farmacos

obtiveram baixa solubilidade nos solventes usuais.

5.2.2 Condigoes cromatograficas

O método analitico foi desenvolvido em cromatografo a liquido (CL) Shimadzu
(Kyoto, Japao) equipado com bomba LC-20AT, degaseificador DGU-142, forno para
coluna CTO-102 e detectores de UV, SPD-102, e Corona CAD (ESA Bioscience,
Chelmsford, MA, USA) acoplados em série, para permitir a avaliagdo das vantagens
e desvantagens de cada um. Os softwares utilizados na aquisigéo e tratamento dos
resultados foram o Chromeleon 6.8 (Dionex Corporation) para o detector CAD e o LC-
Solutions (Shimadzu), para o detector UV. A deteccao por aerossol foi estabelecida
com gas nebulizador nitrogénio (35 psi).

A deteccéo no UV foi registrada em 210 nm devido a baixa absortividade dos
compostos 3-OBU e 3-OBB. Uma coluna PhenoSphere Next octadecilsilano (250 mm
x 4,6 mm de didmetro e 5 ym de tamanho de particula) foi selecionada. O sistema
cromatografico, operado isocraticamente e em fase reversa, utiliza fase mével
composta por uma mistura de acetonitrila : agua pH 3,0 ajustado com acido férmico
(85 : 15, v/v) filtrada em membrana de 0,45 um (Millipore, Bedford, USA). O fluxo de
fase movel estabelecido foi de 1,2 mL/min, com temperatura de 50 °C e volume de
injecao de 20 pL. O tempo de analise cromatografica foi de 30 min.

Como nao ha disponibilidade de padrao de referéncia, a robustez do método
foi avaliada no desenvolvimento analitico e ndo como parametro de validagao. Levou-
se em consideracdo modificagcbes nas condigdes analiticas como coluna de lote
diferente, fluxo de fase (1,1 mL/min e 1,3 mL/min), pH (2,9 e 3,1) e proporgao de fase
movel (83:17,v/v) e (87:13, v/v). Os resultados ndo demonstraram diferenga nos
parametros analiticos, logo, as condigbes escolhidas se deram devido a otimizagao
do método analitico e a melhor resolugao entre os analitos 3-OBU e 3-OBB.

A pureza dos picos cromatograficos foi avaliada em cromatégrafo Shimadzu
(Kyoto, Japao) equipado com bomba LC-20AT, degaseificador DGU-202?, forno para
coluna CTO-10? e detectores UV com arranjo de diodos, SPD-M10A Vp. A
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quantificacdo dos registros da validagao analitica foi realizada utilizando-se a area
total, por integral, dos picos registrados.

5.2.3 Substancias quimicas e reagentes

As amostras 3-OBB e 3-OBU foram sintetizadas com os precursores, acido
betulinico e acido ursdlico, obtidos do laboratério de fitoquimica e sintese orgéanica
(LaFiS) — UFRGS. Ambos os farmacos foram identificados e caracterizados por ponto
de fuséo, DSC, IV e RMN 'H e '3C.

Acetonitrila e acido formico (Merck, Frankfurt, Germany) e diclorometano
(VETEC, Rio de Janeiro, Brasil) foram utilizados. A agua ultrapura foi obtida usando
sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, Ma, USA).

5.2.3.1 Preparo das solugoes analiticas de 3-OBB e 3-OBU

As solugdes-estoque (SE) do 3-OBU e 3-OBB foram preparadas,
identicamente, com a transferéncia de massas exatamente pesadas de cerca de 25,0
mg para baldo volumétrico de 100 mL. Foi adicionado 10% de diclorometano e
agitadas por 30 min em banho com ultrassom para total dissolugdo dos compostos.
Os volumes foram completados com fase mével e a concentragao final das solucdes-
estoque foi de 250 pg/mL. Subsequentes diluicbes foram feitas em fase médvel. A
concentragéo de trabalho estabelecida foi de 50 pug/mL para ambos.

As solucdes individuais utilizadas na precisdo e exatiddo foram preparadas
pesando-se, exatamente, cerca de 5,0 mg da amostra para baldo volumétrico de 25
mL. A diluicdo e tratamento destas amostras foram realizados conforme descrito para

as solugdes-estoque.

5.2.4 Validagao do método analitico

O método analitico foi validado conforme estabelecido na RDC 166/2017
(ANVISA, 2017) e no guia International Conference on Harmonization (ICH, 2003).
Para a validagdo do método foram determinados: seletividade, linearidade, precisao,

exatidao, limite de deteccéao e limite de quantificacao.
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5.2.4.1 Especificidade

A especificidade foi avaliada com a utilizagao de solugdes qualitativas contendo
diluente, acido betulinico, acido ursolico, 3-OBU e 3-OBB. Foi avaliada, também,
solucdo contendo todos os compostos, simultaneamente, para identificacdo dos
tempos de eluicdo e comprovar a seletividade do método analitico. As solucdes de
acido betulinico e acido ursdlico foram escolhidas, pois, enquanto precursores
sintéticos, possuem proximidade de estrutura quimica e afinidades moleculares aos
3-OBB e 3-OBU. Logo, esta avaliagao € importante para avaliar possiveis coelui¢gdes

detes compostos no sistema cromatografico.

5.2.4.2 Linearidade

A linearidade foi determinada através de trés curvas analiticas, cada uma
contendo cinco concentragdes na faixa de 25 a 75 pg/mL (50 — 150%), em diferentes
dias. Foram injetadas ftriplicatas de cada ponto, para cada curva, com intuito de
construir uma curva média com os dados de concentragao versus area dos picos
resultantes.

Avaliou-se a regressao linear (ANOVA) e o coeficiente de correlagdo © de cada
curva e da curva média, a fim de comprovar a linearidade do método analitico. Foram

avaliados, também, a distribuicdo e a 79omoscedasticidade dos residuos.

5.2.4.3 Precisao

A precisao foi avaliada pela repetibilidade, ou precisao intra-dia, com a analise
de seis replicatas de cada amostra, 3-OBU e 3-OBU, preparadas individualmente, na
concentragao de 50 ug/mL. A precisao intermediaria, ou precisao inter-dia, foi avaliada
pela comparacdo dos resultados em dois dias diferentes. Como ndo ha padrao
compendial disponivel, foi estabelecida a razdo entre a concentragdo pratica das
amostras e a area-resposta como fator de referéncia (FR). Foi calculado o desvio

padréo relativo (DPR%) dos resultados do FR.
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5.2.4.4 Exatidao

Como nao ha disponibilidade de padrao de referéncia, a exatidao foi inferida

apos o estabelecimento da linearidade, seletividade e preciséao.

5.2.4.5 Limites de detecgao e quantificagao

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacado (LQ) foram determinados a partir
do desvio padrao do intercepto das trés curvas obtidas na linearidade e a inclinagao
meédia destas curvas. Os valores encontrados sao tedricos e utilizam as equacdes

abaixo:

LD = 3,3s* (Equacéao 4.4)

Onde:

s* = desvio padrao do intercepto, das trés curvas analiticas, com o eixo Y;
IC = Inclinagdo da curva analitica média;

3,3 = constante baseada na relagao sinal/ruido.

LQ = 10s* (Equacao 4.5)

Onde:
s* = desvio padrao do intercepto, das trés curvas analiticas, com o eixo Y;
IC = Inclinagdo da curva analitica média;

10 constante baseada na relacao sinal/ruido.

5.3 Resultados E Discussao

5.3.1 Especificidade

O estudo da seletividade dos analitos de interesse, 3-OBU e 3-OBB, foi
realizado a partir de possiveis interferentes, pois a seletividade na quantificacao
analitica é importante para garantir a confiabilidade dos resultados.

As figuras 5.1 e 5.2 apresentam os cromatogramas referentes ao diluente,

acido betulinico, acido ursélico, acido 3-O-butanoilbetulinico, acido 3-O-
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butanoilursolico, e solugdo contendo todos os compostos, com detecgdo no

ultravioleta e aerossol carregado, respectivamente.

210 nm
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Figura 5.1 - Cromatogramas sobrepostos do diluente (A), acido betulinico (B) (pico 1), acido ursélico
(C) (pico 2), acido 3-O-butanoilbetulinico (D) (pico 3), acido 3-O-butanoilursdlico (E) (pico 4), e solugéo
contendo todos os compostos (F), com deteccéo UV.
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Figura 5.2 — Cromatogramas sobrepostos do diluente (A), acido betulinico (B) (pico 1), acido ursélico
(C) (pico 2), acido 3-O-butanoilbetulinico (D) (pico 3), acido 3-O-butanoilursélico (E) (pico 4), e
solugdo contendo todos os compostos (F), com deteccdo CAD.

A analise visual dos picos cromatograficos indica a seletividade do método,
uma vez que todos os picos eluiram em tempos de retencao diferente. Os compostos
3-OBU e 3-OBB demonstraram resolucdo de 2,2, maior do que 2,0, conforme
recomendacgao da Guia de validagdo (ANVISA, 2017; ICH, 2003). A pureza dos picos
foi confirmada por analise em detector UV com arranjo de diodos.

As purezas de pico sdo evidenciadas nas figuras 5.3 e 5.4 para os compostos
3-OBU e 3-OBB, respectivamente.
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Figura 5.3 - Pureza de pico para o composto 3-OBU.
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Figura 5.4 - Pureza de pico para o composto 3-OBB

5.3.2 Linearidade

A tabela 5.1 apresenta os resultados encontrados na construgdo da curva
média de linearidade, ou seja, a partir de trés curvas independentes, para o 3-OBB,

com detecgao UV. A figura 5.5 mostra a curva média construida.
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Tabela 5.1 - Dados analiticos da curva média de linearidade para o composto 3-OBB, com detecg¢ao
uv

Amostra Concentragao (ug/mL) Area Area Média DPR (%)
A1 -50% 24,40 120114
A2 - 50% 24,40 121931 121136 0,7673
A3 - 50% 24,40 121363
A1 -75% 36,60 206005
A2 - 75% 36,60 210235 207733 1,0679
A3 - 75% 36,60 206959
A1-100% 48,80 275997
A2 - 100% 48,80 269188 273015 1,2754
A3 - 100% 48,80 273860
A1-125% 61,00 341217
A2 - 125% 61,00 340916 341152 0,0623
A3 - 125% 61,00 341324
A1 -150% 73,20 419557
A2 - 150% 73,20 420473 421027 0,4302
A3 - 150% 73,20 423050
450000 -
400000 -
350000 -
300000 -
250000 -
200000 -
150000 - y = 6009,8x - 20467
R?=0,9978
100000 -
50000 -
O T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Figura 5.5 - Curva média encontrada a partir da construgdo de trés curvas analiticas para o 3-OBB
com detecgao UV.
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O método se mostrou linear na faixa avaliada, 25 — 75 pyg/mL, com coeficiente
de correlagéo de 0,9978 e equacéo de regressao linear y = 6009,8x — 20467. O desvio
padrao do intercepto com o eixo Y, das as trés curvas analiticas, foi de 0,26.

O resultado da estatistica de regressao linear, para p > 0,05, referente ao 3-

OBB, com deteccao UV, encontra-se na tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Resultado da regresséo linear estatistica para o 3-OBB com detecgdo UV.

Estatistica de regressao

R multiplo 0,998749085
R-Quadrado 0,997499735
R-quadrado
ajustado 0,997307407
Erro padréo 5576,328168
Observacgodes 15
ANOVA
F de
gl sQ MQ F significagdo
Regresséao 1 1,61275E+11  1,61275E+11 5186,448209 2,65E-18
Residuo 13 404240665,9 31095435,84
Total 14 1,61679E+11

A figura 5.6, abaixo, apresenta a distribuicdo dos residuos plotados.

12000 -
10000 - ¢
8000 -

6000 - $

4000 - . .
2000 -

0 — %

-20000;00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00
-4000 - $ L 4 ¢

-6000 - *

-8000 -

Residuos

conc

Figura 5.6 - Plotagem dos residuos encontrados na constru¢cao da linearidade para o 3-OBB com
deteccéo UV.

O estudo estatistico demonstrou haver regresséo linear para p > 0,05, com Fcalc
< Ftab e distribuicdo normal dos residuos, sem tendéncias, e presenca de
homocedasticidade.
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A tabela 5.3 mostra os resultados encontrados na construcdo da curva media

de linearidade para o 3-OBB, com detector CAD. A figura 5.7 apresenta a curva média

construida.

Tabela 5.7 - Dados analiticos da curva média de linearidade para o composto 3-OBB, com deteccao

por CAD.
Concentragao A A - o
Amostra (ug/mL) Area Area Média DPR (%)
A1-50% 24,40 6,0307
A2 - 50% 24,40 6,0913 6,0790 0,715304
A3 - 50% 24,40 6,1150
A1-75% 36,60 9,6313
A2 - 75% 36,60 9,5897 9,6383 0,543466
A3 - 75% 36,60 9,6938
A1-100% 48,80 12,3293
A2 - 100% 48,80 12,3300 12,3138 0,223275
A3 - 100% 48,80 12,2821
A1-125% 61,00 15,2995
A2 - 125% 61,00 15,3080 15,2800 0,270951
13- 125% 61,00 15,2324
A1 -150% 73,20 18,5021
A2 - 150% 73,20 18,5031 18,4835 0,179315
A3 - 150% 73,20 18,4452
20 -
18 -
16 -
14 -
12 -
10 -
8 .
6 - y =0,2496x + 0,1786
R2=0,9983
4 -
2 .
0 T T T T T T T 1
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00

Figura 5.7 - Curva média encontrada a partir da construgao de trés curvas analiticas para o
3-OBB com detecg¢ao CAD.
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O meétodo foi linear na faixa avaliada, 25 — 75 ug/mL, com coeficiente de
correlagao de 0,9983 e equacao de regresséo linear y = 0,2496x + 0,1786. O desvio
padrao do intercepto com o eixo Y, das as trés curvas analiticas, foi de 0,34.

O resultado da estatistica de regressao linear, para p > 0,05, referente ao 3-

OBB, com detecgao por CAD, encontra-se na tabela 5.4.

Tabela 5.4 - Resultado da regresséo linear estatistica para o 3-OBB com detecg¢éo por CAD.
Estatistica de regressao

R multiplo 0,999109605
R-Quadrado  0,998220002
R-quadrado
ajustado 0,998083079
Erro padrao 0,195336261
Observacgoes 15
ANOVA
gl SQ MQ signli:fi(:::lgéo
Regressao 1 278,1736203 278,1736203 7290,381 2,92E-19
Residuo 13 0,496031315 0,038156255
Total 14 278,6696517

A figura 5.8 apresenta a distribui¢do dos residuos plotados.

05 -
04 -

0,3 -

L £ 2R 2

0,2 -

0,1 -

Residuos

O T T T T

0 10, D0 10,00 20,00 30,00 40,00 %,00 60,%0 70,00 80,00
L 2

4
4

-0,2 A ‘
2

Concentragio (ug/mL)

Figura 5.8 - Plotagem dos residuos encontrados na construgdo da linearidade para o 3-OBB com
detecgéo por CAD.
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O estudo estatistico demonstrou haver regresséo linear para p > 0,05, com Fcalc
< Ftap e distribuicdo normal dos residuos, sem tendéncias, e presenga de
homocedasticidade.

A tabela 5.5 mostra os resultados encontrados na construcdo da curva média
de linearidade para o 3-OBU, com detector UV. A figura 5.9 apresenta a curva média

construida a partir destes dados.

Tabela 5.5 - Dados analiticos da curva média de linearidade para o composto 3-OBU, com deteccao
por UV.

Amostra  concentracao Area Area Média DPR (%)
(ng/mL)

A1-50% 24,40 92431
A2 - 50% 24,40 92160 92502 0,413411
A3 - 50% 24,40 92915
A1-75% 36,60 141866
A2 - 75% 36,60 140283 140996 0,569447
A3 -75% 36,60 140841
A1-100% 48,80 189311
A2 - 100% 48,80 194845 191530 1,562725
A3 - 100% 48,80 190435
A1-125% 61,00 232792
A2 - 125% 61,00 231304 232366 0,452707
A3 - 125% 61,00 233003
A1 -150% 73,20 288472
A2 - 150% 73,20 290432 289312 0,34887
A3 - 150% 73,20 289032

350000 -

300000 -

250000 -

200000 -

150000 -

100000 - y =3975,3x - 4654,7

R2=0,9981
50000 -
O T T T T T T T 1
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00

Figura 5.91 - Curva média encontrada a partir da construgédo de trés curvas analiticas para o 3-OBU
com detecgao UV.
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O meétodo foi linear na faixa avaliada, 25 — 75 ug/mL, com coeficiente de
correlagao de 0,9981 e equacgao de regresséo linear y = 3975,3x — 4654,7. O desvio
padrao do intercepto com o eixo Y, das as trés curvas analiticas, foi de 0,12.

O resultado da estatistica de regressao linear, para p > 0,05, referente ao 3-

OBU, com deteccéao por UV, encontra-se na tabela 5.6.

Tabela 5.64 - Resultado da regresséo linear estatistica para o 3-OBU com detecg¢ao UV.

Estatistica de regressao

R multiplo 0,998915019
R-Quadrado 0,997831216
R-quadrado
ajustado 0,997664386
Erro padréo 3434,80103
Observagdes 15
ANOVA
F de
gl SQ MQ F significagdo
Regresséo 1 70564654695 70564654695 5981,141 1,05E-18
Residuo 13 153372155,5 11797858,12
Total 14 70718026851
A figura 5.10 apresenta a distribui¢ao dos residuos plotados.
8000 -~
6000 - *
4000 - .
w 2000 - $
S 4 2
:g, O T T ‘ T t T ’I T T 1
& 2000O,JO 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00
-4000 -
L 4
-6000 - *
-8000 -

Concentragio (ug/mL)

Figura 5.10 - Plotagem dos residuos encontrados na constru¢cao da linearidade para o 3-OBU com
deteccéo UV.
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O estudo estatistico demonstrou haver regresséo linear para p > 0,05, Fcac <
Fiao e distribuicdo normal dos residuos, sem tendéncias, e presenga de
homocedasticidade.

A tabela 5.7 mostra os resultados encontrados na construcdo da curva média
de linearidade para o 3-OBU, com detector por CAD. A figura 5.11 apresenta a curva
meédia construida a partir destes dados.

Tabela 5.7 - Dados analiticos da curva média de linearidade para o composto 3-OBU, com deteccao
CAD.

Amostra Concentragao (pg/mL) Area Area Média DPR (%)
A1-50% 24,40 2,7982
A2 - 50% 24,40 2,8192 2,8364 1,7315
A3 - 50% 24,40 2,8918
A1-75% 36,60 4,8124
A2 - 75% 36,60 4,7908 4,7562 1,6704
A3 -75% 36,60 4,6653
A1-100% 48,80 6,2161
A2 - 100% 48,80 6,2176 6,2371 0,5631
A3 - 100% 48,80 6,2776
A1-125% 61,00 7,6743
A2 - 125% 61,00 7,6456 7,6364 0,5651
13 - 125% 61,00 7,5894
A1-150% 73,20 9,5548
A2 - 150% 73,20 9,7366 9,6611 0,9805
A3 - 150% 73,20 9,6919
12 ~
10 A

8

6 -

4 -

y =0,1355x - 0,3864
R?=0,9958

2 -

0 T T T T T T T 1
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00

Figura 5.11 - Curva média encontrada a partir da construgdo de trés curvas analiticas para o 3-OBU
com detecgédo CAD.
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O meétodo foi linear na faixa avaliada, 25 — 75 ug/mL, com coeficiente de
correlagdo de 0,9958 e equacgao de regresséo linear y = 0,1355x — 0,3864. O desvio
padrao do intercepto com o eixo Y, das as trés curvas analiticas, foi de 0,32.

O resultado da estatistica de regresséo linear, p > 0,05, referente ao 3-OBU,

com deteccao CAD, encontra-se na tabela 5.8.

Tabela 5.8 - Resultado da regresséo linear estatistica para o 3-OBU com detec¢ao CAD.

Estatistica de regresséo

R multiplo 0,997628655
R-Quadrado 0,995262933
R-quadrado
ajustado 0,994898543
Erro padréo 0,173236413
Observacdes 15
ANOVA
F de
gl SQ MQ F significagdo
Regresséao 1 81,96907423 81,96907423 2731,314 1,69E-16
Residuo 13 0,39014111 0,030010855
Total 14 82,35921534
A figura 5.12 apresenta a distribuicdo dos residuos plotados.
0,3 -
0,2 - ‘ g
2
0,1 -
: 4 .
= O T T . T T .I T T 1
% 0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00
o -0,1 -
-0,2 ‘
0,3 - 2
-0,4 -
Concentragdo (pug/mL)

Figura 5.12 - Plotagem dos residuos encontrados na constru¢ao da linearidade para o 3-OBU com
deteccao CAD.

O estudo estatistico demonstrou haver regresséo linear para p > 0,05, com Fcalc
< Fwb, distribuicdo normal dos residuos, sem tendéncias e presenca de

homocedasticidade.
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5.3.3 Precisao

Os resultados da repetibilidade e precisao intermediaria para o composto 3-

OBB, com deteccao UV, sao listados na tabela 5.9.

Tabela 5.95 - Resultados encontrados na avaliagao da repetibilidade e da precisédo intermediaria para
0 3-OBB, com detecgdo UV.

Concentragao da

Area Fator de referéncia
Amostra amostra (ug/mL)
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
A1 49,40 49,00 271721 270891 5500,43 5528,39
A2 46,00 50,40 254596 280061 5534,70 5556,77
A3 54,40 52,00 296970 293046 5459,01 5635,50
A4 53,60 51,00 290348 282743 5416,94 5543,98
A5 46,60 50,00 259618 276944 5571,20 5538,88
A6 50,00 50,40 276575 281045 5531,50 5576,29
Média (6) 5502,30 5563,30
DPR (%) 1,02 0,7014
Média (12) 5532,80
DPR (%) 1,01

De acordo com os resultados apresentados, o desvio padrao relativo das doze
amostras, nos dois dias, foi de 1,0135%, inferindo precisdo do método analitico, uma
vez que o valor € menor do que 2,0% preconizado pelas normativas utilizadas.

Os resultados da repetibilidade e precisao intermediaria para o composto 3-

OBB, com deteccédo por CAD, sdo mostrados na tabela 5.10.

Tabela 5.10 - Resultados encontrados na avaliagao da repetibilidade e da precisédo intermediaria para
0 3-OBB, com detecc¢do por CAD. (continua)

Concentragao da

Area Fator de referéncia
Amostra amostra (ug/mL)

Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
A1 49,40 49,00 12,6746 12,2908 0,2566 0,2508
A2 46,00 50,40 11,5610 13,0267 0,2513 0,2585
A3 54,40 52,00 13,8810 13,1783 0,2552 0,2534
A4 53,60 51,00 13,5021 12,8430 0,2519 0,2518
A5 46,60 50,00 12,1003 12,9532 0,2597 0,2591

A6 50,00 50,40 12,8449 13,0016 0,2569 0,2580
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Tabela 5.10 - Resultados encontrados na avaliagdo da repetibilidade e da preciséo intermediaria para
0 3-OBB, com detecg¢éo por CAD. (conclus&o)

Média (6) 0,2553 0,2553
DPR (%) 1,25 1,4324

Média (12) 0,2553
DPR (%) 1,28

De acordo com os resultados, o desvio padrao relativo das doze amostras, nos
dois dias, foi de 1,28%, menor do que 2,0%, preconizado pelas normativas utilizadas.

Os resultados da repetibilidade e precisao intermediaria para o composto 3-
OBU, com deteccdo UV, sao mostrados na tabela 5.11.

Tabela 5.11 - Resultados encontrados na avaliagdo da repetibilidade e da precisao intermediaria para
0 3-OBU, com detecgao UV.

Concentragao da

Area Fator de referéncia
Amostra amostra (ug/mL)

Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
A1 50,20 47,00 177176 165423 3529,40 3519,64
A2 47,20 50,00 166374 171844 3524,87 3436,88
A3 46,40 48,80 160287 170509 3454,46 3494,04
A4 50,00 50,80 172188 180031 3443,76 3543,92
A5 47,00 50,20 164235 175432 3494,36 3494,66
A6 46,00 52,80 161896 182776 3519,48 3461,67
Média (6) 3494,39 3491,80
DPR (%) 1,07 1,1039
Média (12) 3493,09

DPR (%) 1,04

Os resultados mostram que o desvio padrao relativo das doze amostras, nos
dois dias, foi de 1,06%, abaixo dos 2,0% preconizado pelas normativas utilizadas.

Os resultados da repetibilidade e precisao intermediaria para o composto 3-
OBU, com deteccao por CAD, sao mostrados na tabela 5.12.

Tabela 5.12 - Resultados encontrados na avaliagdo da repetibilidade e da precisao intermediaria para
0 3-OBU, com detecgao por CAD. (continua)
Concentragao da

Area Fator de referéncia
Amostra amostra (ug/mL)

Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
A1 50,20 47,00 6,4392 6,1208 0,1283 0,1302
A2 47,20 50,00 6,1201 6,3417 0,1297 0,1268
A3 46,40 48,80 6,0056 6,3280 0,1294 0,1297
A4 50,00 50,80 6,3290 6,5052 0,1266 0,1281
A5 47,00 50,20 6,1134 6,4801 0,1301 0,1291

A6 46,00 52,80 6,0080 6,6992 0,1306 0,1269
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Tabela 5.12 - Resultados encontrados na avaliagao da repetibilidade e da precisédo intermediaria para
0 3-OBU, com detecgao por CAD. (conclusao)

Média (6) 0,1291 0,1285
DPR (%) 1,13 1,1173
Média (12) 0,1288
DPR (%) 1,10

Os resultados mostram que o desvio padrao relativo das doze amostras, nos

dois dias, foi de 1,10%, abaixo dos 2,0% preconizado pelas normativas utilizadas.

5.3.4 Exatidao

O método foi considerado exato baseado nos resultados de linearidade,
seletividade e precisao.

5.3.5 Limite de deteccao e limite de quantificagao

Os limites de deteccao e quantificagao, para ambas as moléculas 3-OBB e 3-

OBU, com deteccao UV e CAD encontram-se na tabela 5.13.

Tabela 5.13 - Limites de deteccao e quantificagao para os compostos 3-OBB e 3-OBU com deteccgéao
UV e CAD.

Detector UV Detector CAD

Amostra Limite de uantificago Limite de uantificagio
detecgao (ug/mL) a § detecgao (ug/mL) a §

(ng/mL) (ng/mL)
3-OBB 0,92 2,81 1,11 3,37
3-OBU 0,42 1,29 1,16 3,50

A partir da analise dos resultados, pode-se verificar que 0 método com
deteccao UV teve maior sensibilidade que o método com deteccado por CAD. Todos
os limites encontrados estdo abaixo do intervalo utilizado na validagao do método

analitico apresentado (25 ym/mL — 75 pm/mL).

5.4 Conclusodes

Os resultados analiticos indicam que o método desenvolvido por cromatografia

liquida de alta eficiéncia acoplado, em série, a detectores UV e CAD, apresentou
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especificidade, linearidade, precisdao e exatiddo na quantificacdo de ambos os
compostos em estudo, 3-OBB e 3-OBU, em ambos os detectores.

Apesar de nao haver padrao compendial disponivel, pode-se avaliar a pureza
dos compostos através do balangco de massas. A confiabilidade dos resultados foi
comprovada através de estudo estatistico para as finalidades a que se destina.

Assim, o método analitico pode ser considerado estatisticamente validado e
pode ser utilizado para a identificagado e a quantificacdo dos compostos 3-OBB e 3-
OBU.



6 Consideragoes finais
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A necessidade de se mostrar a qualidade das analises quimicas esta sendo
cada vez mais reconhecida e exigida, devido a grande importancia em se garantir a
segurancga, qualidade e eficacia dos produtos farmacéuticos. Dados analiticos n&o
confiaveis levam a falsos resultados, dificultando a compreensao dos fendmenos
apresentados e levando a decisbes desastrosas (RIBANI et al., 2004).

O processo de desenvolvimento de um novo farmaco inicia com a inovagao
molecular demonstrada através de seu valor terapéutico e agado contra processos
patolégicos ou sintomaticos. A sintese e caracterizagdo fisico-quimica de tais
moléculas levam ao conhecimento necessario para criar farmacos eficazes e seguros,
pré-requisitos para um candidato as propostas terapéuticas (VALAGATELI et al.,
2013).

A partir do perfil fisico-quimico estabelecido, pode-se descrever qualitativa e
quantitativamente a identidade de um farmaco. Além disso, pode indicar a estabilidade
do farmaco diante de condi¢gdes normais e de intempéries, assim como apontar quais
meétodos analiticos sdo adequados para a analise de tais substancias.

Nesta tese foram apresentados dois protétipos a farmacos, acido 3-O-
butanoilbetulinico (3-OBB) e acido 3-O-butanoilursélico (3-OBU). Estas moléculas
resultaram em boa atividade contra protozoarios do género Plasmodium e, dentro do
contexto dado as drogas usuais, se mostraram bons candidatos a antimalaricos e a
resolugao do problema de resisténcia farmacoldgica apresentado. Para contribuir com
esta descoberta, o presente estudo teve como objetivo fazer a caracterizagao fisico-
quimica e o desenvolvimento de métodos analiticos confiaveis para assegurar a
continuidade dos estudos destes compostos.

Os estudos de caracterizagao fisico-quimica realizados foram a determinacéao
da faixa de fusdo pelo método capilar e analise complementar do comportamento
térmico das moléculas por calorimetria diferencial exploratéria (DSC). Além disso,
identificacdo e caracterizagcdo das moléculas por espectroscopia na regido do
infravermelho (1V), espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) e ressonancia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio 'H e 13C.

A faixa de fusdo determinada pelo método capilar apresentou como resultados
para o composto 3-OBU, temperaturas médias de 256,3 £ 2,5 °C — 283,2 £ 3,1 °C.
Este resultado foi corroborado pela faixa resultante da analise feita por DSC, com faixa



100

de 253,59 °C - 261,75 °C. A variagado encontrada se deve, provavelmente, a pureza
de 83,38% encontrada para o composto, apesar da curva de aquecimento ter
apresentado sinal estreito, sem deformacdo e sem a presenca de outros sinais,
caracteristicas de analitos com bom grau de pureza.

O prototipo 3-OBB apresentou faixa capilar de 312,9 £ 1,2 °C - 351,0 £ 4,5 °C,
porém apresentou degradacéo visual no capilar ao final da analise. O comportamento
térmico na curva de DSC demonstra um pico endotérmico anterior ao fenébmeno
exotérmico caracteristico da fusdo do composto, inferindo também a degradacéo e
consequente liberacédo energética. A faixa encontrada foi de 303,80 °C — 324,00 °C.
A variagdo entre as faixas se deve provavelmente ao processo de degradagao
molecular citado, além do seu grau de pureza. Assim, os métodos analiticos
realizados obtiveram sucesso na analise do 3-OBU, considerando as impurezas
presentes, mas ndo podem caracterizar o composto 3-OBB. Para a analise de
farmacos que se decompdem durante a analise térmica seria indicado o método tipo
Kofler, com a utilizagao de analise visual por microscopia, nado realizado neste estudo.

A caracterizagdo pela espectrofotometria na regido do ultravioleta (400 cm™ a
190 cm™") foi compativel com a analise dos arranjos eletrénicos das moléculas, que
possuem baixa absortividade de luz. Os maximos encontrados de 205 nm para o 3-
OBB e 128 nm para o 3-OBU foram utilizados para a caracterizagao e para a definigao
do comprimento de onda utilizado na metodologia cromatografica desenvolvida, uma
vez que o método utiliza, além da deteccao por CAD, detecgdo UV para a
quantificacdo dos protoétipos.

A espectrofotometria na regido do infravermelho determinou informagdes sobre
os compostos em estudo. As absor¢des das ligagdes presentes nas moléculas séo
determinadas em faixas do espectro na regidao do IV, por meio da analise das bandas
caracteristicas dos grupos funcionais e das ligagdes presentes. E uma técnica muito
util na identificagdo e caracterizagdo de compostos novos ou desconhecidos
(WATSON, 2005). Neste caso, por nao haver referéncia, fez-se a descricao das
principais bandas resultantes, que nao estao presentes nas moléculas precursoras.
Ambas as moléculas apresentaram as bandas de deformagéo axial de C-O (1463 cm~
" para 0 3-OBU; 1457 cm™ para o 3-OBB) e deformagéo axial de C=0 de éster alifatico
(1731 cm™ para o 3-OBU; 1730 cm™' para o 3-OBB) presentes na cadeia lateral
substituida, identificando os protétipos a farmaco. Tais absorgdes sao evidenciadas

nas figuras 4.9 e 4.10.
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As andlises de ressonancia magnética nuclear de 'H e '3C permitiram a analise
das posigdes atdmicas das moléculas 3-OBB e 3-OBU. Os hidrogénios e carbonos
pertencentes as cadeias laterais atribuidas ao resultado da semissintese para o 3-
OBB e o 3-OBU foram evidenciados nas figuras 4.13, 4.14, 4.15 e 4.16. Estas
informacdes sdo importantes para a obtencéo de informacdes estruturais da molécula,
além de confirmar suas identidades quimicas.

As analises fisico-quimicas permitiram a identificacdo e a caracterizacdo dos
compostos 3-OBU e 3-OBB, cumprindo objetivos deste estudo, além de contribuir para
a informacgao de literatura, que pode ser utilizada em futuros estudos para a melhor
compreensao e aplicacido destes prototipos a farmaco.

Outro objetivo estabelecido foi o desenvolvimento de métodos analiticos
qualitativos e quantitativos para avaliacdo das moléculas em questao. Para tanto, fez-
se uso da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a
detectores no ultravioleta e aerossol carregado.

A técnica que cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido uma ferramenta
analitica do escopo farmacéutico ha décadas e, com a disponibilidade de novos
detectores, como o detector por aerossol carregado (CAD), utilizado neste estudo, se
mostra uma técnica importante que continua evoluindo e suprindo as demandas
analiticas cada vez mais rigorosas da analise farmacéutica.

Metodologias analiticas por CLAE, em rotina laboratorial, dependem de um
padrao de referéncia bem caracterizado como parametro de comparacao. Neste caso,
como sao moléculas sintetizadas pelo grupo de estudo e n&o ha disponivel substancia
quimica para utilizagao referencial, fez-se uso da técnica de balango de massas para
a analise de pureza. O balango de massas € um método exato para a determinagao
de impurezas e recomendado pela OMS e compéndios oficiais para o estabelecimento
de substancias de referéncia (MA et al., 2009).

O balango feito foi baseado no estudo de GOROG, 2008, que leva em
consideragao, também, as impurezas de sintese dos compostos e compreende
impurezas volateis (solventes organicos e agua), impurezas inorganicas e organicas.
A avaliagdo se mostrou satisfatoria e resultou em pureza de 94,56% e 83,38% para
os compostos 3-OBB e 3-OBU, respectivamente. Apesar da baixa pureza apresentada
pelo composto 3-OBU, ndo houve interferéncia significativa nas analises fisico-
quimicas e na aplicacao do método analitico desenvolvido. A quantidade limitada dos

dois compostos impediu tentativas de purificagdes subsequentes.
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O método cromatografico foi desenvolvido com detecgdo UV, técnica mais
usual na analise de farmacos que possuem cromoforos, e por detector com aerossol
carregado. Neste ultimo caso, o sistema permite a avaliagdo de moléculas que nao
absorvem luz, porém é limitado na deteccdo de compostos volateis, sendo
considerado universal no caso de analitos semi-volateis e ndo volateis. Na avaliagao
de impurezas orgénicas, € possivel observar a presenga de picos cromatograficos
referentes a impurezas no cromatograma com absor¢do UV que nédo sao
determinados no mesmo tempo de retencdo no CAD. Neste caso, é provavel que as
impurezas sejam volateis e apresentem temperatura de evaporagao maior do que 105
°C, temperatura utilizada na perda por dessecacao.

Os parametros analiticos definidos para o método CLAE-UV-CAD levaram em
consideracgao velocidade de analise, simplicidade de execugao das etapas de preparo
das amostras e solugdes, requisitos do sistema de detecgdo (no caso do CAD),
consumo de solventes organicos e meia-vida da coluna cromatografica.

A detecgéo no UV foi registrada em 210 nm devido a baixa absortividade dos
compostos 3-OBU e 3-OBB. Uma coluna PhenoSphere Next® octadecilsilano (250 mm
x 4,6 mm de diametro e 5 ym de tamanho de particula) foi selecionada. Colunas
menores n&o atingiram a resolugdo adequada entre os picos cromatograficos do 3-
OBB e 3-OBU. O sistema cromatografico, operado isocraticamente e em fase reversa,
utilizou fase mével composta por uma mistura de acetonitrila : agua pH 3,0 ajustado
com acido féormico (85 : 15, v/v), inspirada nas metodologias encontradas para os
acidos betulinico e ursdlico encontradas na literatura e relatadas na tabela 3.3. O fluxo
de fase mével estabelecido foi de 1,2 mL/min para diminuir o tempo de eluicdo dos
analitos de intesse. A temperatura de 50 °C foi utilizada para diminuir a viscosidade
da fase mével e otimizar a eluicado dos compostos. O tempo de analise de 30 minutos,
com separacao adequada entre os compostos, foi considerado satisfatério e pode ser
aplicado a rotinas de analise.

O método se demonstrou especifico, linear, preciso e exato para o objetivo
pretendido de quantificar os analitos 3-OBB e 3-OBU.

A validade estatistica dos valores experimentais obtidos para a linearidade foi
avaliada por analise de variancia (ANOVA) e indicou regresséo linear significativa para
o nivel de significancia adotado de 5%. O resultado da preciséao foi satisfatéria intra e
inter-dias e apresentou DPR(%) menor do que 2%. A exatidédo foi inferida com os

resultados encontrados na especificidade, linearidade e preciséo.
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Com as validades estatisticas apresentadas, o método foi considerado validado
e pode ser utilizado com seguranga na avaliagdo dos compostos 3-OBB e 3-OBU.

Conclui-se, por fim, que os métodos fisico-quimicos utilizados tiveram sucesso
na avaliacdo da identidade e caracterizacdo dos prototipos apresentados. E, também,
que o método analitico desenvolvido e validado pode ser utilizado na quantificagao
das moléculas 3-OBU e 3-OBB.
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