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RESUMO

As doencas negligenciadas constituem um conjunto de enfermidades tropicais que afetam
principalmente as populacdes mais vulnerdveis. Estudos demonstraram o potencial da
nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona no combate a
doenga de Chagas e leishmaniose. Paralelamente, estudos de estabilidade sdo exigidos pelas
agéncias reguladoras durante as fases iniciais de desenvolvimento de um novo candidato a
farmaco, pois a instabilidade de uma molécula pode levar a formacdo de produtos de
degradacdo (PDs) prejudiciais a saide humana. Dessa forma, objetivou-se com este trabalho
sintetizar a referida nitrobenzoilcumarina, avaliar sua estabilidade através de estudos de
degradacdo forcada, identificar seus PDs, verificar se o potencial tripanocida serd mantido
nesses subprodutos e avaliar o potencial citotéxico e mutagénico tanto da cumarina, quanto dos
PDs identificados. A sintese da nitrobenzoilcumarina foi realizada utilizando o método de Duff
e posterior reacdo de Knovenaegel entre formil-diidroeugenol e 4-nitrobenzoilacetato de etila.
Os potenciais citotéxico e mutagénico foram avaliados, respectivamente, através do ensaio
colorimétrico Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) e micronicleo. A avaliacdo da
estabilidade intrinseca foi realizada através de estudos de degradacdo forgcada, conforme
condi¢Oes preconizadas pelos guias ICH Q3A (R2), ICH QIB e resolucio ANVISA RDC n°
53/2015. Adicionalmente, a nitrobenzoilcumarina foi exposta a condi¢des de estabilidade
acelerada, sendo incubada a 75 % + 5 % de umidade relativa e temperatura de 40 °C £ 2 °C. Foi
desenvolvido e validado um método analitico empregando a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia em fase reversa com deteccdo no ultravioleta para doseamento da
nitrobenzoilcumarina e quantificacdo de seus PDs. A elucidacdo estrutural desses subprodutos
foi realizada por espectrometria de massas e seus potenciais mutagénicos preditos por ensaios
in silico empregando técnicas do tipo QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships).
Os estudos bioldgicos demostraram citotoxicidade dose dependente da nitrobenzoilcumarina,
apresentando concentracdo inibitoria média de 238,98 uM + 23,11 uM, semelhante a valores ja
reportados para os farmacos benznidazol e anfotericina B, utilizados, respectivamente, no
tratamento da doenca de Chagas e leishmaniose. Ja os estudos de genotoxicidade revelaram
auséncia de efeito genotoxico em concentracdes baixas. Na avaliacdo da estabilidade intrinseca,
foi verificado que a nitrobenzoilcumarina sofre degradagcao quando exposta a hidrélise alcalina,
solucdo de fons metdlicos e em condicdes oxidativas. Os estudos de estabilidade acelerada
demostraram que a nitrobenzoilcumarina apds seis meses de incubacdo ndo sofre degradacao

nas condi¢des de temperatura e umidade preconizadas para o ensaio. Ja as avaliagdes de



mutagenicidade in silico indicaram auséncia de alertas estruturais nos PDs relacionados ao
endpoint pesquisado ou auséncia de alertas estruturais discrepantes entre a molécula de origem
e seus subprodutos, sugerindo que os compostos podem ser considerados seguros. Tais
resultados evidenciam o potencial da nitrobenzoilcumarina como um promissor protétipo a
farmaco a ser utilizado no combate a doenca de Chagas e leishmaniose. Estudos adicionais in

vitro estdo sendo realizados para comprovar a seguranga bioldgica dos PDs.

Palavras-chave: cumarina; produtos de degradagdo; estabilidade.



ABSTRACT

Neglected diseases are a group of tropical illnesses that mainly affect the most vulnerable
populations. Studies have shown the potential of the nitrobenzoylcoumarin 8-methoxy-3-(4-
nitrobenzoyl)-6-propyl-2H-chromen-2-one against Chagas disease and leishmaniasis.
Meanwhile, stability studies are required by regulatory agencies during the initial stages of drug
candidate development, as molecule instability can lead to the formation of degradation
products (DPs) harmful to human health. Thus, the objective of this work was to synthesize the
mentioned nitrobenzoylcoumarin, evaluate its stability through forced degradation studies,
identify its DPs, verify if the trypanocidal potential will be maintained in these by-products and
assess the cytotoxic and mutagenic potential of both the coumarin and the identified DPs. The
synthesis of nitrobenzoylcoumarin was carried out using the Duff method followed by a
Knovenaegel reaction between formyl-dihydroeugenol and ethyl 4-nitrobenzoylacetate. The
cytotoxic and mutagenic potentials were evaluated, respectively, using the Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide colorimetric assay and the micronucleus test. The evaluation of intrinsic
stability was conducted through forced degradation studies following the conditions
recommended by ICH Q3A (R2), ICH Q1B guidelines and ANVISA resolution No. 53/2015.
Additionally, the nitrobenzoylcoumarin was subjected to accelerated stability conditions,
incubated at 75% * 5% of relative humidity and 40°C + 2°C. An analytical method employing
high-performance liquid chromatography and ultraviolet detection was developed and validated
for the quantification of nitrobenzoylcoumarin and its DPs. The structural elucidation of these
by-products was performed by mass spectrometry and their mutagenic potentials were predicted
by in silico assays employing QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships)
techniques.  Biological studies demonstrated dose-dependent  cytotoxicity  of
nitrobenzoylcoumarin with a mean inhibitory concentration of 238.98 uM + 23.11 uM, similar
to values reported for the drugs benznidazole and amphotericin B, that are used, respectively,
in the treatment of Chagas disease and leishmaniasis. Genotoxicity studies revealed an absence
of genotoxic effects at low concentrations for nitrobenzoylcoumarin. In the evaluation of
intrinsic stability, it was found that nitrobenzoylcoumarin undergoes degradation when exposed
to alkaline hydrolysis, metal ion solutions and oxidative conditions. Accelerated stability
studies demonstrated that nitrobenzoylcoumarin did not undergo degradation after six months
of incubation under the recommended temperature and humidity conditions for the assay. In
silico mutagenicity assessments indicated the absence of structural alerts in the related by-

products concerning the researched endpoint or the absence of discrepant structural alerts



between the parent molecule and its by-products. This suggests that the compounds may be
considered safe. The results demonstrated the potential of nitrobenzoylcoumarin as a promising
prototype of new drug candidate to be used in the treatment of Chagas disease and
leishmaniasis. Additional in vitro studies are being conducted to confirm the biological safety

of the PDs.

Keywords: coumarin; degradation products; stability
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1 INTRODUCAO

As doencas negligenciadas constituem um conjunto de enfermidades tropicais
endémicas que afetam principalmente as populagdes mais vulnerdveis localizadas no
Continente africano, Asia e América Latina. Ocorrem principalmente em ambientes rurais
remotos, onde as pessoas nao tém acesso a servicos bdsicos de saide. Sdo causadas por
diferentes agentes patogénicos e representam um grande problema em sadde publica,
acometendo mais de 1,7 bilhdo de pessoas e provocando entre 500 mil a 1 milhdo de 6bitos
anualmente. Dentre essas enfermidades estdo a doenga de Chagas e a leishmaniose (Médicos
sem Fronteiras, 2024).

Estima-se que aproximadamente 8 milhdes de pessoas em todo o mundo estejam
infectadas pelo Trypanossoma cruzi, agente etiol6gico da doenca de Chagas. Embora a doenca
seja endémica da América Latina, diversos casos t€m sido reportados nas dltimas décadas em
paises de diferentes continentes. Ao longo de mais de um século desde a sua descoberta, apenas
os farmacos nifurtimox e benznidazol foram desenvolvidos para o seu tratamento. Além disso,
tais drogas apresentam eficécia limitada e estdo associadas a diversos efeitos colaterais (World
Health Organization, 2024).

J4 a leishmaniose € uma enfermidade causada por protozodarios do género Leishmania,
sendo endémica em 99 paises. Anualmente sdo relatados cerca de 1 milhdo de novos casos da
doencga, sendo as manifestacdes clinicas varidveis dependendo da viruléncia da espécie
infectante e suscetibilidade do hospedeiro. Os farmacos utilizados no tratamento da doenga
incluem antimoniais pentavalentes, pentamidina, anfotericina B, miltefosina e paromomicina,
0os quais estdo relacionados a problemas graves de toxicidade, resisténcia e alto custo
(Organizacao Pan-Americana da Saude, 2024; Sierra et al., 2021).

Neste contexto, assume papel relevante a busca por novos agentes terapéuticos capazes
de proporcionarem um combate mais efetivo a estas doengas. Pesquisas envolvendo produtos
naturais representam uma importante estratégia no desenvolvimento de novos farmacos.
Cumarinas sintéticas e naturais tém sido descritas por diversos pesquisadores como potenciais
prototipos de novos candidatos a farmacos a serem utilizados no combate a doenga de Chagas
e a leishmaniose (Basualto et al., 2018; De Figueiredo Peloso et al., 2020; Shahbaz et al., 2024).

Estudos recentes demostraram o potencial terapéutico da nitrobenzoilcumarina 8-
metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona. Brancaglion et al. (2018) avaliaram a
atividade da substincia frente a doenca de Chagas. Os autores realizaram ensaios in vitro,

evidenciando atividade promissora contra a forma amastigota do Trypanossoma cruzi e baixa
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toxicidade frente a células de mamiferos. Aliado a isso, estudos in vivo mostraram a reducao da
parasitemia em ratos tratados com a substancia (Brancaglion et al., 2018). De Figueiredo Peloso
et al. (2020) avaliaram o potencial da nova cumarina no combate a leishmaniose. Os autores
demostraram que a substancia apresenta atividade leishmanicida semelhante a anfotericina B,
sendo capaz de reduzir a carga parasitaria em animais (De Figueiredo Peloso et al., 2020). Em
vista dos resultados iniciais promissores da nova molécula, estudos mais aprofundados devem
ser realizados de modo a comprovar seu potencial terapéutico.

Dentre esses estudos estdo aqueles relacionados a estabilidade intrinseca da molécula.
Estudos de estabilidade sdo exigidos pelas agéncias reguladoras durante as fases iniciais de
desenvolvimento de um novo candidato a firmaco. Isso ajuda a garantir sua eficicia e seguranca
ao ser administrado a pacientes, pois a instabilidade de um farmaco pode comprometer seu
efeito terap€utico e levar a formagdo de produtos de degradacdo (PD) prejudiciais a saide
humana, relacionados a efeitos adversos variados (International Conference on Harmonisation,
2003).

A identificacdo da toxicidade de produtos de degradacdo constitui um desafio
importante nas primeiras etapas de desenvolvimento de novos fairmacos. A avaliacdo do perfil
de impurezas de uma substancia para uso farmacéutico e de seus possiveis efeitos toxicos € uma
etapa crucial no desenvolvimento de medicamentos seguros e que antecede a sua introdu¢do no
mercado (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Brasil), 2015a).

Apesar da existéncia de requisitos regulamentares exigentes no controle de produtos de
degradacdo em farmacos e medicamentos, a presenca desses subprodutos € por vezes inevitdvel.
Além disso, tais substidncias podem ser reativas, com toxicidade indesejada, apresentando
efeitos genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos. Sendo assim, tais moléculas devem ser
consideradas na avali¢ao do risco-beneficio de medicamentos (ANVISA, 2019a).

A qualificacdo de impurezas e produtos de degradacdo consiste na avaliacdo da
seguranga bioldgica relativas ao consumo de tais substancias, considerando a dose maxima
didria estabelecida para um fidrmaco. Essa qualificacio deve ser realizada utilizando
ferramentas cientificas adequadas, estudos apropriados e dados técnicos capazes de comprovar
que o risco a saide associado ao uso humano das substancias em questao pode ser considerado
negligencidvel (Pedreiro, 2016; ICH, 2023a).

Na qualificagc@o de uma impureza ou produto de degradacdo, diversos fatores devem ser
considerados, tais como: a populacdo alvo, a condi¢do clinica a ser tratada, a dose didria, a via
de administracdo e o tempo de exposi¢do ao produto. Sdo consideradas provas bdsicas da

seguranca bioldgica de impurezas a avaliagdo de mutagenicidade e toxicidade em geral.
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Entretanto, outros ensaios de toxicidade especificos ou adicionais podem ser aplicdveis
(ANVISA, 2019a).

Diversos métodos sdo descritos para avaliacdo da segurancga bioldgica de substancias
para uso farmacéutico. Ensaios in vitro utilizando culturas de células e estudos de toxicidade in
silico empregando técnicas computacionais do tipo Quantitative Structure-Activity
Relationships (QSAR) surgem como alternativas aos convencionais ensaios em animais,
permitindo reduzir tempo e custos (ICH, 2023a).

Em funcio disso, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a estabilidade intrinseca
da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona através de
estudos de degradacdo forcada, identificar seus produtos de degradacdo, avaliar se o potencial
tripanocida serd mantido nesses subprodutos e se os mesmos apresentarao potencial citotoxico

e mutagénico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas foi descrita inicialmente em 1909 pelo médico brasileiro Doutor
Carlos Ribeiro Justiniano Chagas. Em aproximadamente 110 anos, significativos avangos
foram obtidos no combate a sua proliferacdo. Entretanto, a doenca continua sendo um dos
maiores problemas mundiais em saide publica (WHO, 2024).

Também conhecida como tripanossomiase americana, a doenga é causada pelo
protozodrio Trypanossoma cruzi. A transmissdo ocorre pelo inseto vetor conhecido como
“barbeiro”, o qual deposita suas fezes contaminadas com o protozodrio sobre a pele do
hospedeiro no momento da picada. Além disso, a doenca também pode ser transmitida em
transfusoes sanguineas, através da placenta de mae para filho ou ingestao de carne contaminada
(Rabello et al., 2019).

Até inicio dos anos de 1960, no Brasil, a via vetorial respondia pela maioria dos casos,
que se concentrava em dreas rurais. Em funcio do éxodo rural ocorrido por conta do modelo de
desenvolvimento econdmico do pais, a doenca se urbanizou e a via transfusional passou a ter
um importante papel na transmissdo da doenga. Atualmente no Brasil, a via oral tem se
destacado, respondendo pela quase totalidade de novos casos (MSF, 2024).

O ciclo biolégico do T. cruzi € ilustrado na Figura 1. O parasito apresenta trés formas
evolutivas distintas, entre o inseto vetor e o hospedeiro vertebrado. No trato digestivo do inseto
vetor, as formas epimastigotas flageladas se multiplicam e se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicas, que corresponde a forma infectante para o homem. No hospedeiro vertebrado, os
tripomastigotas se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam por sucessivas divisoes
bindrias no citoplasma celular. Apés um periodo aproximado de quatro dias, os amastigotas se
transformam em tripomastigotas, que rompem as células infectadas e sao liberados no meio
extracelular. Os tripomastigotas livres podem infectar as células vizinhas ou cairem na
circulagdo sanguinea, podendo ser ingeridos pelo inseto vetor durante a alimentagdo, ou ainda
infectarem células de outros tecidos do hospedeiro vertebrado (Tanowitz et al., 1992). As
células infectadas com os amastigotas, além de liberarem os tripomastigotas para infectar outras
células, liberam produtos que ativam enzimas, prostaglandinas, citocinas e outros diversos
mediadores potenciais da inflamacdo, provocando variadas e complexas respostas do sistema
imune do hospedeiro. O individuo, uma vez infectado, permanece como tal por toda a vida

(Nogueira, 2009).
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Figura 1 - Ciclo de vida do Trypanossoma cruzi.
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Fonte: Adaptado de Center for Disease Control and Prevention (CDC), 2024.

A doenca de Chagas €é¢ uma doenga parasitiria negligenciada. Estimam-se
aproximadamente 8 milhdes de casos em todo mundo, sendo que a maior parte estd concentrada
na América Latina. A doenga € responsdvel por mais de dez mil Gébitos por ano e por
aproximadamente trinta mil novos casos anuais. Embora seja originalmente uma doenca
tropical, o nimero de pacientes portadores da tripanossomiase tem aumentado em paises da
Europa, Asia, Estados Unidos, Canad4 e Austrélia, conforme mostrado na Figura 2. Nas regides
endémicas, a doenga acomete principalmente os grupos populacionais menos favorecidos,
sendo que mais de noventa por cento dos infectados desconhecem a situacdo por falta de
diagnéstico preciso (Schmidt et al., 2012). No Brasil, estima-se de 1,9 e 4,6 milhdes de pessoas
afetadas pela doenca, sendo que 60 % vivem em dreas urbanas, provocando impactos sociais,
previdencidrios e assistenciais (MSF, 2024). A doenca de Chagas mata mais pessoas na
América Latina a cada ano do que qualquer outra doen¢a negligenciada, incluindo a maléria

(WHO, 2024).
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Figura 2 - Paises onde a doenga de Chagas esta presente.

Fonte: Adaptado de WHO, 2024.

Legenda: Em laranja escuro, regides endémicas. Em laranja claro, paises ndo endémicos, mas que apresentam
casos da doenga.

A evolugdo clinica da doenca € normalmente dividida em duas fases. Depois de um
periodo de incubagdo de 2 a 3 semanas, a fase aguda apresenta sintomas gerais leves e
inespecificos, tais como febre, inflamacao no local da inoculagdo, lesdo palpebral unilateral,
edema, ndédulos linfaticos aumentados e esplenomegalia. Os sintomas desaparecem
espontaneamente entre 4 a 8 semanas. Depois de varios meses ou até mesmo décadas, cerca de
30 a 40 % dos pacientes desenvolvem os sintomas clinicos da fase cronica da doenga,
caracterizada por complicacdes cardiacas e digestivas que podem levar a morte (Molina, 2018).

O diagnéstico pode ser realizado em ambas as fases da doencga. Na fase aguda é feito
por microscopia do sangue, buscando-se provas parasitoldgicas diretas. Ja o diagndstico na fase
cronica é feito por sorologia para detectar a presenga de anticorpos como resposta do sistema
imune contra a infec¢do (MSF, 2024).

A terapia de combate a doenca de Chagas € restrita a0 emprego de dois farmacos
desenvolvidos entre os anos de 1960 e 1970, denominados de nifurtimox e benznidazol. Ambos
apresentam maior eficdcia se utilizados na fase aguda da doenca e estdgios iniciais da fase
cronica. Entretanto, estdo relacionados a ocorréncia de efeitos colaterais graves, tais como,
intolerancia gastrica, vomitos, anorexia, erup¢des cutaneas e problemas neuromusculares. Em
funcdo disso, ocorre um grande nimero de abandono da terapia medicamentosa (Hall et al.,

2011; Salomon et al., 2012; Patterson et al., 2014; Brancaglion et al., 2018).
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Devido ao impacto econdmico e social causado pela doenga de Chagas, aliada a falta de
vacinas e limitacOes da terapia disponivel, a busca por novos farmacos tem se tornado
imprescindivel para o seu tratamento. O desenvolvimento de novos candidatos a farmacos
assume papel relevante na tratativa da doenca e interrup¢do de seus sintomas clinicos. Neste
sentido, diversas moléculas naturais e sintéticas tém sido estudadas, tais como, flavonoides,
alcaloides, terpenos, fenilpropanoides, naftoquinonas e triterpenoides (Bezerra Filho et al.,
2023; Nekoei et al., 2022; Peres et al., 2023). Dentre essas, a versatilidade dos sistemas
cumarinicos também se apresenta com boas perspectivas para obten¢do de novos candidatos a
farmacos, significativamente menos toxicos e que permitam desenvolver esquemas terapéuticos
mais apropriados e de baixo custo (Brancaglion et al., 2018; Franco et al., 2021; Molina, 2018;

Zeki; Mustafa, 2024).

2.2 LEISHMANIOSE

A leishmaniose representa um importante problema em saide piublica, sendo
considerada uma das principais doengas tropicais negligenciadas. Ocorre principalmente no
continente americano, norte da Africa, Africa oriental, oeste e sudeste asiatico, sendo estimadas
aproximadamente 12 milhdes de pessoas infectadas em todo mundo e uma incidéncia de 50 mil
obitos por ano (Sandoval Pacheco et al., 2023; WHO, 2024).

A doenca € causada por diferentes espécies de protozodrios do género Leishmania, os
quais sdo transmitidos através da picada de insetos vetores hematéfagos, os flebotomineos, em
especial as espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. Dependendo da espécie
envolvida e do estado imune do hospedeiro, a doenca pode apresentar diferentes manifestacoes
clinicas, sendo as principais a leishmaniose cutanea, leishmaniose mucosa/mucocutanea e
leishmaniose visceral (Ansari et al., 2023).

A leishmaniose visceral caracteriza-se por episodios irregulares de febre, perda de peso,
hepatoesplenomegalia e anemia. Se ndo tratada, pode levar a morte em mais de 90 % dos casos.
J4 a leishmaniose mucosa/mucocutinea estd relacionada a destrui¢do total ou parcial das
mucosas do nariz e boca, podendo levar a incapacidade dos pacientes. Por sua vez, a
leishmaniose cutanea representa a forma mais comum da infec¢do, provocando lesdes
ulcerativas na pele, frequentemente associadas com desfiguragdes e estigmatizagdo social
(Maza Vega et al., 2023).

Embora os ciclos biolégicos das diferentes espécies de Leishmania apresentem

peculiaridades especificas, todos compartilham etapas em comum, sendo a interagdo entre o
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vetor invertebrado e o hospedeiro vertebrado fundamental para a multiplicacdo e disseminac¢ao
da doenca (OPAS, 2024). O ciclo de vida dos protozodrios do género Leishmania é apresentado

na Figura 3.

Figura 3 - Ciclo de transmissao da leishmaniose.
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Fonte: Adaptado de CDC, 2024.

Ao se alimentarem de sangue, os flebotomineos contaminados inoculam formas
promastigotas metaciclicas no hospedeiro vertebrado, as quais sdo fagocitadas por macréfagos
e outras células mononucleares fagociticas. Nestas células, as formas promastigotas do
protozodrio se transformam em amastigotas, as quais, por sua vez, se multiplicam e infectam
outras células. Ao se alimentarem de sangue de um hospedeiro infectado, os insetos vetores
ingerem as células contendo as formas amastigotas e se contaminam. No intestino médio dos
flebotomineos, as formas amastigotas do parasito se diferenciam em promastigotas.
Posteriormente, ocorre a migracao do parasito para a faringe do inseto, o qual podera ser
transmitido para um novo hospedeiro vertebrado, iniciando novamente o ciclo de transmissao
(Gongalves et al., 2020).

O arsenal terapéutico disponivel para o tratamento da leishmaniose € restrito. Além
disso, esses medicamentos apresentam em muitos casos eficicia reduzida e estdo associados a

diversos efeitos colaterais (Sierra et al., 2021).
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Farmacos antimoniais, tais como estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina,
constituem normalmente a primeira linha para o tratamento da doenca. Tais substincias
apresentam efeitos téxicos relevantes e casos de resisténcia do parasito t€m sido reportados
(Ait-Oudhia et al., 2011). A anfotericina B, por sua vez, € altamente eficaz contra todas as
manifestacOes clinicas da leishmaniose. Entretanto, o farmaco apresenta alto custo e estd
relacionado ao desenvolvimento de nefrotoxicidade (Sundar; Singh, 2016). A miltefosina
constitui o Unico farmaco de uso oral empregado no combate a leishmaniose, sendo eficaz frente
as formas cutinea e visceral da doenca. Seus efeitos colaterais incluem disturbios
gastrointestinais, vOmito, diarreia e ndusea. Além disso, seu potencial teratogénico restringe o
uso por gestantes (Dorlo et al., 2012). Sais de pentamidina também sado utilizados no tratamento
da leishmaniose. Entretanto, estdo associados ao desenvolvimento de diabetes mellitus,
miocardites e nefrotoxicidade (Tiwari et al., 2017). Por sua vez, o aminoglicosideo
paromomicina € ativo frente a leishmaniose visceral. Entretanto, sua administragdo
intramuscular € muito dolorida e o farmaco estd associado a ocorréncia de nefrotoxicidade e
ototoxicidade (Sundar; Singh, 2016).

Dada a relevancia clinica da leishmaniose, aliada a deficiéncia da terapéutica disponivel,
torna-se imperativo a busca por novas moléculas capazes de proporcionarem um combate a
doenca de forma mais assertiva e segura. Neste contexto, diferentes classes de compostos
quimicos apresentam-se como possiveis alternativas, tais como, flavonoides, flavonas,
naftoquinonas, 6leos essenciais e triterpenos (Avila Brustolin et al., 2022; Passarini et al.,
2022). Além desses, derivados cumarinicos, sintéticos ou naturais, t¢tm demonstrado potencial
promissor como futuros candidatos a firmacos, recebendo aten¢do de varios grupos de pesquisa

(Gongalves et al., 2020; Hassan et al., 2023; Shahbaz et.al., 2024; Yepes et.al., 2024).

2.3 CUMARINAS

As cumarinas sdo compostos heterociclicos oxigenados, pertencentes ao grupo das
benzo-o-pironas, formadas pela fusdo de um anel benzé€nico com um anel pirona, conforme
mostrado na Figura 4. O nome cumarina deriva da palavra tupi “kumaru”, nome popular da
arvore Dipteryx odorata, de onde foram isoladas as primeiras cumarinas por Vogel em 1820

(Schimidt et al., 2012).
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Figura 4 - Nucleo fundamental 2H-1-
benzopiran-2-ona ou
cumarina simples.

o._ 0

=

Fonte: Do autor.

O aumento na complexidade do anel base permite classificar as cumarinas em diferentes
tipos, tais como, furanocumarinas, diidrofuranocumarinas, piranocumarinas, dicumarinas e
fenilcumarinas, conforme estruturas mostradas na Figura 5. Toda essa variabilidade estrutural

tem sido aproveitada do ponto de vista da quimica medicinal (Barot et al., 2015).

Figura 5 - Estruturas quimicas de diferentes tipos de cumarinas.
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Fonte: Do autor.

Legenda: (A) furanocumarina; (B) diidrofuranocumarina; (C) piranocumarina; (D) dicumarina; (E) fenilcumarina.

Os compostos cumarinicos sdo metabolitos secunddrios amplamente encontrados no
reino vegetal, sendo biossintetizados por diferentes espécies e estando presentes em diversas
partes das plantas, tais como flores, raizes e frutos. Porém, a sintese de cumarinas nao ¢é

exclusiva de plantas, sendo também encontradas em bactérias e fungos. Embora suas fungdes



37

nesses organismos ainda ndo sejam totalmente conhecidas, acredita-se que desempenham
papeis fundamentais como reguladores do crescimento, agdo antioxidante, inibidores
enzimdticos agentes bacteriostdticos e fungistiticos (Venugopala et al., 2013; Franco et al.,
2021).

A variedade de propriedades bioldgicas atribuidas as cumarinas despertou o interesse
da sintese organica por essa classe de compostos. Dessa forma, foram desenvolvidos métodos
para obtencdo dessas moléculas em laboratério e a sintese de derivados com aplicacdes
bioldgicas e industriais (Stefanachi et al., 2018).

A sintese do primeiro derivado cumarinico em laboratério data de 1868 por Perkins,
passando esses compostos a serem utilizados na industria de perfumaria. Paul Parquet
desenvolveu uma fragrancia que foi utilizada na produgdo de perfume e sabonetes a base de
6leo de bergamota e cumarinas sintéticas. Esta formulag@o foi considerada um marco histérico
na industria de perfumaria, pois até entdo nunca tinham sido utilizados aromatizantes sintéticos
(Clark, 1995). Entretanto, somente a partir de 1936 com o desenvolvimento de metodologias
cléssicas, tais como as reagdes de Packmann e Knoevenagel, a sintese de derivados cumarinicos
passou a ser realizada devido ao seu potencial terapéutico (Barot et al., 2015; Franco et al.,
2021).

A estrutura das cumarinas tem despertado ateng¢do de pesquisadores nos dltimos anos,
pois apresentam a capacidade de estabelecer interagdes ndo-covalentes com diferentes
biorreceptores em organismos vivos. Dessa forma, apresentam diversas atividades
farmacoldgicas, tais como anticancerigena, anti-inflamatdria, antioxidante, anticoagulante,
anti-HIV, dentre outras. Aliado a isso, sua estrutura molecular apresenta diversos sitios de
ligacdo que podem ser explorados para a sintese de derivados com potencial bioldgico (Basualto
et al., 2018; Shahbaz et al., 2024).

A investigacdo das propriedades farmacoldgicas das cumarinas permitiu o
desenvolvimento de firmacos como a varfarina, utilizada desde a década de 50 e registrada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria brasileira (ANVISA) e pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento e prevencdo de doengas tromboembdlicas. Além da
varfarina, podemos citar os anticoagulantes acenocumarina e fenprocumarina e o antibacteriano
novobiocina, potente inibidor da enzima DNA-girase (Stefanachi et al., 2018; Franco et al.,
2021).

Além das propriedades bioativas relacionadas as cumarinas, outra importante
caracteristica desses compostos que tem sido explorada € a sua capacidade luminescente,

resultante da transferéncia interna de carga do sistema conjugado m-m rico em elétrons. Dessa
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forma, derivados cumarinicos t€m sido utilizados como sondas de fluorescéncia, agentes de
monitoramento de reacdes enzimadticas, corantes, sensores de pH e potenciais agentes de
biorredu¢do (Franco et al., 2021).

A ampla variedade de aplicagdes das cumarinas nos campos bioldgicos e industriais
reforca a importincia dessa classe de compostos e estimula o desenvolvimento de novos

derivados.

2.4 CUMARINAS BIOATIVAS FRENTE A DOENCA DE CHAGAS

Pesquisas envolvendo produtos naturais representam uma importante estratégia na
busca por novas moléculas candidatas a farmacos. Além disso, o potencial farmacoldgico
dessas moléculas pode ser ampliado utilizando estratégias de modificacdes estruturais
orientadas. Nesse sentido, diversos trabalhos tém demostrado o emprego de cumarinas naturais
e sintéticas como potentes agentes tripanocidas (Basualto et al., 2018).

Com a chegada do século XXI, comegaram a aparecer os avangos mais relevantes no
campo da quimica medicinal para a identificacdo e planejamento de substancias com potencial
tripanocida. Pavao et al. (2002) isolaram o derivado cumarinico chalepina do caule da espécie
Pilocarpus spicatus e, posteriormente, os autores avaliaram seu efeito inibitério contra a enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossémica (gGAPDH) de 7. Cruzi. Essa enzima é
fundamental para o metabolismo energético e sua inibicdao bloqueia a glicélise, alterando a
produgdo de ATP no protozodrio e provocando sua morte. No trabalho, foi determinado o valor
da concentragdo inibitéria média (IC50) da cumarina frente a atividade da enzima, obtendo-se
o valor de 64 pg.mL!. Além disso, ndo foi detectada inibi¢io na GAPDH humana. Frente aos
resultados obtidos, os autores concluiram que a chalepina poderia ser usada como prot6tipo
para o planejamento de novas substincias no combate a doenca de Chagas. Além disso, os
autores conseguiram cristalizar a enzima junto ao derivado cumarinico, permitindo o
planejamento in silico de derivados otimizados e com maior poténcia (Pavao et al., 2002).

Guinez et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante e antichagdsica de cumarinas
sintéticas. Dentre os compostos avaliados, o derivado 3-amino-4-hidroxi-2H-cromen-2-ona
apresentou maior atividade tripanocida frente as formas epimastigota e tripomastigota do 7.
cruzi do que o farmaco nifurtimox, utilizado como referéncia no trabalho. Além disso, o
derivado obtido ndo apresentou citotoxicidade em estudos in vitro utilizando culturas de células

(Guinez et al., 2013).
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Amin et al. (2016) demostraram a atividade tripanocida das cumarinas feselol e 10™-R-
karatavacinol presentes na espécie Ferula narthex. Ambos os compostos foram capazes de
interferir nas vias glicoliticas do Trypanossoma cruzi (Amin et al., 2016).

Hibridos do tipo cumarina-chalcona tém despertado o interesse de diversos
pesquisadores. Usando essa estratégia, o estudo conduzido por Vazquez-Rodrigues et al.
(2016) levou a obtencdao de uma molécula, a qual foi testada contra as formas epimastigota,
tripomastigota e amastigota de 7. cruzi, obtendo-se valores de IC50 iguais a 46,8, 2,6 € 2,9 uM,
respectivamente. O novo hibrido apresentou-se mais potente do que o farmaco nifurtimox.
Entretanto, o derivado cumarinico demonstrou efeito citotoxico quando testado em baixas
concentracdes frente a células de mamiferos. Independentemente desses resultados, os autores
destacaram o potencial da nova substancia obtida e concluiram que a mesma poderia ser usada
como ponto de partida para novos compostos através de processos de otimizacdo molecular
(Vazquez-Rodrigues et al., 2016).

Um dos principais objetivos no desenvolvimento de farmacos antichagasicos € o
aumento da poténcia em relacdo aos farmacos de referéncia. Sendo assim, Robledo-O’Ryan et
al. (2017) apostaram no desenvolvimento de hidroxicumarinas visando uma melhor atividade
do que o nifurtimox. Ensaios utilizando a forma tripomastigota de 7. cruzi demostraram que
um dos compostos sintetizados se apresentou mais potente do que o farmaco controle, com
valor de IC50 igual a 1,31 uM, contra 17,4 uM para o nifurtimox. Paralelamente, os autores
realizaram teste de citotoxicidade do derivado cumarinico empregando macréfagos. Os
resultados foram promissores e os autores classificaram o derivado hidroxicumarinico como
vidvel para ser avaliado em testes in vivo (Robledo-O’Ryan et al., 2017).

Um exemplo de substdncias cumarinicas que superam a poténcia do farmaco de
referéncia benznidazol foi apresentado no trabalho de Coelho er al. (2019). Os autores
planejaram e sintetizaram uma série de 18 cumarinas triciclicas com potencial de inibi¢cdo da
enzima triose fosfato isomerase de 7. cruzi (TcTIM). A atividade tripanocida das substancias
foi avaliada frente as formas epimastigota e amastigota do protozodrio. Além disso, o potencial
citotoxico dos derivados cumarinicos foi testado usando fibroblastos. Dentre as substincias
sintetizadas, 10 apresentaram-se mais potentes do que o farmaco benznidazol. Adicionalmente,
os autores testaram a afinidade dos derivados cumarinicos em estudos de docking molecular
com a estrutura da enzima TcTIM (Coelho et al., 2019).

Pozo-Martinez et al. (2022) sintetizaram uma série de derivados arilcumarinicos
contendo o grupo catecol e avaliaram o potencial tripanocida e citotoxico desses compostos. Os

autores também avaliaram a atividade das sustancias quando administradas juntamente com o
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farmaco benznidazol. O composto 3-(4"-bromofenil)-6,7-dihidroxicumarina mostrou-se mais
promissor, sendo verificado um valor de IC50 = 34 puM nos ensaios realizados. Os autores
propuseram que a atividade tripanocida da substancia ocorria via estresse oxidativo e
verificaram que a associacdo do derivado cumarinico com o benznidazol apresenta efeito
tripanocida sinérgico, permitindo reduzir as doses convencionais do farmaco (Pozo-Martinez
etal.,2022).

Krishnan et al. (2023) identificaram diferentes tipos de cumarinas com atividade
antichagésica frente a forma amastigota do Trypanossoma cruzi. Os compostos foram isolados
de extratos vegetais de diferentes espécies da familia Apiaceae. Os autores verificaram que a
furanocumarinas imperatorin, isoimperatorin e phellopterin apresentaram efeitos sinérgicos
quando testas juntas. J4 a cumarina alloimperatorin apresentou atividade promissora
isoladamente (Krishnan er al., 2023).

Embora diversos estudos demonstrem o potencial das cumarinas e derivados como
agentes tripanocidas, a utilizacdo desses compostos enfrenta dificuldades farmacotécnicas
devido a sua baixa solubilidade em 4gua e, consequentemente, baixa biodisponibilidade no
organismo. Aliado a isso, diversos estudos revelam a atividade citotéxica de derivados
cumarinicos. Sendo assim, diante do enorme potencial terapéutico apresentado por essa classe
de moléculas, torna-se necessdrio a realizacdo de estudos mais aprofundados de modo a garantir
aeficacia e seguranga desses produtos (Basualto et al., 2018; Brancaglion et al., 2018). A Figura

6 apresenta as estruturas de algumas cumarinas sintéticas e naturais com atividade tripanocida.
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Figura 6 - Cumarinas sintéticas e naturais com potencial tripanocida.
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Legenda: (A) chapelina; (B) feselol; (C) 10°-R-karatavacinol; (D) hibrido cumarina-chalcona; (E) derivado
hidroxicumarinico; (F) derivado 3-amino-4-hidroxi-2H-cromen-2-ona; (G) derivado cumarinico
triciclico; (H) derivado catecol- arilcumarinico.

2.5 CUMARINAS BIOATIVAS FRENTE A LEISHMANIOSE

O interesse por derivados cumarinicos como agentes leishmanicidas comegou a se tornar
mais perceptivel nas ultimas décadas. Tal fato deve-se as limitagdes e ineficdcia da terapia
medicamentosa atual aplicada no controle da doencga. Sendo assim, estudos envolvendo o
nudcleo cumarinico como ponto de partida para a obtengdo de novas substancias com potencial
leishmanicida tornaram-se relevantes, sendo motivados por relatos do emprego dessa classe de
compostos na medicina tradicional (Sierra et al., 2021).

Utilizando a estratégia de obten¢do de substancias bioativas a partir de fontes naturais,
Napolitano et al. (2004) isolaram a cumarina aurapteno a partir de folhas da espécie Esenbeckia
febrifuga e avaliaram seu potencial leishmanicida frente a forma promastigota de Leishmania
major. Os autores verificaram que a cumarina inibiu o crescimento dos parasitas, sendo
determinado um valor de IC50 igual a 30 mM. Além disso, foram evidenciadas alteracdes
morfoldgicas significativas nos protozodrios remanescentes, como grandes vactiolos em suas

estruturas e perda de motilidade flagelar (Napolitano et al., 2004).
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Empregando a mesma estratégia, Sajjadi et al. (2016) isolaram das partes aéreas da
planta Ferulago angulata e dos frutos da espécie Prangos asperula as substancias suberosina,
suberosina-epoxido e ostol. Este dltimo mostrou-se ativo frente a forma promastigota de
Leishmania major da cepa MRHO/IR/75/ER. Nas primeiras horas de exposicdo a substéncia,
foi verificado IC50 de 14,40 pg.mL"!, sendo esse valor reduzido para 10,79 ug.mL™" apés 48h.
Experimentos com trés horas de exposi¢io ao ostol, na concentracio de 20 ug.mL™!, obtiveram
mortalidade de 71 % dos parasitas, sendo que essa taxa foi aumentada para 91 % com o emprego
da substancia na concentragdo de 50 pg mL™! (Sajjadi et al., 2016).

O nucleo cumarinico possui a capacidade de interagir com diferentes alvos bioldgicos,
sendo que a seletividade dessas interacdes é altamente influenciada pelo seu padrao de
substituicdes. Sendo assim, diversos grupos de pesquisa t€m realizado modificacdes estruturais
em derivados cumarinicos objetivando ampliar e otimizar o espectro de acdo dessa classe de
compostos. Baseando-se nisso, Zaheer et al. (2015) sintetizaram derivados 4-
hidroxibiscumarinicos e avaliaram seus potenciais leishmanicidas através de estudos in vitro
empregando a forma promastigota de Leishmania donovani. Dentre a série de compostos
avaliados, o mais promissor apresentou IC50 de 150 pg.mL!. O estibogluconato de sédio foi
empregado como farmaco de referéncia no estudo, apresentando IC50 de 490 pg.mL!. Destaca-
se que os novos derivados cumarinicos nao apresentaram toxicidade significativa (Zaheer et al.,
2015).

Sangshetti et al. (2016) planejaram e sintetizaram uma série de indol-cumarinas que
foram testadas utilizando formas promastigotas de Leishmania donovani. O composto mais
promissor apresentou valor de IC50 igual a 95,0 pg.mL'. J4 o estibogluconato de sédio,
utilizado como farmaco controle, obteve valor de IC50 igual a 490,0 ug.mL'1 (Sangshetti et al.,
2016).

Cuellar et al. (2022) sintetizaram uma série de hibridos cumarina-chalconas e avaliaram
o potencial leishmanicida, tripanocida e antimaldrico dos compostos. Os ensaios foram
realizados in vitro e, adicionalmente, a atividade citotoxica dos compostos foi desafiada. Trés
substincias apresentaram forte potencial inibitdrio frente as formas amastigotas de Leishmania
panamensis, com valores de IC50 variando entre 2,1 uM a 3,7 uM. Em func¢do dos resultados
promissores, os autores concluiram que os hibridos sintetizados representavam candidatos
promissores ao desenvolvimento de novos agentes terapéuticos a serem utilizados no combate
a leishmania (Cuellar et al., 2022).

Hassan et al. (2023) sintetizaram uma série de hibridos cumarina-1,2,3-triazdlicos.

Todos os compostos obtidos apresentaram maior atividade do que a miltefosina, utilizada como
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farmaco referéncia, frente as formas amastigotas e promastigotas de Leishmania major.
Objetivando elucidar o mecanismo de acdo das substancias sintetizadas, os autores realizaram
estudos de docking molecular utilizando as enzimas pteridina redutase e diidrofolato redutase-
timidilato sintase. Os resultados indicaram que possivelmente o potencial leishmanicida dos
compostos ocorria via interferéncia nas vias metabodlicas do dcido félico no parasita (Hassan et
al., 2023).

A diversidade estrutural dos compostos cumarinicos apresenta-se como uma alternativa
promissora ao desenvolvimento de novos compostos com atividade leishmanicida. Tal fato é
revelado pelo nimero de estudos envolvendo cumarinas naturais e derivados sintéticos com
propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas otimizadas, evidenciando o grande potencial
dessa classe de compostos (Gongalves et al., 2020; Hassan et al., 2023; Sierra et al., 2021; Zekai;
Mustafa, 2024). Na Figura 7 sdo apresentadas estruturas de cumarinas naturais e sintéticas com

potencial leishmanicida.

Figura 7 - Cumarinas sintéticas e naturais com potencial leishmanicida.
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Fonte: Do autor.

Legenda: (A) arapteno; (B) ostol; (C) derivado 4-hidroxibiscumarinico; (D) derivado indol-cumarinico; (E)
derivado cinamoilcumarina; (F) derivado cumarina-1,2,3-triazélico.
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2.6 MECANISMOS DE ACAO DE CUMARINAS TRIPANOCIDAS E LEISHMANICIDAS

Sistemas arométicos planos, como o presente no nicleo cumarinico, t€ém a capacidade
de gerar interacdes hidrofébicas, especialmente do tipo n-n, sugerindo que os biorreceptores
aos quais se ligam possuem uma regido lipofilica, possivelmente com residuos de aminoacidos
aromadticos tais como fenilalanina, tirosina e triptofano. De forma complementar, tais sistemas
também tém a capacidade de formar ligacdes do tipo cdtion-t com aminodcidos carregados
positivamente e efetuar interagdes polares por meio do anel lactona, do tipo ligacdo de
hidrogénio e dipolo-dipolo. Dependendo dos substituintes presentes, o anel lactdnico fundido
ao benzénico pode levar a inibicdes covalentes de enzimas ou receptores passiveis de acilagdo.
Além disso, ha registros de que o nicleo cumarinico possa ser modificado pela abertura do anel
lactona devido a ac@o de esterases, sugerindo que nestes casos, as cumarinas atuariam como um
pro-farmaco (Gongalves et al., 2020).

Qualquer que seja 0 mecanismo de acdo das cumarinas, a for¢a de sua ligacdo com o
alvo molecular € potencializada por interacdes adicionais envolvendo os substituintes presentes
na estrutura. O tipo de substituinte e o padrao de substituicao determinam, além da energia de
ligacdo geral e poténcia, as interacdes seletivas de derivados cumarinicos com alvos especificos.
Toda essa gama de possiveis interacdes quimicas entre derivados cumarinicos e biorreceptores
justificam o amplo espectro de atividades farmacoldgicas dessa classe de compostos
(Stefanachi et al., 2018; Davis et al., 2013).

Diversos estudos tém relacionado a atividade antichagésica das cumarinas a inibicao das
vias glicoliticas do Trypanossoma cruzi, uma vez que o protozodrio € altamente dependente da
glicolise para producao de ATP. A glicose ocorre em uma organela denominada glicossomo,
onde estdo presentes a maioria das enzimas que promovem a conversao de glicose em piruvato,
como a hexoquinase, glicose-6-fosfato isomerase, 6-fosfofrutoquinase, 1,6-difosfato aldolase,
triose fosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, fosfoglicerato quinase, glicerol
quinase e oxidase alternativa. As cumarinas aparentemente provocam modificagcdes na estrutura
dessas enzimas, ocasionando sua inativa¢do e, consequentemente, interrompendo o ciclo
glicosidico. A morte do protozodrio ocorre devido a defici€ncia na producao de energia (Pavao
et al., 2002; Freitas et al., 2009; Belluti et al., 2014; Gong; Lei; Liu, 2015; Amin et al., 2016;
Coelho et al., 2019; Balogun et al., 2019).

Além do ciclo glicolitico, outras vias metabdlicas do 7. cruzi possuem enzimas que
podem ser utilizadas como potenciais alvos moleculares para agentes tripanocidas. A enzima

oxidosqualeno ciclase possui papel relevante na sintese de ergosterol pelo protozoario. Sendo
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assim, diversos pesquisadores t€ém realizado estudos objetivando o desenvolvimento de
compostos capazes de inibir a sua acdo. Oliaro-Bosso et al. (2004) obtiveram diferentes
derivados da cumarina umbelliferona com acdo inibitéria frente a enzima oxidosqualeno
ciclase. Tais resultados motivaram os autores a realizarem novos estudos de estrutura-atividade
envolvendo estes compostos. Os autores verificaram que o tipo de grupo amino e a flexibilidade
da cadeia lateral impactavam significativamente na atividade tripanocida. Dentre os 18
derivados cumarinicos sintetizados, trés apresentaram efeitos promissores como potenciais
inibidores da enzima oxidosqualeno ciclase de 7. cruzi (Oliaro-Bosso et al., 2004, 2008).

Dentre as diferentes atividades farmacoldgicas atribuidas as cumarinas, diversos estudos
destacam o efeito antioxidante dessa classe de compostos. Derivados cumarinicos tém sido
descritos como antioxidantes naturais, cuja presenca estd relacionada a protecao ou mitigacdo
de danos celulares provocados por espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como, disfuncdes
de membrana e alteracdbes no DNA. Os mecanismos de acdo atribuidos aos agentes
antioxidantes sdo variados, incluindo a captura de radicais livres, inibicdo de enzimas que
favorecem o processo oxidativo e quelacdo de metais de transi¢do. Durante a infec¢@o por 7.
cruzi, ocorre uma elevada producdo de ROS como consequéncia de danos teciduais causados
por secrecdes toxicas do parasito. Sendo assim, Figueroa-Guiiez et al. (2013) propuseram que
a acdo de cumarinas antioxidantes estaria relacionada a inativagdio de ROS e,
consequentemente, de seus efeitos oxidativos, protegendo as células durante a infecc¢ao pelo
Trypanossoma cruzi. Os autores avaliaram a atividade antioxidante, tripanocida e citotoxica de
diferentes derivados cumarinicos (Figueroa-Guifez et al., 2013).

A enzima tripanotiona redutase (TR) é uma enzima presente em protozodrios do género
Trypanossoma e Leishmania. Possui papel fundamental no combate ao estresse oxidativo
nesses organismos, regenerando seu principal antioxidante, a tripanotiona. Uma vez que os
protozodrios sdo sensiveis ao estresse oxidativo e esta enzima se difere do sistema glutationa
redutase presente em humanos, pesquisadores t€ém buscado o desenvolvimento de inibidores
seletivos da TR. Baseando-se nisso, Belluti et al. (2014) utilizaram a estratégia de hibridizagado
molecular para sintetizarem uma série de hibridos quinona-cumarina e avaliaram o potencial
desses compostos como inibidores seletivos de GAPDH e tripanotiona redutase utilizando
cepas de Trypanosoma brucei, agente etioldgico da tripanossomiase africana, e cepas de
Trypanosoma cruzi. Um dos derivados obtidos apresentou IC50 de 5,3 uM frente a enzima
GAPDH e de 2,32 uM para TR, demostrando seu duplo potencial inibitério frente aos alvos
moleculares avaliados. Entretanto, em funcdo da falta de correlacio entre a inibicdo

GAPDH/TR e os efeitos tripanocidas observados para a maioria dos compostos sintetizados, os
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autores concluiram que outros alvos moleculares devam estar envolvidos no mecanismo de
acdo dessas moléculas (Belluti et al., 2014).

Estudos também relacionam a ac¢do das cumarinas sobre outras enzimas presentes em
protozodrios. Vila-Nova et al. (2012) isolaram a cumarina escaporona de hastes da espécie
Platymiscium loribundum e avaliaram seu potencial leishmanicida frente as formas amastigota
e promastigota de Leishmania chagasi. Adicionalmente, os autores verificaram a atividade
inibitéria do derivado cumarinico sobre a enzima acetilcolinesterase. A cumarina apresentou
atividade semelhante ao farmaco pentamidina frente a forma promastigota do protozodrio e
capacidade de inibicdo da acetilcolinesterase superior a fisostigmina, utilizado como controle
positivo nos estudos. Em funcao dos resultados obtidos, os autores propuseram que a inibi¢ao
da acetilcolinesterase provoca uma absorc¢do insuficiente de colina pelo protozodrio. Uma vez
que a colina é fundamental para a sintese de fosfolipidios presentes na membrana de
Leishmania, a inibicdo da acetilcolinesterase pela cumarina compromete a integridade das
membranas do protozodrio provocando sua morte (Vila-Nova et al., 2013).

A enzima adenina fosforibosil transferase de Leishmania donovani constitui uma das
enzimas mais importantes para a sintese de DNA do parasita, pois diferentemente das células
do hospedeiro, o protozodrio ndo € capaz de sintetizar nucleotideos de purina. Dessa forma,
necessita capta-los ja prontos da célula infectada (Boitz; Ullman, 2010). Em funcdo disso,
Zaheer et al. (2015, 2016) propuseram que sistemas do tipo 4-hidroxibiscumarinicos
apresentavam efeitos leishimanicidas devido a inbicao dessa enzima. Nos trabalhos realizados
em 2015 e 2016, os autores realizaram etudos de docking molecular envolvendo estas moléculas
e a enzima adenina fosforibosil transferase de Leishmania donovani. Os baixos valores de
energia de ligacdo encontrados nos estudos refor¢caram o mecanismo de ag¢do proposto pelos
autores. Os estudos cristalograficos revelaram a ocorréncia de ligagdes de hidrogénio e
interacdes do tipo hidrofébica entre os derivados cumarinicos e a enzima adenina fosforibosil
transferase (ZAHEER et al., 2015, 2016).

Outro potencial alvo molecular para acdo de cumarinas com atividade leishimanicida é
a enzima pteridina redutase 1 (PTR1). Esta enzima funciona como uma via alternativa do
protozodrio para reducdo de 4cido félico ou pteridinas nido conjugadas, os quais sdo
fundamentais para o crescimento e multiplicacio do protozodrio. Dessa forma, a PTRI1
apresenta papel relevante na metaciclogénese do parasito, além de atuar nos mecanismos de
resisténcia a espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em Leishmania ssp (Cunningham;

Beverley, 2001; Moreira et al., 2014).
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Além de atuarem como inibidores seletivos de enzimas relevantes em diferentes etapas
do ciclo metabdlito de protozodrios, as cumarinas apresentam outros mecanismos de acio que
podem levar a morte dos parasitos. Rodrigués-Hernandés et al. (2019) avaliaram a atividade
tripanocida das cumarinas mammea A/BA, A/BB e A/BD isoladas da espécie Calophyllum
brasiliense. Nos estudos foram utilizadas diferentes cepas de 7. cruzi e o benznidazol
empregado como farmaco controle. Os autores verificaram que os derivados cumarinicos
apresentaram atividade tripanocida superior ao benznidazol. Além disso, provocaram altera¢des
morfoldgicas e fisioldgicas que resultaram na morte dos parasitas. Os autores atribuiram as
deformagdes, presenca de vacuolos, redu¢do da mobilidade e crescimento dos parasitos a
desorganizacdo dos microtibulos do 7. cruzi por acdo das cumarinas. A detec¢do de formas
epimastigotas com formato arredondado, membranas mais delgadas e com a presenca de rugas
foi atribuida a interferéncia das cumarinas na biossintese de fosfolipidios e esterdis de
membrana. J4 a presenca de vesiculas exociticas na membrana celular dos parasitos, os autores
relacionaram a excre¢do aumentada de lipideos e proteinas provocada pelos derivados
cumarinicos. Os estudos também revelaram alteracdes no nucleo das formas epimastigotas do
T. cruzi. Ocorreram condensacdo anormal de cromatina, perda de continuidade da membrana
nuclear e danos ao nucléolo das células. Alteragdes essas devido a¢do das cumarinas e capazes
de provocar a morte dos parasitas por apoptose ou necrose. A nivel mitocondrial, os autores
verificaram aumento do tamanho dessas estruturas na célula dos parasitos e a ocorréncia de
vacuolos. Estas alteracdes por sua vez foram atribuidas a mudangas no balanco oxidativo do
parasito, levando a producao exagerada de ROS, peroxidacao lipidica e fragmentacdao do DNA
por acdo das cumarinas (Rodrigués-Hernandés et al., 2019).

Em func¢do dos resultados promissores, Rodrigués-Hernandés et al. (2020) realizaram
um outro trabalho, onde objetivaram elucidar melhor o mecanismo de ag¢do da cumarina
mammea A/BA, agora utilizada de forma isolada. Foram empregadas nos ensaios as formas
epimastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi. Os autores verificaram que a cumarina apresenta
acdo sobre esterases intracelulares do parasita e que produz alteracdes relevantes em sua
membrana plasmadtica. Além disso, foi verificado aumento no nivel de espécies reativas de
oxigenio, alteragdes no potencial de membrana de mitocondrias, danos no DNA, alteracdes em
fases de replicacdo celular e ocorréncia de vacuolos autofdgicos. Os autores relacionaram as
alteracdes verificadas nos parasitos a acao da cumarina e sugeriram que a mammea A/BA induz

a autofagia e apoptose do 7. cruzi, provocando sua morte (Rodrigués-Hernandés et al., 2020).
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2.7 ESTUDOS DE ESTABILIDADE DE FARMACOS

A estabilidade pode ser definida como o tempo no qual um produto mantém, dentro dos
limites especificados e sob determinadas condi¢Oes de estocagem, as mesmas propriedades e
caracteristicas que possuia na ocasido em que foi fabricado (Allen; Popovich; Ansel, 2011; ICH,
2003). A estabilidade interfere diretamente na qualidade de um produto farmacéutico,
impactando em sua eficdcia e seguranca ao ser administrado a um paciente. Sendo assim, para
que esses parametros ndo sofram alteracOes, ¢ fundamental a realizacdo de estudos de
estabilidade em farmacos e candidatos a firmacos (Kamberi; Raposa, 2016).

A estabilidade de produtos farmacéuticos pode ser estudada sob cinco diferentes
aspectos: quimico, fisico, microbioldgico, terap€utico e toxicologico. Alteracdes das
caracteristicas e propriedades de um produto farmacéutico que extrapolem os limites aceitdveis
e pré-estabelecidos colocam em risco a seguranga e eficicia desses produtos (ANVISA, 2012a;
ICH, 2003).

A estabilidade de farmacos depende de fatores relacionados ao proprio produto,
denominados de fatores intrinsecos, como por exemplo, a presenca de impurezas, propriedades
fisico-quimicas e processo de obten¢do. Além disso, a estabilidade também ¢ influenciada por
fatores relacionados ao ambiente, denominados de fatores extrinsecos. Dentre esses, destacam-
se a temperatura, umidade, gases (oxigé€nio e di6xido de carbono) e luz. O impacto dos fatores
extrinsecos pode ser minimizado com o uso de excipientes especificos, embalagens apropriadas
e condicdes adequadas de armazenamento (ANVISA, 2012b).

A temperatura € o fator extrinseco mais relevante para a estabilidade de farmacos. O seu
aumento esta relacionado, na maioria das vezes, com um incremento na velocidade de
degradacdo quimica. Em geral, a velocidade de uma reacao aumenta exponencialmente com o
aumento de temperatura. Essa relacdo € normalmente verificada para reacdes de hidrélise de
farmacos e algumas reacdes de oxidac@o. A influéncia da temperatura pode ser reduzida pela
correta selecdo da forma de armazenamento (ANVISA, 2012a).

A umidade € outro fator extrinseco de grande relevancia para a estabilidade de fairmacos
e produtos farmacéuticos. Estd relacionada as reacdes de degradagcdo quimica catalisadas por
moléculas de 4dgua. Reagdes de hidrdlise, hidratagdo, isomerizacdo podem conduzir a
decomposicido de farmacos. Reacdes de hidrélise sdo normalmente observadas em produtos
farmacéuticos, uma vez que muitos insumos ativos apresentam em sua estrutura grupamentos

funcionais como ésteres, amidas secundarias, lactonas e lactamas. A influéncia da umidade na
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estabilidade de produtos farmacéuticos pode ser minimizada pela utilizacdo de embalagens
impermedveis (Leite, 2006).

A luz e o oxigénio também sdo fatores ambientais que podem impactar na estabilidade
de produtos farmacéuticos. A luz pode fornecer a energia de ativacdo necessdria para iniciar
reacoes de oxidagdo, reducdo, rearranjo de anéis, polimerizacdo, rupturas de ligagdes,
isomerizacdes e racemizagdes. J4 o oxigé€nio, por sua vez, além das reacdes de oxidacdo de
farmacos, pode estar envolvido em reacdes de fotodegradacao (Leite, 2006).

As razdes para a determinacdo da estabilidade de produtos farmacéuticos fundamentam-
se, entre outras, na preocupa¢do com a sauide publica. A perda da estabilidade de um farmaco
pode estar diretamente relacionada com a auséncia do efeito terapéutico ou com a formacao de
produtos de degradacgdo téxicos (Abdallah; Al-Ghobashy; Lotfy, 2015).

Os estudos de estabilidade compreendem um conjunto de ensaios sistematizados que
visam garantir que produtos farmacé€uticos mantenham suas caracteristicas durante um
determinado periodo de tempo. Embora extremamente relevantes, esses estudos s6 foram
regulamentados a partir da década de 1980 e passaram a ser adotados por diversas agéncias
reguladoras a partir dos anos 90, influenciadas pela publicacdo dos primeiros guias do comité
denominado The International Council for Harmonization of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) e guias da Organizacdo Mundial da Saude (World
Health Organization — WHO) (ANVISA, 2012a).

No Brasil, a primeira legislacdo sobre estabilidade de insumos e produtos farmacéuticos
data de 2002. Nos anos seguintes, novos documentos foram publicados, tornando a legislacao
brasileira mais abrangente e semelhante a internacional. Semelhanca essa que estd sendo
ampliada com a integracdo da ANVISA ao comité gestor do ICH desde novembro de 2019
(ANVISA, 2002a; Facci et al., 2020).

A norma mais recente da ANVISA que trata sobre a realizacdo de estudos de
estabilidade € a RDC n° 318/2019. Esta norma estabelece os critérios para a realizacdo de
estudos de estabilidade em insumos farmacéuticos ativos (IFAs) e medicamentos, exceto
bioldgicos, os quais possuem legislacdo especifica para tal finalidade (ANVISA, 2019a).

A RDC 318/2019 classifica os estudos de estabilidade em acelerado, longa duracao,
acompanhamento, degradacdo forcada, estabilidade pds-reconstituicdio ou diluicdo e
estabilidade em uso. O estudo acelerado requer a utilizacdo de condi¢des forcadas de
armazenamento, de modo a acelerar a degradacao do produto farmacéutico objetivando avaliar
o impacto de exposicdes rapidas a condi¢des fora do estabelecido, o que pode acontecer durante

o transporte, por exemplo. O estudo de longa duracdo € utilizado para determinar o prazo de
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validade e as condi¢des de armazenamento adequadas. O estudo de acompanhamento, por sua
vez, € realizado apds a comercializacdo do produto, cujo objetivo € verificar se as caracteristicas
previstas nos estudos de estabilidade de longa duracdo sdo mantidas. O estudo de degradagdo
forcada visa promover degradacdo suficiente que permita a avaliacdo dos produtos de
degradacdo. Para tanto, as condi¢des utilizadas sdo mais drasticas do que aquelas utilizadas no
estudo acelerado. O estudo de estabilidade pds-reconstituicdo ou dilui¢do destina-se a
comprovar o periodo no qual o medicamento mantém a estabilidade apds a reconstitui¢do. J4 o
estudo de estabilidade em uso € projetado para medicamentos acondicionados em embalagens
multidose, cuja finalidade € comprovar que a estabilidade do produto se mantém apds a abertura
e subsequentes reaberturas da embalagem priméria (ANVISA, 2019b).

A evolugdo da legislacdo brasileira no que tange a realizacdo de estudos de estabilidade
em [FAs e medicamentos € notéria nos ultimos anos. Tal fato deve-se a um maior alinhamento
a legislacdo internacional, especialmente aos guias publicados pelo ICH e WHO, os quais
serviram de base para elaboragdo das normas brasileiras. Entretanto, embora a RDC 318/2019
tenha reunido os estudos de estabilidade de IFAs e medicamentos em um unico documento, a
legislacdo brasileira ndo possui uma norma dnica sobre a condugdo de estudos de estabilidade,
apresentando uma grande quantidade de documentos publicados, o que gera uma fragmentacao

do assunto e dificulta o seu entendimento (Facci, 2020).

2.8 PRODUTOS DE DEGRADACAO E ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA

Os produtos de degradacdo s@o definidos como impurezas organicas, quimicamente
derivadas do farmaco ou candidato a farmaco, que podem ser formadas durante o processo de
fabricacdo ou periodo de estocagem (ICH, 2006a). Podem ocorrer devido a instabilidade
intrinseca da molécula a condi¢des adversas ou devido ao contato com excipientes utilizados
em uma formulacdo. A sua presenca na formulacdo final compromete a qualidade do
medicamento e pode significar risco a satide dos pacientes (Narayanam et al., 2013; Yao et al.,
2022).

Estudos indicam que alguns produtos de degradagdo estdo relacionados com efeitos
adversos causados pelo uso de medicamentos. Além disso, essas substiancias podem apresentar
potencial carcinogénico e genotdxico, causando mutacdes genéticas, quebra e rearranjo de
cromossomos e efeitos toxicos variados (Singh et al., 2012). Em fun¢do do potencial risco a
saude humana, as agéncias reguladoras de diversos paises t€ém elaborado guias e resolucdes que

visam controlar a presenga desses subprodutos em medicamentos (ICH, 2006b).
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Dentre os estudos de estabilidade recomendados pelos 6rgaos reguladores nas etapas
iniciais de desenvolvimento de um novo candidato a firmaco, estd a avaliacdo da estabilidade
intrinseca da molécula (Allen; Popovich; Ansel, 2011; ANVISA, 2012a; ICH, 2003). Este tipo
de estabilidade estd relacionado exclusivamente a propria molécula do farmaco,
independentemente da presenca de outros componentes que serdo usados na formulacdo do
medicamento. E realizada através de estudos de degradacio forcada, também chamados de
testes de estresse. Nestes testes, ocorre a exposicdo do farmaco a condicdes severas, como por
exemplo, meios oxidativos, temperatura e umidade elevadas e ampla faixa de pH (ICH, 2003).
As condicdes de estresse sdo varidveis de acordo com a estrutura quimica de cada farmaco
(Silva et al., 2009). Posteriormente, deve-se desenvolver um método analitico capaz de separar
os produtos de degradacdo formados do fairmaco de origem. Geralmente, sdo empregadas as
técnicas de cromatografia liquida ou gasosa a fim de determinar a extensdo de degradacdo do
farmaco em cada um dos ambientes a que foi submetido (Singh et al., 2012).

Os estudos de degradacdo forcada objetivam gerar todos os possiveis produtos de
degradacdo de uma molécula de interesse. Uma vez que as condicdes de estresse utilizadas sdo
muito agressivas, geralmente aparecerao mais subprodutos do que nos estudos de estabilidade
de longa duracdo. Dessa forma, os ensaios de estresse sdo capazes de gerar o perfil de
degradacdo potencial do farmaco, no qual possivelmente ocorrerd a formacao de mais produtos
de degradacgao do que no perfil de degradacdo real obtido através do estudo de estabilidade de
longa durac@o. Sendo assim, espera-se que o perfil real esteja contido no perfil potencial e,
dessa forma, os métodos indicativos de estabilidade desenvolvidos empregando os estudos de
degradacdo forcada serdo capazes de detectar e quantificar com precisdo e exatiddao todos os
subprodutos oriundos de um determinado farmaco (ANVISA, 2015a; Facci et al., 2020; Kathar
etal., 2024).

A identificacdo e caracterizagdo estrutural dos produtos de degradagdo oriundos do teste
de estresse constituem etapa crucial para o controle desses subprodutos em uma formulacdo
final envolvendo o candidato a formaco. A partir da elucidagdo estrutural € possivel determinar
o perfil de degradacdo do farmaco e propor reacdes que conduzam a formacdo de seus
subprodutos (Abdallah; Al-Ghobashy; Lotfy, 2015; Mishra; Chauran; Ramajayam, 2024).

A avaliacdo da estabilidade intrinseca de farmacos através de estudos de degradacdo
forcada é recomendada por agéncias reguladoras internacionais e pela ANVISA como forma
de avaliacdo da estabilidade quimica de farmacos. Além disso, esses estudos permitem
identificar os produtos de degradacdo formados e determinar as condi¢cdes ambientais que

poderiam proporcionar sua formacdo. Dessa forma, fornecem informagdes extremamente uteis
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sobre as vias de degrada¢cdao de uma molécula e permitem elaborar alternativas farmacotécnicas,
logisticas e de embalagem que possam prolongar a vida de prateleira da formulacdo final
(ANVISA, 2013; ICH, 2003).

Diferentes tipos de reacdes quimicas conduzem a formagdo de produtos de degradagao.
A susceptibilidade do fairmaco a estas reacdes esta relacionada aos grupos funcionais presentes
em sua estrutura (Qiu; Norwood, 2007).

Reacdes de hidrélise envolvem a clivagem de ligacdes quimicas por 4gua.
Compreendem o principal tipo de reacio de degradagdo de farmacos. Tal fato pode ser atribuido
a suscetibilidade de grupos funcionais normalmente presentes nas moléculas de IFAs a esse
tipo de reacdo e a presenga constante de dgua em insumos farmacéuticos provenientes do
processo de fabricacdo ou adsorvida do meio. Dentre os principais grupos funcionais
susceptiveis a reacdes de hidrélise estdo: éster, lactona, amida, lactama, imida, carbamato,
acetal, cetal e sulfonamida (Min Li, 2012).

Racdes de hidrélise podem ser catalisadas por dcido e base. Além disso, certos metais,
principalmente seus cdtions bivalentes, como Zn*?, Cu*?, Ni*? e Co*?, também podem atuar
como catalizadores na hidrélise de ésteres, amidas e acetais. Tal fato deve-se a complexacdo
desses cdtions com a carbonila, gerando uma maior polarizagao de cargas e tornando o carbono
carbonilico mais susceptivel ao ataque nucleofilico da dgua (Min Li, 2012; Qiu; Norwood,
2007).

A degradacao oxidativa de farmacos também constitui uma relevante fonte de PDs em
insumos farmacéuticos e medicamentos, sendo que o principal agente oxidante dessas reacdes
€ o préprio oxigénio atmosférico. Uma vez que a oxidagdo de farmacos pelo oxigénio molecular
ocorre aparentemente de forma espontinea e ndo catalisada, este tipo de degradagdo é chamado
de auto-oxidacao (Kotha et al., 2022).

A auto-oxidagdo € o principal tipo de degradacdo oxidativa em insumos farmacéuticos,
sendo normalmente intermediada por espécies reativas de oxigé€nio, tais como anion
superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila. A presenca de ions metdlicos,
provenientes do processo de fabricagdo do IFA ou excipiente, principalmente ferro e cobre,
possuem papel relevante na formacdo das espécies reativas que precede as reacdes de auto-
oxidagdo (Min Li, 2012).

Reacdes oxidativas em farmacos também podem ocorrer por mecanismos de
transferéncia de elétrons. Aminas, compostos contendo enxofre e fendis sdo susceptiveis a esse
tipo de degradagdo, formando N-6xidos, hidroxilaminas, sulfonas e sulféxidos. Além disso,

ligacdes duplas entre dtomos de carbono podem reagir com perdéxido de hidrogénio levando a
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formacao de epoxidos. Adicionalmente, metais pesados podem oxidar insumos farmacéuticos
ativos por meio da transferéncia de elétrons (Kotha et al., 2022).

Produtos de degradagdo também podem ser formados quando farmacos sdo susceptiveis
a reacoes fotoquimicas. Esse tipo de reagdo pode ser dividido em dois grupos. O primeiro
compreende as reagdes fotoquimicas ndo-oxidativas, tais como, reagdes induzidas por luz do
tipo isomerizacdo, ciclizacdo, dimerizagdo, rearranjo, hidrdlise, descarboxilacdo e clivagem
homolitica envolvendo heterodtomos. J4 o segundo grupo € constituido pelas reacdes
fotoquimicas oxidativas. Nestas, um radical livre formado a partir da molécula do farmaco
reage com espécies de oxigenio. Este tipo de reacdo ocorre com farmacos que possuem ligacdes
duplas, hidrocarbonetos arométicos polinucleados e que possuem estruturas heterociclicas
insaturadas (Qiu; Norwood, 2007).

Por dltimo, reacdes de isomerizagdo e oligomerizacdo também possuem papel relevante
na formacdo de produtos de degradagdo em insumos farmacéuticos ativos e medicamentos.
Reacdes de isomerizacdo incluem foto-isomerizacdo cis/trans, conforme mencionado
anteriormente, e reacoes de racemizacao ou epimerizacao de farmacos que apresentam centros
estereogénicos. Este tipo de reagdo pode ocorrer por acdo da luz, aquecimento, condi¢des dcidas
ou bdésicas. Ja as reacdes de oligomerizagdo, como por exemplo a formacdo de dimeros, é
comum entre farmacos que apresentam grupo tiol quando expostos a condi¢des oxidativas.
Além disso, podem ocorrer entre compostos indélicos expostos a condi¢des dcidas (Min Li,
2012).

Os limites para impurezas e produtos de degradacao em medicamentos sao classificados
em limite de deteccdo, no qual a impureza devera ser reportada para a agéncia reguladora; limite
de identificacdo, no qual a impureza deverd ser identificada por métodos analiticos apropriados
e limite de qualificagdo, no qual a impureza deverd ser qualificada. A qualificac@o consiste na
avaliacdo da seguranca biolégica de um produto de degradacdo ou de um determinado perfil de
impurezas. Os trés limites sao definidos em funcao da ingestdo didria do medicamento. Além
disso, ndo se aplicam para impurezas genotoxicas, as quais sdo controladas pelo guia ICH M7
(R2) (ICH, 2006a; ICH, 2006b; ICH, 2023a; ANVISA, 2015b; Facci et al., 2020).

Em funcdo do potencial risco a saide humana, as agéncias reguladoras de diversos
paises t€ém elaborado guias e resolugdes que visam controlar a presenca dos produtos de
degradacdo em medicamentos. Os primeiros guias foram publicados pela ICH com a intencao
de discutir aspectos cientificos e técnicos, além de elaborar guias objetivando a harmonizacdo

no desenvolvimento de medicamentos seguros, eficazes e de qualidade (ICH, 2006b).
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Dentre as diretrizes da ICH relacionadas ao tema, destacam-se os guias Q3A(R2) e
Q3B(R2), os quais abordam a identificacdo, caracterizacdo e qualificacdo de impurezas para o
registro de novos farmacos e medicamentos sintéticos, respectivamente (ICH, 2006a; ICH,
2006b). Além disso, estabelecem pardmetros para a conducdo dos estudos de estresse.
Paralelamente a estes, o guia ICH M7 (R2) estabelece diretrizes para a verificagdo do potencial
mutagénico de impurezas de sintese ou degradacdo, objetivando controlar os riscos
carcinogénicos destes subprodutos. Estudos de toxicidade in silico, utilizando a técnica
Quantitative Structure-Activity Relationships sdao sugeridos (ICH, 2023a). Neste sentido, a
elucidacdo estrutural de impurezas e produtos de degradacdo assume papel fundamental na
seguranca e eficdcia de medicamentos.

No Brasil, a ANVISA publicou em 2005 a resolu¢do RE nimero 1, a qual preconizava
a quantificacdo dos produtos de degradacdo como parte integrante do relatério de estudo de
estabilidade de produtos farmacéuticos (ANVISA, 2005). Entretanto, a norma ndo explicava
sobre como atender a exigéncia. Sendo assim, em 2008 foi lancado um informe técnico
complementando a RE n° 1. Este trazia diretrizes de como proceder aos estudos de degradacao
forcada, a concentrac@o dos degradantes empregados e a faixa de degradagcdo do farmaco a ser
obtida (ANVISA, 2008). Em 2012, foi publicada a resolu¢do RE ntimero 45, a qual preconizava
a realizacdo de testes de degradagdo forcada em farmacos (ANVISA, 2012a). Em dezembro de
2013, inspirada nos guias da ICH, a ANVISA lancou a resolucio RDC numero 58. Esta
estabelecia os parametros para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de
degradacdo em medicamentos novos, genéricos e similares. Também preconizava a realizacao
de ensaios de degradacdo forcada em farmacos como método de avaliagdo da sua estabilidade
intrinseca. A norma previa a elaboragdo do perfil de degradacao do medicamento e definia que
o estudo de degradacgdo forcada deveria promover degradacdo superior a 10 % da concentracdo
do farmaco e inferior a degradacdo completa da amostra. Os resultados dos ensaios serviriam
para o desenvolvimento e validacdo de método analitico indicativo de estabilidade (ANVISA,
2013). Entretanto, atendendo as solicitagdes das industrias farmac€uticas nacionais, as quais
reivindicaram mais tempo para adequagdo as novas diretrizes, a RDC 58 foi revogada. Em seu
lugar, a ANVISA publicou a resolucio RDC numero 53, de 04 de dezembro de 2015, a qual
também estabelece parametros para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de
degradacdo em medicamentos novos, genéricos e similares. Esta norma atualiza e harmoniza
as terminologias utilizadas, além disso, estabelece novos prazos para adequagdo dos produtos

ja registrados conforme categorias de uso (ANVISA, 2015a).
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No mesmo ano de publicacdo da RDC 53, a ANVISA publicou o Guia 4, intitulado
“Guia para obtencdo do perfil de degradacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de
degradacdo em medicamentos”. O novo documento objetivou expor o entendimento da agéncia
com relacdo as melhores préticas para cumprimento da legislacdo, mais especificamente para
atendimento a RDC 53/2015 (ANVISA, 2015a).

De forma complementar aos documentos anteriormente mencionados, a ANVISA
publicou em 2017 uma série de perguntas e respostas sobre a RDC 53/2015 e o Guia 4/2015.
Estas objetivaram esclarecer os questionamentos mais comuns recebidos pela agéncia para
cumprimento das normas vigentes. Entre os assuntos abordados, o documento justifica o motivo
pelo qual a ANVISA nao especifica a concentracdo e o tempo de exposi¢do aos agentes
degradantes durante os ensaios de degradacdo forcada. Além disso, a agéncia recomenda
algumas referéncias que podem ser utilizadas para tal fim (ANVISA, 2017c).

De modo semelhante, em 2019, a ANVISA langou um conjunto de perguntas e respostas
intitulado “Fluxo de anédlise de qualificacdo de impurezas e produtos de degradacdo de
medicamentos classificados como sintéticos e semissintéticos”. O documento objetivou prestar
maiores esclarecimentos sobre a conducio de estudos de qualificagao de impurezas presentes
em medicamentos sintéticos e semissintéticos descritos no contexto da RDC 53/2015

(ANVISA, 2019a).

2.9 NITROBENZOILCUMARINA 8-METOXI-3-(4-NITROBENZOIL)-6-PROPIL-2H-
CROMAN-2-ONA

A doenca de Chagas e a leishmaniose constituem infeccdes graves causadas por
protozodrios e comprometem a saide de milhdes de pessoas em todo mundo. Os tratamentos
de ambas as enfermidades sdo baseados na utilizacdo de farmacos que apresentam eficicia
limitada, efeitos colaterais graves e enfrentam resisténcia por parte de cepas dos respectivos
agentes etioldgicos. Sendo assim, existe uma demanda urgente por novas moléculas capazes de
tornarem mais eficaz a terapéutica aplicada ao controle dessas doencas (WHO, 2024).

Estudos realizados pelo Laboratério de pesquisa em Quimica Farmacéutica, LQFar-
UNIFAL-MG, demonstraram o potencial terapéutico da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-
nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona no combate a doenga de Chagas, cuja estrutura esta
demonstrada na Figura 8 (Brancaglion et al., 2018). Adicionalmente, estudos realizados pelo
laboratério de parasitologia do instituto de ciéncias biomédicas da UNIFAL-MG comprovaram

a atividade leishmanicida da substancia (De Figueiredo Peloso et al., 2020).
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Figura 8 - Estrutura quimica da nitrobenzoilcumarina
8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil )-6-propil-2H-
croman-2-ona.

Fonte: Do autor.

Brancaglion et al. (2018) realizaram a sintese da nitrobenzoilcumarina empregando a
reacdo de Knovenaegel entre formil-diidroeugenol e 4-nitrobenzoilacetato de etila.
Posteriormente, os autores realizaram ensaios in vitro para avaliacdo da atividade tripanocida
do derivado cumarinico frente a forma epimastigota de 7. cruzi. De forma adicional, foram
realizados testes para avaliar a citotoxicidade da nitrobenzoilcumarina empregando células da
linhagem H9C2. O farmaco benznidazol foi utilizado como referéncia nesses estudos. Foi
determinado um valor de IC50 igual a 28 uM # 3 para o derivado cumarinico e de 25 uM + 10
para o benznidazol. Os resultados obtidos evidenciaram atividade tripanocida da
nitrobenzoilcumarina semelhante a do farmaco controle e baixa citotoxicidade frente a células
de mamiferos (Brancaglion er al.,2018).

Diante dos resultados obtidos, a atividade tripanocida do composto sintetizado foi
avaliada frente a forma amastigota de 7. cruzi. Os autores verificaram uma reducdo significativa
no numero de células infectadas quando o tratamento foi realizado tanto com a
nitrobenzoilcumarina, quanto com benznidazol, sendo obtidos valores de IC50 iguais a 13 uM
e 3 uM, respectivamente. Os resultados obtidos motivaram os autores a realizarem ensaios in
vivo. A nitrobenzoilcumarina e o firmaco controle foram administrados por via oral, na
concentracio de 50 mg/Kg, em cobaias infectadas com a forma tripomastigota do
Trypanossoma cruzi. O tratamento foi realizado por seis dias. Neste caso, foi observada uma
reducdo na parasitemia em 100% dos animais, de forma semelhante ao grupo tratado com
benznidazol (Brancaglion et al., 2018).

De Figueiredo Peloso et al. (2020) avaliaram o potencial da nitrobenzoilcumarina 8-
metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona como um possivel candidato a firmaco a
ser utilizado no combate a leishmaniose. Nos ensaios in vitro, o derivado cumarinico apresentou

atividade leishmanicida semelhante a anfotericina B frente as formas promastigotas e
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amastigotas de L. amazonenses, com valores de IC50 iguais a 12,0 uM e 3,53 uM,
respectivamente. Além disso, nos ensaios envolvendo as formas amastigotas de L. infantum
chagasi, os resultados de IC 50 obtidos para a nitrobenzoilcumarina e para o firmaco controle
foram semelhantes, com valores de 6,8 uM e 4,02 uM, respectivamente. Destaca-se que o
derivado cumarinico apresentou baixa atividade citotoxica nos testes realizados (De Figueiredo
Peloso et al., 2020).

Nos ensaios in vivo, os autores administraram a nitrobenzoilcumarina por via oral e
quantificaram as formas amastigotas de L. (L.) infantum chagasi presentes no baco e figado das
cobaias infectadas. A cumarina foi administrada na dose de 20 mg/Kg/dia e foram evidenciadas
reducgdes significativas no nimero de parasitos vidveis nos 6rgaos analisados. Os resultados
foram equivalentes aqueles empregando o antimoniato de meglumina como farmaco controle.
Sendo assim, em fung¢do dos resultados obtidos, os autores concluiram que o derivado
cumarinico poderia ser utilizado como um futuro candidato a farmaco no combate a
leishmaniose (De Figueiredo Peloso et al., 2020).

Diante dos resultados iniciais promissores envolvendo a nova cumarina descoberta,
torna-se relevante a realizacdo de estudos adicionais de modo a permitir a continuidade do
processo que pode conduzir a substancia a ser um protétipo de farmaco. Dentre estes estudos,
evidenciam-se os de estabilidade, exigidos pelas agéncias reguladoras durante as fases iniciais
de desenvolvimento de candidatos a fairmaco e destacam-se aqueles relacionados a estabilidade
intrinseca da molécula, envolvendo estudos de degradacao forcada (ICH, 2006a).

Nestes ensaios o fairmaco é submetido a condi¢des de estresse mais severas do que
aquelas previstas em estudos de estabilidade acelerada ou de longa duracdo. Sendo assim,
compreendem uma importante ferramenta na predicio de problemas de estabilidade,
desenvolvimento de métodos analiticos e identificagdo de possiveis produtos de degradacdo.
Uma vez que a presencga de produtos de degradagcdo pode comprometer a qualidade, seguranca
e eficdcia do farmaco, a identificacdo e quantificagdo desses subprodutos € uma exigéncia das
autoridades sanitdrias, tanto internacionais quanto brasileiras, para o controle de qualidade de
insumos farmacéuticos e obtencdo de novos registros (ANVISA, 2015b).

A nitrobenzoilcumarina  8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona
apresenta em sua estrutura grupos funcionais susceptiveis a reagdes que podem comprometer a
sua eficdcia e gerar subprodutos indesejados. Sendo assim, a realizacdo de estudos de
degradacdo forcada torna-se relevante como ferramenta de predicdo de sua estabilidade,
identificacdo de possiveis produtos de degradagdo e avaliacdo dos riscos que esses subprodutos

poderiam gerar em uma formulacdo envolvendo a molécula (Min Li, 2012). Na Figura 9 é
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apresentada a predicdo de alguns dentre os possiveis produtos de degradagdo oriundos da

nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona.

Figura 9 - Predicao de possiveis produtos de degradagdo da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-
(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona.
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Fonte: Do autor.

Legenda: (1) Cumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croma-2-ona; (2) Produto de degradacdo
resultante de oxidacao de cadeia alquilica; (3) Produto de degradacdo resultante de reag@o de redugdo;
(4) Produto de degradag@o resultante de reacdo de oxidacdo; (5) Produto de degradag@o resultante de
reacao de reducdo da cetona aromadtica; (6) Produto de degradacdo resultante de reacdo de hidrdlise.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos com esse trabalho foram:

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Teve-se por objetivo central a avaliagdo da estabilidade intrinseca da
nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona por meio de
estudos de degradacdo forgcada e a identificagdo e avaliacdo do potencial bioldgico dos seus

produtos de degradacgdo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos com esse trabalho foram:

a) sintetizar a nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-
croman-2-ona e caracterizd-la por ressonancia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas de baixa resolucdo (UPLC-MS), cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo
(UHPLC-HRMS), termogravimetria e calorimetria exploratdria diferencial;

b) desenvolver um método indicativo de estabilidade para andlise da
nitrobenzoilcumarina e seus produtos de degradacio por cromatografia liquida de
alta efici€éncia com detec¢do no ultravioleta (HPLC-UV);

¢) avaliar a estabilidade intrinseca da nitrobenzoilcumarina através de estudos de
estresse (degradacido for¢ada), expondo a molécula as condi¢des de hidrdlise dcida
e alcalina, meio oxidativo, luz, calor, umidade e solucao de fons metélicos;

d) identificar os produtos de degradacdao formados nos estudos de estresse;

e) avaliar o perfil de degradacdo da nitrobenzoilcumarina quando exposta as
condi¢Oes de estabilidade acelerada;

f)  avaliar o potencial citotéxico dos produtos de degradacgao;

g) avaliar o potencial mutagénico dos produtos de degradacao;

h)  avaliar a atividade tripanocida dos produtos de degradagdo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Foram utilizados na execucdo deste trabalho:

a)

b)

d)

e)

g)

h)

J)

k)

D

sistema HPLC (Shimadzu, Japao), modelo LC-10A, equipado com detector UV —
Nucleo de controle de qualidade, UNIFAL-MG;

sistema HPLC Alliance, modelo 2695 (Waters, USA), acoplado com detector de
arranjo de diodos (PDA) — Laboratério de tecnologia analitica do grupo Cimed —
Pouso Alegre - MG;

sistema HPLC Alliance, modelo 2695 (Waters, USA), acoplado com detector UV
— Laboratoério de tecnologia analitica do grupo Cimed — Pouso Alegre - MG;
sistema UPLC Acquity, modelo Hclas (Waters, USA), acoplado a detector PDA e
analisador de massas quadrupolo simples com interface electrospray, modelo
Acquity QDa — Laboratério de tecnologia analitica do grupo Cimed — Pouso
Alegre - MG;

sistema UHPLC Agilent 6545 Q-TOF MS (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EUA) equipado com uma interface electrospray — Laboratério de produtos
naturais — Departamento de quimica — Universidade Federal de Sao Carlos;
espectrofotometro UV/Vis, modelo Cary 8454 (Agilent Technologies) —
Laboratério de tecnologia analitica do grupo Cimed — Pouso Alegre - MG;
espectrofotdmetro de infravermelho, modelo FRONTIER - FTIR (Perkin Elmer,
USA) - Laboratorio de tecnologia analitica do grupo Cimed — Pouso Alegre - MG;
espectrometro de ressonancia magnética nuclear Brucker AC-300 - Laboratério
de ressonancia magnética nuclear, UNIFAL-MG;

balanga microanalitica Mettler Toledo, modelo XPR10 - Laboratério de
tecnologia analitica do grupo Cimed — Pouso Alegre - MG;

balanca analitica Mettler Toledo, modelo New classic - Laboratorio de tecnologia
analitica do grupo Cimed — Pouso Alegre - MG;

estufa Ethiktechnology, modelo 400/2ND - Laboratorio de tecnologia analitica do
grupo Cimed — Pouso Alegre - MG;

camara de fotoestabilidade Mecalor, modelo EC/0,2/R-F - Laboratério de

desenvolvimento farmacotécnico do grupo Cimed — Pouso Alegre - MG;
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m) equipamento de termogravimetria, modelo TGAS550 (TA Instruments) -
Laboratério de tecnologia analitica do grupo Cimed — Pouso Alegre - MG;

n) equipamento de calorimetria exploratéria diferencial, modelo DSC250 (TA
Instruments) - Laboratdrio de tecnologia analitica do grupo Cimed — Pouso Alegre
- MG;

o) vidrarias de grau analitico.

4.2 REAGENTES

Foram utilizados os seguintes reagentes: hexamina P.A., dcido acético glacial P.A.,
diidroeugenol, &cido cloridrico (HCI) P.A., bicarbonato de sd6dio (NaHCOs3) P.A.,
diclorometano P.A., 4-nitrobenzoilacetato de etila P.A., etanol P.A., piperidina P.A., hidr6xido
de s6dio (NaOH) P.A., per6xido de hidrogénio (H202) P.A., sulfato de cobre pentaidratado P.A.,
agua ultrapurificada, metanol grau HPLC, metanol grau LC-MS, acetonitrila grau HPLC, éacido
trifluoroacético grau HPLC, acido férmico grau HPLC, N,N-dimetilformamida grau HPLC,
cloroférmio deuterado, 4-nitrofenol P.A., meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), soro bovino fetal (SBF), dimetilsulféxido (DMSO), estreptomicina, penicilina,
phosphate saline buffer (PBS), thiazolyl blue tetrazolium bromide, dexorrubicina, citocalasina

B, tripsina, citrato de sddio e solu¢do Giemsa 3 %.

4.3 SINTESE DA CUMARINA ALVO DO ESTUDO

A sintese da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-
ona foi realizada conforme descrito por Brancaglion et al. (2018), utilizando o método de Duff
e posterior reacdo de Knovenaegel entre formil-diidroeugenol e 4-nitrobenzoilacetato de etila.
A sintese foi realizada no laboratério de pesquisa em quimica farmacéutica da Universidade
Federal de Alfenas - UNIFAL-MG.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 5 equivalentes de hexamina
(aproximadamente 4,2 g) e 40 mL de acido acético glacial. A mistura foi mantida sob agitacao
a 125 °C até completa solubilizacdo. Posteriormente, foi adicionado 1 equivalente de
diidroeugenol (1 mL) e a reacdo foi mantida sob as mesmas condi¢cdes por mais 6 horas. Apds
esse periodo, foram acrescidos ao meio reacional 10 mL de uma solugdo de 4cido cloridrico 2

molar, mantendo-se a agitacdo por mais 30 minutos. Posteriormente, a mistura foi resfriada a

temperatura ambiente.
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Para extragcao do formil-diidroeugenol, o material obtido foi transferido para um béquer
e foi adicionada solucdo saturada de NaHCOs; até obtencdao de pH alcalino. Foi realizada a
extragdo com diclorometano. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de uma solucdo de
acido cloridrico 1 molar a fase organica, a qual foi lavada com dgua purificada. A fase aquosa
foi descartada e o diclorometano rotaevaporado. O material obtido foi seco a temperatura
ambiente e submetido a reacdo de Knovenaegel com o reagente 4-nitrobenzoilacetato de etila
para obten¢do da nitrobenzoilcumarina alvo deste estudo.

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 1 equivalente de formil-
diidroeugenol (aproximadamente 0,412 g), o qual foi dissolvido em 20 mL de etanol.
Posteriormente, foram acrescidos 1 equivalente de 4-nitrobenzoilacetato de etila
(aproximadamente 0,5 g) e 2 gotas de piperidina. A mistura foi mantida sob agitacdao a
temperatura ambiente por 24 horas. Apds esse periodo, o precipitado obtido correspondente a
nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona foi filtrado,

lavado com etanol e seco em dessecador.

4.4 CARACTERIZACAO DA CUMARINA

A nitrobenzoilcumarina sintética 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-

ona foi caracterizada estruturalmente utilizando as técnicas a seguir.

4.4.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As andlises por RMN foram realizadas no laboratério de ressonincia magnética nuclear
da UNIFAL-MG, utilizando um espectrometro Brucker AC-300, com campo magnético de 7,05
Tesla. A amostra foi preparada em cloroférmio deuterado (CDCl3) e foram obtidos os espectros
de '°C, 'H e subespectro DEPT-135. Os deslocamentos quimicos foram expressos em partes
por milhdo (ppm) e os dados tratados utilizando o software MestreNova. Os sinais presentes no

espectro de 'H e '3C foram referenciados, respectivamente, pelos sinais do TMS e cloroférmio.
4.4.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
As bandas de absor¢@o na regido do infravermelho caracteristicas da estrutura quimica

da nitrobenzoilcumarina foram obtidas por FTIR na faixa de 4000 a 650 cm’!, utilizando 32

scans e resolucdo de 4 cm™. As andlises foram realizadas em um espectrofotdmetro de
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infravermelho, modelo FRONTIER (Perkin Elmer, USA) utilizando acessério de refletiancia
total atenuada (ATR), disponivel no laboratério de tecnologia analitica do grupo Cimed — Pouso

Alegre- MG.

4.4.3 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de

baixa resolucao (UPLC-MS)

As andlises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas de baixa resolucdo (UPLC-MS) foram realizadas utilizando um cromatdgrafo UPLC
Acquity, modelo HClas (Waters, USA) acoplado a um detector de arranjo de diodos e a um
analisador de massas do tipo quadrupolo simples com interface electrospray, modelo Acquity
QDa, disponivel no laboratério de tecnologia analitica do grupo Cimed. As amostras,
preparadas na concentracio de 0,5 mg.mL! em uma mistura de 4gua, metanol e N,N-
dimetilformamida na razdo de 16:48:36 (v/v), foram injetadas no cromatégrafo utilizando uma
coluna cromatogréfica Triart C18 ExRS de 100 mm de comprimento por 2,0 mm de diametro
interno e particula de 1,9 um. Foi utilizada como fase moével uma mistura de dgua
ultrapurificada e metanol na razdo 33:67 (v/v). Objetivando facilitar a ioniza¢ao do analito de
interesse, foi adicionado &cido trifluoroacético a fase mével na concentracdo de 0,1 %. O
cromatdgrafo foi operado com fluxo de 0,3 mL.min"! e o detector de arranjo de diodos em 259
nm. Foi utilizado 12 minutos como tempo de corrida, 20 °C como temperatura da amostra,
temperatura do forno da coluna a 35 °C e volume de injecdo de 1,5 uL. A ionizagdo por
electrospray (ESI) no modo positivo mostrou-se mais adequada a andlise, operando nas
seguintes condi¢des: nitrogénio como gas de dessolvatacido (90 psi), temperatura da linha de
dessolvatacao a 600 °C, temperatura da fonte a 120 °C, tensdo no capilar de 0,8 kV e tensdo no
cone de 10 V. As andlises foram realizadas na faixa de 100 a 600 daltons (Da).

Este mesmo método cromatografico foi utilizado na triagem inicial para caracterizacao
estrutural dos produtos de degradacdo da cumarina, observados durante a avaliacdo da

estabilidade intrinseca da molécula, realizada através de estudos de degradacdo for¢ada.

4.4.4 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de

alta resolucao (UHPLC-HRMS)

As andlises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de

massas de alta resolucdo (UHPLC-HRMS) foram realizadas utilizando um cromatdgrafo
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liquido de ultra e alta eficiéncia acoplado a um espectrometro de massas Agilent 6545 Q-TOF
MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) com fonte de ionizag@o por electrospray.
As andlises foram realizadas no laboratdrio de produtos naturais do departamento de quimica
da Universidade Federal de Sao Carlos.

As amostras foram preparadas na concentracdo de 10 ppm utilizando metanol como
solvente. Foi utilizada como fase mével uma mistura de dgua e acetonitrila na propor¢ao de
45:55 v/v, respectivamente, contendo 0,1 % de 4dcido férmico. O cromatégrafo foi operado com
fluxo de 0,3 mL.min"! e volume de inje¢do de 3 pL. Para a separagdo foi utilizada uma coluna
Agilent SB-C18 RRHD de 50,0 mm de comprimento por 3,0 mm de didmetro interno e particula
de 1,8 um. A ionizagdo por electrospray foi realizada nos modos positivo e negativo, sendo
empregados os seguintes parametros para a ioniza¢do: nitrogénio como gas de dessolvatacdo
na temperatura de 320 °C e fluxo de 12 L.min"!, pressdo do nebulizador de 35 psi, voltagem no
capilar de 3200 V, tensdo no cone de 700 V, taxa de varredura de 3 espectros.s‘1 e
processamento utilizando o software Mass Hunter Workstation, versao B.08.00. As andlises
foram realizadas na faixa de 80 a 1000 Da.

As mesmas condi¢des cromatogrificas e de ionizacdo foram utilizadas para
comprovacdo das estruturas propostas para os produtos de degradacdo verificados nos estudos

de estabilidade intrinseca da nitrobenzoilcumarina e previamente analisados por UPLC-MS.

4.4.5 Caracterizacao térmica

A caracterizagdo térmica da nitrobenzoilcumarina foi realizada utilizando as técnicas de
termogravimetria (TG) e calorimetria exploratdria diferencial (DSC).

Na anélise por DSC, foram utilizadas cerca de 2 mg de amostra, as quais foram
colocadas em cadinhos de aluminio hermeticamente fechados e analisadas no intervalo de

I e atmosfera

aquecimento de 100 °C a 170 °C, com razdo de aquecimento de 0,5 °C.min
dinAmica de nitrogénio a 50 mL.min"'. As andlises foram realizadas em um equipamento
DSC250 (TA Instruments) e objetivaram avaliar o comportamento térmico da
nitrobenzoilcumarina e determinar a pureza do material sintetizado. As condi¢des de andlise
foram definidas conforme preconizado pela American society for testing and materials (ASTM)
para determinacdo de pureza utilizando a técnica de calorimetria exploratéria diferencial
(American Society for Testing and Materials , 2019).

A estabilidade térmica da cumarina foi avaliada em uma termobalan¢a, modelo TGAS550

(TA Instruments), sendo realizada em 2 condi¢des distintas de andlise. Na primeira foi
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empregada atmosfera dindmica de nitrogé€nio na faixa de temperatura de 25 °C a 1000 °C, com
razio de aquecimento de 10 °C.min"! e fluxo de 60 mL.min"'. Foram utilizados cadinhos de
platina abertos e cerca de 2 mg de amostra. Na segunda, foram utilizadas as mesmas condi¢des
de analise descritas anteriormente, entretanto, em atmosfera de ar sintético.

A realizacdo das andlises por TG empregando as duas condi¢des instrumentais descritas
acima objetivou quantificar a presenca de dgua, solventes residuais, outras impurezas volateis
e impurezas inorganicas possivelmente presentes na nitrobenzoilcumarina sintetizada. As
andlises foram realizadas conforme preconizado pela ASTM para avaliagdo composicional de

materiais por termogravimetria (ASTM, 2008).

4.5 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO INDICATIVO DE
ESTABILIDADE PARA ANALISE DA NITROBENZOILCUMARINA E SEUS
PRODUTOS DE DEGRADACAO

Foi desenvolvido um método analitico empregando a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccdo no ultravioleta (HPLC-UV) em fase reversa para doseamento
da nitrobenzoilcumarina e quantificacao de seus produtos de degradacio. Este método também
foi utilizado para determinacdo da pureza cromatogrifica da cumarina sintetizada. O
desenvolvimento do método foi realizado em um equipamento HPLC Shimadzu, equipado com
detector UV, disponivel no Nucleo de Controle de Qualidade da UNIFAL-MG.

O método utilizado para andlise da nitrobenzoilcumarina por HPLC-UV empregou
como fase mével uma mistura de d4gua ultrapurificada e metanol na propor¢ao de 33:67 (v/v).
Foi utilizado um fluxo de 2,0 mL.min! e volume de inje¢io de 20 pL. A separacio
cromatogréfica foi realizada utilizando uma coluna Hypersil ODS, 250 mm de comprimento,
4,6 mm de diametro e particula de 5 pm. A temperatura do forno da coluna foi mantida em 35
°C, o amostrador em 20 °C e o comprimento de onda de 259 nm empregado na detec¢do por
ultravioleta. O tempo de corrida foi definido em 12 minutos. As solu¢cdes amostra foram
preparadas na concentra¢io de 500 pg.mL, utilizando como solvente uma mistura de dgua,
metanol e N,N-dimetilformamida na razido de 16:48:36 (v/v).

O método desenvolvido foi validado segundo as diretrizes do guia ICH Q2(R2) e
resolucdo ANVISA RDC n°166, de 24 de julho de 2017, sendo utilizado nos estudos de

estabilidade acelerada e na avaliacdo da estabilidade intrinseca da nitrobenzoilcumarina.
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4.6 AVALIACAO DA ESTABILIDADE INTRINSECA DA NITROBENZOILCUMARINA

A avaliagdo da estabilidade intrinseca da nitrobenzoilcumarina foi realizada através de
estudos de degradagdo forcada. O perfil de degradacdo da molécula foi obtido a partir de
amostras submetidas as condi¢des recomendadas pelos guias ICH Q3A (R2), ICH QIB e
resolucdo ANVISA RDC n° 53, de 7 dezembro de 2015. O farmaco foi exposto as condicdes

de estresse descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Condigdes de degradagdo utilizadas na avaliacdo da estabilidade intrinseca da

nitrobenzoilcumarina.
Agente . Tempo de
degradante Condigio de estresse degradacao
Calor 60°C 10 dias
Umidade 75% de umidade relativa 10 dias
Hidrolise acida HC1 0,1M, HCI 0,5M e HC1 1M 10 dias
Hidrolise basica NaOH 0,1M 30 minutos
Solugdo de fons CuSO4 0,05M 6 dias
metalicos
Solug¢do oxidativa H>02 1% (v/v) e HoO2 3% (v/v) 10 horas
. 2
Luz Ultravioleta (200 W/h/m~) 10 dias

e fluorescente (1,2 milhdes lux/h)

Fonte: ANVISA, 2015; ICH, 1996; ICH, 2006a.

O aquecimento, a exposi¢do a umidade e a luz foram realizados com amostras da
nitrobenzoilcumarina no estado sélido. Posteriormente, essas amostras foram dissolvidas em
diluente para a concentracdo de trabalho do método analitico. Os estresses por oxidacao,
hidrélise 4cida, bdsica e ions metdlicos foram realizados a temperatura ambiente e com a
nitrobenzoilcumarina em solu¢io na concentracio de 500 pg.mL!. Nestas condicdes, a
cumarina foi dissolvida em diluente e, posteriormente, foram adicionados os agentes
degradantes de modo a obter as concentragdes descritas na Tabela 1. As amostras submetidas a
hidrdlise bésica foram neutralizadas apés o periodo de estresse, utilizando solu¢do de 4cido
cloridrico. Tal acdo foi necesséria devido alteracdo do perfil cromatografico observado nessas

solucdes e também objetivando preservar a fase estaciondria a base de silica da coluna
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cromatografica. J4 para as amostras submetidas a hidrdlise acida, ndo foi necessaria a
neutralizagdo.

As amostras submetidas as condi¢des de degradacdo forcada foram utilizadas na
validacdo do método desenvolvido por HPLC-UV e empregadas nos estudos de caracterizacao
estrutural dos produtos de degradacdo por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas.

47 AVALIACAO DA NITROBENZOILCUMARINA NAS CONDICOES DE
ESTABILIDADE ACELERADA

A nitrobenzoilcumarina foi exposta as condi¢des de estabilidade acelerada conforme
preconizado pela resolu¢io ANVISA RDC n° 318, de 06 de novembro de 2019. Sendo assim,
amostras foram incubadas em camara de estabilidade a 75 % + 5 % de umidade relativa e
temperatura de 40 °C + 2 °C, a fim de avaliar a influéncia desses pardmetros na estabilidade
quimica da molécula.

As amostras foram analisadas empregando o método por HPLC-UV previamente
desenvolvido e validado para doseamento da nitrobenzoilcumarina e seus produtos de
degradacdo. Os resultados obtidos apés 3 e 6 meses de incuba¢do foram comparados com os

resultados das amostras no tempo inicial, ou seja, sem incuba¢@o na camara.

4.8 LINHAGEM CELULAR E CONDICOES DE CULTIVO DAS CELULAS UTILIZADAS
NOS ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

Embora estudos de citotoxicidade envolvendo a nitrobenzoilcumarina ja tenham sido
realizados por Brancaglion et al. (2018), optou-se por realizar novos ensaios com a molécula
utilizando a mesma linhagem celular que serd empregada nos estudos de citotoxicidade e
genotoxicidade de seus produtos de degradacdo. Sendo assim, nestes ensaios foi utilizada a
linhagem celular de fibroblastos de pulmao de Hamster chinés (células V79), gentilmente
cedida pelo Laboratério de Mutagénese da Universidade de Franca. Esta linhagem ¢é
amplamente empregada e recomendada para a realizacdo de ensaios de citotoxicidade e
mutagenicidade em virtude de sua velocidade de proliferacdo celular e estabilidade genética.

As aliquotas da linhagem encontravam-se estocadas em nitrogénio liquido (-195°C), em
solucdo de congelamento composta de 50 % de meio de cultura “Dulbecco’s Modified Eagle

Medium (DMEM, Sigma-Aldrich), 40 % de soro bovino fetal (SBF, Nutricell) ¢ 10 % de
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dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich). Para a realizacdo dos experimentos as células foram
descongeladas e colocadas em cultivo em meio de cultura DMEM suplementado com 10 % de
SBF, 1,2 g.mL"! de bicarbonato de sédio (Sigma-Aldrich), 0,1 g.mL"! de estreptomicina (Sigma-
Aldrich) e 0,06 g.mL'1 de penicilina (Sigma-Aldrich).

O cultivo foi realizado em monocamada utilizando frascos de cultura descartdveis de 25
cm? de area, a 36,5 °C em estufa com 5 % de COs;. A cada dois ou trés dias, as células foram
subcultivadas conforme protocolo experimental padronizado pelo laboratério de genética
humana da UNIFAL-MG. Para a realizacdo dos ensaios, conduzidos em triplicata, foram
utilizadas células entre a 4° e 12* passagem, com cerca de 80 % a 90 % de confluéncia celular.

O tempo considerado necessario para duplicacdo da populacdo de células foi de 12 horas.

4.9 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DA NITROBENZOILCUMARINA

A citotoxicidade da nitrobenzoilcumarina foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT). O principio do teste consiste na reducao do sal de
tetraz6lio de coloragdo amarelada em cristais insoliveis de formazan, de coloracdo
diferenciada, por meio das células metabolicamente ativas em cultura. Quanto mais escura a
solucdo resultante do ensaio, maior o nimero de células vidveis. As concentragdes da
nitrobenzoilcumarina utilizadas para avaliacao da citotoxicidade foram definidas a partir de um
screening com diferentes concentragdes que variaram até a maior concentra¢ao permitida para
ensaios in vitro (5000 pg.mL") (Galloway et al., 1994).

Na execucdo do ensaio, foram semeadas em placas de 96 pocos de fundo plano 1 x 10*
células em 100 pL. de meio de cultura DMEM, acrescido de 10 % de soro bovino fetal. Apds
24 horas, procedeu-se com o tratamento utilizando as diferentes concentragdes da
nitrobenzoilcumarina (200 ug.mL‘] a6,25 ug.mL‘l). Passadas as 24 horas de tratamento, o meio
de cultura foi removido e os pogos lavados com phosphate saline buffer (PBS). Em seguida,
100 pL de MTT diluido em PBS foram colocados em todos os pocos € as células foram
incubadas por 4 horas protegidas de radiacdo luminosa. Foram acrescidos o controle negativo
(DMEM), controle solvente (DMSO 1 %) e controle positivo (DMSO 25 %). Passado o periodo
de incubacdo, os pogos foram aspirados e foram adicionados 100 ul. de DMSO puro para
dissolucdo do sal e apds 30 minutos a leitura das absorbancias foi realizada em leitor de
multiplacas ELISA em comprimento de onda de 570 nm. Os dados de absorbancia foram
convertidos em porcentagem de viabilidade celular, considerando o controle negativo como

100 %. Além disso, foi realizado o célculo da concentracdo necessdria para reducdo de 50 % da
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viabilidade celular (IC50) pelo software GraphPad Prism, versao 7.0 (GraphPad software,
Inc., San Diego, CA, USA).

4.10 AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DA NITROBENZOILCUMARINA

A genotoxicidade da nitrobenzoilcumarina foi avaliada através do ensaio de
micronticleo com bloqueio de citocinese, conforme descrito no guia 487 da Organizagdo para a
Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 2016) e em protocolo adaptado por
Fenech (2007). Tal método €é considerado robusto para mensurar quebras e perdas
cromossdmicas, falha no reparo de DNA, fusdes teloméricas, amplificacdo génica, ocorréncia
de eventos misrepair, excesso de cromossomos em células aneuploides, necrose, apoptose e,
até mesmo, citostase (Fenech, 2007; Organisation for Economic Co-operation and
Development, 2016).

As concentracdes utilizadas foram determinadas a partir do ensaio de citotoxicidade por
MTT. Para tanto, aproximadamente 5 x 10* células foram semeadas em placas de 6 pocos,
utilizando 2 mL de meio DMEM com 10 % SBF e incubadas por 24 h. Apds o periodo de
incubagdo, foram submetidas ao tratamento com a nitrobenzoilcumarina por 3h. Foram
incluidos no ensaio um grupo controle negativo (DMEM), controle solvente (DMSO 0,5 %) e
controle positivo (doxorrubicina 0,5 pg.mL'). Foram testadas concentracdes da
nitrobenzoilcumarina no intervalo de 0,36 pg.mL™" a 3,12 ug.mL".

Passado o periodo de tratamento, o meio foi retirado e as células lavadas com PBS. Em
seguida, adicionou-se 2 mL de meio de cultura suplementado com SBF e 3 ug.mL' de
citocalasina-B por 17 h. Reagente este empregado para o bloqueio da citocinese.

Ap6s o periodo de incubacio, foi realizada a colheita das células. Estas foram lavadas
com PBS e tripsina. Ap6s 7 minutos, a tripsina foi inativada com meio de cultura e a solu¢do
foi transferida para tubo tipo falcon, sendo realizada a centrifugacdo por 5 minutos a 900 rpm.
O sobrenadante foi descartado e os pellets desfeitos. Posteriormente, foi realizada a
hipotonizacdo das células adicionando 2,5 mL de citrato de sodio 1 % a 45 °C. As solugdes
foram divulsionadas e levadas, procedendo-se novamente a centrifugacdo por 5 minutos a 900
rpm. Os sobrenadantes foram descartados, os pellets desfeitos e as células submetidas a fixagcao
com 2,5 mL de solucdo fixadora de metanol e acido acético (3:1) por aproximadamente 12
horas.

Ap0s a fixacdo, para confec¢ao das 1aminas, a solucdo foi centrifugada novamente por

5 minutos a 900 rpm, o sobrenadante descartado e os pellets desfeitos. Em seguida, duas a trés
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gotas da suspensdo celular foram colocadas em laminas para microscopia, previamente
mantidas em 4gua destilada gelada. Apds a secagem em temperatura ambiente, as laminas
foram coradas utilizando solu¢do de Giemsa 3 % diluida em tampao fosfato (pH 6,8) por 5
minutos. Por fim, as 1aminas foram lavadas com dgua destilada e secas a temperatura ambiente.

A frequéncia de células binucleadas contendo micronucleos, brotos nucleares, pontes
nucleoplasmaticas e células em apoptose e/ou necrose foram contabilizadas por meio de
microscopia optica em objetiva de imersao (100 x). Os trés primeiros eventos sdo considerados
biomarcadores associados a genotoxicidade. Ja a presenga de células apoptéticas e necréticas
esta relacionada a citotoxicidade, acarretando morte celular.

A frequéncia média dos biomarcadores de genotoxicidade foi determinada utilizando
1000 células por 1amina, totalizando 3000 células por tratamento. J& para o0 monitoramento da
citotoxicidade, foi determinado o nimero de células apoptdticas e/ou necréticas e calculado o
indice de divisdo nuclear (IDN). Foram discriminadas as células contendo de 1 a 4 nicleos do
total de células contabilizadas e calculado o pardmetro de acordo com Eastmond and Tucker
(1989), usando a féormula descrita abaixo, onde M1 a M4 sio células contendo de 1 a 4 nicleos,

respectivamente, € N o nimero total de células contabilizadas.

IDN=[(1 xMI +2xM2+3xM3+4xMd4)/N] (1)

A frequéncia dos biomarcadores de citotoxicidade foi calculada utilizando 500 células

com citoplasma preservado, totalizando 1500 células por grupo de tratamento.

4.11 ESTUDOS IN SILICO PARA PREDICAO DA GENOTOXICIDADE DOS PRODUTOS
DE DEGRADACAO DA NITROBENZOILCUMARINA

O guia ICH M7 (R2) preconiza a avaliagao do potencial mutagénico de impurezas e
produtos de degradacdo, presentes em farmacos e medicamentos, através de estudos in silico
(ICH, 2023a).

A avaliagdo toxicoldgica computacional deve ser realizada empregando metodologias
QSAR complementares, as quais objetivam prever o resultado de mutagenicidade bacteriana da
substancia testada. Dessa forma, por extrapolacdo, pode-se controlar os riscos carcinogénicos
de substancias quimicas possivelmente administradas a seres humanos (ICH, 2023a).

Os modelos QSAR utilizam duas metodologias de previsdo. Uma deve ser baseada em

regras de especialistas e a segunda fundamentada em estatisticas. Para avaliacdo do potencial
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mutagénico dos produtos de degradacdo da nitrobenzoilcumarina foi utilizado o software Derek
Nexus (Deductive estimation of risk from existing knowledge) como base de conhecimento
(Lhasa Limited, Reino Unido - Derek Nexus - versao 6.3.0). J4 para avaliacdo estatistica, foi
empregado o software Sarah Nexus (Lhasa Limited, Reino Unido - Sarah Nexus — versao 3.3.0).
A avaliac@o in silico foi realizada considerando o endpoint de mutagenicidade bacteriana in

vitro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho.

5.1 SINTESE DA NITROBENZOILCUMARINA 8-METOXI-3-(4-NITROBENZOIL)-6-
PROPIL-2H-CROMAN-2-ONA

A sintese da nitrobenzoilcumarina foi realizada em duas etapas conforme descrito por
Brancaglion et al. (2018). Na primeira, utilizando o método de Duff, foi obtido o produto
formil-diidroeugenol. J4 a segunda etapa, correspondente a reacdo de Knovenaegel entre
formil-diidroeugenol e 4-nitrobenzoilacetato de etila, deu origem a um precipitado branco
amarelado correspondente a nitrobenzoilcumarina alvo deste trabalho. As condi¢des reacionais
sdo apresentadas na Figura 10. Os mecanismos propostos para a sintese do formil-diidrogenol

e da nitrobenzoilcumarina sio apresentados, respectivamente, nas Figuras 11 e 12.

Figura 10 - Esquema da reacdo de sintese da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-
nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona.

\‘O RO \O

OH (i) OH (ii) 0. .0 NO4
— T e
H L

O O

Fonte: Do autor.

Nota: Reagentes e condicdes: (i) (1) hexamina, 4cido acético glacial, 125 °C, 6 h; (2) HC1 2 M, 0,5 h; (ii) 4-
nitrobenzoilacetato de etila, piperidina, etanol, 24 h.
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Figura 11 - Mecanismo proposto para a sintese do formil-diidroeugenol utilizando o método de

Duff.
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Figura 12 - Mecanismo proposto para a sintese da nitrobenzoilcumarina. Reacdo de
Knoevenagel entre formil-diidroeugenol e 4-nitrobenzoilacetato de etila.
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A sintese do formil-diidroeugenol apresentada na Figura 11 foi realizada utilizando o
método de Duff, o qual corresponde a uma formilagdo aromética empregando hexamina como
fonte de carbono. A reacdo requer a presenca de substituintes doadores de elétrons ligados ao
anel aromdtico, como por exemplo, um fenol, sendo que a formilacio ocorre preferencialmente
na posi¢do orto a este doador (Karade er al., 2007). No mecanismo proposto, ocorre a
protonacdo da hexamina na presenca do 4cido acético, levando a formagdo do fon iminio.
Posteriormente ocorre a adi¢@o ao anel aromatico, seguida de uma reagdo redox intramolecular,
conduzindo o carbono benzilico a um aldeido. Em seguida, a hidrélise dcida catalisada pela
adicao de acido cloridrico ao meio reacional proporciona a formagao do formil-diidroeugenol.
Esta etapa da sintese da nitrobenzoilcumarina apresentou rendimento de 70,71 %.

A segunda etapa da reacdo para obtencdo da nitrobenzoilcumarina, a qual foi
apresentada na Figura 12, corresponde a reacdo de Knovenaegel entre formil-diidroeugenol e o
reagente 4-nitrobenzoilacetato de etila. No mecanismo proposto, a reacio inicia-se com a
abstracdo do hidrogénio metilénico pela piperidina, resultando na formacido do enolato
nucleofilico que ataca a carbonila do benzaldeido presente no formil-diidroeugenol.
Posteriormente, ocorre o ataque nucleofilico do fenol a carbonila do f-ceto-€ster, havendo a
liberacdo do fon etéxido, responsdvel por abstrair o hidrogénio e estabilizar o composto. Em
seguida, a piperidina retira o hidrogénio do carbono assimétrico, levando a uma posterior
desidratacdo e formagao da nitrobenzoilcumarina. Objetivando aumentar a pureza do produto
final, o material resultante foi transferido para um frasco e foi dissolvido em volume reduzido
de etanol a temperatura de 80 °C. Posteriormente, a solu¢do foi resfriada lentamente até a
temperatura ambiente. O precipitado foi filtrado e lavado com etanol resfriado. O procedimento
foi repetido por mais 2 vezes, sendo verificado um rendimento de 83,0 % para essa etapa da
reacdo. Sendo assim, considerando as duas etapas realizadas para obtengdo da
nitrobenzoilcumarina, obteve-se um rendimento final de 58,7 % para o procedimento de sintese.

Ao término do processo, o material obtido foi seco em dessecador e caracterizado pelas

técnicas de FTIR, RMN, UPLC-MS, UHPLC-HRMS, DSC e TG.

5.2 CARACTERIZACAO DA CUMARINA

A cumarina alvo deste estudo foi caracterizada pelas técnicas a seguir.

5.2.1 Espectroscopia de absorc¢iao na regiao do infravermelho
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O espectro no infravermelho obtido a partir da nitrobenzoilcumarina sintetizada €
apresentado na Figura 13. As principais bandas de absor¢do caracteristicas da estrutura da

molécula estio descritas na Tabela 2.

Figura 13 - Espectro de absor¢io no infravermelho na faixa de 4000 a 650 cm™, 32 scans e
resolugio de 4 cm™ obtido para a nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-
nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona.

- |

70 ~0

0.0 NO2
L i
= 1586,8

60

%T

1381

1511.8
55 1706,2

. -1 663.8 12351 T_|845.23‘
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650

Fonte: Do autor.

Tabela 2 - Atribui¢des das bandas do espectro de infravermelho aos grupos correspondentes na
molécula da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-

2-ona.
Niimero de onda (cm™) Intensidade Atribuicao
3115,8 Média Estiramento C-H sp?
3048.,6 Média Estiramento C-H sp?
3000 - 2850 Média Estiramento C-H sp?
1706,2 Forte Estiramento C=0 éster
1683,8 Forte Estiramento C=0 cetona
1586,6 Média Estiramento C=C anel aromatico
1511,8 Forte Estiramento assimétrico grupo nitro
1351 Forte Estiramento simétrico grupo nitro
1235,1 e 1134,2 Forte Estiramento C-O éter fenilalquilico
846,29 Forte Dobramento C-H fora do plano do anel

Fonte: Do autor.
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As atribuicdes apresentadas acima foram realizadas considerando a regido de absorc¢ao,
o formato e a intensidade das bandas, em comparacdo com dados de literatura tabelados para
os respectivos grupos funcionais (Pavia et al., 2013). Dessa forma, pode-se inferir que o
espectro obtido € condizente com a estrutura quimica da nitrobenzoilcumarina.
5.2.2 Ressonancia magnética nuclear
Os resultados dos experimentos de RMN estdo descritos abaixo.

5.2.2.1 Ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN de BC)

Os espectros de RMN de '°C e DEPT-135 da nitrobenzoilcumarina foram obtidos

operando o espectrdmetro a 75 MHz, sendo apresentados, respectivamente, nas Figura 14 e 15.

Figura 14 - Espectro de RMN de '*C obtido para a nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-
nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona.
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Fonte: Do autor.

Nota: RMN '3C (6 ppm, CDCls, 75 MHz): 13,77; 24,74; 37,73; 56,43; 116,86; 118,42; 119,98; 123,74; 125,53;
130,26; 140,29; 141,59; 143,20; 147,04; 148,00; 150,37; 158,27; 190,82.
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Figura 15 - Subespectro DEPT-135 obtido para a nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-
nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona.
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Fonte: Do autor.

Percebe-se nas figuras acima que os carbonos referentes as carbonilas, identificados
como C17 e C9 apresentaram deslocamentos quimicos em J 190,82 ppm e 158,27 ppm,
respectivamente. Os carbonos metilicos C16 e C14 aparecem, respectivamente, em 0 13,77 ppm
e 56,43 ppm. O carbono metilénico C15 apresentou deslocamento quimico em ¢ 24,74 ppm e
o carbono C13 foi verificado em ¢ 37,73 ppm. As atribui¢des foram feitas com base nos
espectros de '°C e subespectro DEPT-135.

Além das atribuigdes realizadas, evidencia-se no espectro de *C a presenca de outros
12 sinais com deslocamentos quimicos na regido correspondente a presenca de carbonos
aromdticos. Além disso, observa-se no subespectro DEPT-135 que, destes sinais, 5
correspondem a carbonos monoidrogenados. Sendo assim, o nimero de sinais observados foi
condizente com a quantidade de carbonos presentes na molécula da nitrobenzoilcumarina,
estando os deslocamentos quimicos em conformidade com os valores esperados e concordando

com a estrutura quimica da cumarina alvo deste estudo (Pavia et al. 2013; Brancaglion et al.,

2018).




78

5.2.2.2 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H)

O espectro de RMN de 'H, obtido operando o espectrdmetro a 300 MHz, é apresentado
na Figura 16.

Figura 16 - Espectro de RMN de 'H e extensdes obtido para a nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-
3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona.
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Fonte: Do autor.

Nota: RMN 'H (5 ppm, CDCl3, 300 MHz): 0,98 (t, Juie, 115 = 7,33 Hz, 3H); 1,70 (sex, JHis, Hi6 = 7,33 Hz; JHis, H13
=7,61 Hz, 2H); 2,67 (t, Jui3,115= 7,61 Hz, 2H); 3,99 (s, 3H, Hi4); 7,04 (dd, J= 1,68 Hz; J= 10,84 Hz, 2H);
8,00-7,96 (m, 2H); 8,32-8,24 (m, 3H).

O sinal correspondente a um tripleto centrado em ¢ 0,98 ppm corresponde aos
hidrogénios metila presentes na posi¢do 16, os quais foram integrados para 3 prétons. Ja os
hidrogé€nios metila da posicdo 14 apresentaram-se na forma de um simpleto em ¢ 3,99 ppm,
dando integral para 3 prétons. O sinal correspondente a um sexteto em ¢ 1,70 ppm foi atribuido
aos hidrogénios metilénicos assinalados como 15, apresentando integral para 2 prétons. J4 o
tripleto em 0 2,67 ppm corresponde aos hidrogénios metilénicos da posi¢do 13, os quais
apresentaram integrag@o para 2 protons.

Além das atribui¢des realizadas, evidencia-se no espectro de 'H, na regido
correspondente a hidrogé€nios aromadticos, a presenca de sinais equivalentes a 7 prétons,

conforme esperado para a molécula da nitrobenzoilcumarina. Sendo assim, a integra¢do dos
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sinais observados foi condizente com a quantidade de hidrogénios presentes na molécula da
cumarina alvo deste trabalho. Além disso, os deslocamentos quimicos e multiplicidades estdo

em conformidade com os valores esperados (Pavia et al. 2013; Brancaglion et al., 2018).

5.2.3 Espectrometria de massas

Na caracterizagdo da nitrobenzoilcumarina por espectrometria de massas de baixa
resolucdo, foi preparada uma solugio do analito na concentra¢io de 0,5 mg.mL' em uma
mistura de dgua, metanol e N,N-dimetilformamida na razdo de 16:48:36 (v/v). A solucdo foi
injetada no cromatégrafo acoplado ao espectrdmetro de massas utilizando o método
cromatogréfico descrito no item 4.4.3. Foi utilizada uma fonte de ionizagdo por electrospray,
realizando a varredura da amostra nos modos negativo e positivo. Este dltimo apresentou-se

mais adequado a andlise. O espectro obtido é apresentado na Figura 17.

Figura 17 - Espectro de massas de baixa resolu¢do obtido para a nitrobenzoilcumarina 8-
metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona.  ESI  (+), gds de
dessolvatacao nitrogénio 90 psi, temperatura da linha de dessolvatacdo 600 °C,
temperatura da fonte 120 °C, tensao no capilar 0,8 kV e tensdo no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.

No espectro da nitrobenzoilcumarina por espectrometria de massas de baixa resolucao
foram evidenciadas as presencas dos fons de relacdo massa/carga (m/z) 368,12 e 390,12. Tais
sinais estdo em concordancia com a estrutura da molécula, representando, respectivamente, a

cumarina protonada [M+H]" e seu aduto de sédio [M+Na]*.
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Ja na caracterizagdo estrutural da nitrobenzoilcumarina utilizando a técnica de
espectrometria de massas de alta resolucdo, foi preparada uma solu¢do do analito na
concentracio de 10 ppm utilizando metanol como solvente, a qual foi injetada no cromatégrafo
acoplado ao espectrometro de massas segundo as condigdes descritas no item 4.4.4. O espectro

de massas obtido utilizando o modo de ionizagdo positivo € apresentado na Figura 18.

Figura 18 - Espectro de massas de alta resolucao obtido para a nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-
3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona. ESI (+), gds de dessolvatacdo
nitrogénio 320 °C, fluxo de 12 L.min"!, nebulizador 35 psi, voltagem no capilar
3200 V, tensdo no cone 700 V e taxa de aquisicdo de 3 espectros.s.
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Fonte: Do autor.

Observa-se no espectro de massas de alta resolucdo a presenca dos fons de relacdo
massa/carga 368,1139 e 390,0958, os quais estdo em conformidade com a estrutura quimica da
nitrobenzoilcumarina [M+H]* e de seu aduto de sédio [M+Na]*. Tais sinais apresentam,
respectivamente, erros de massa de 2,7166 ppm e 1,0254 ppm, estando dentro do critério de
aceitacao de 5 ppm preconizados pela FDA para identificacio de espécies quimicas utilizando
a técnica de espectrometria de massas (Food and Drug Administration, 2015). Os resultados
obtidos corroboram aqueles verificados por espectrometria de massas de baixa resolu¢do, RMN
e FTIR e confirmam a sintese da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-

2H-croman-2-ona.
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5.2.4. Analise térmica

A curva TG e sua derivada (DTG) obtidas para a nitrobenzoilcumarina em atmosfera
inerte de nitrogénio, segundo as condi¢cdes instrumentais descritas no item 4.4.5, sdo

apresentadas na Figura 19.

Figura 19 - Curvas térmicas TG e DTG na faixa de 25 °C a 1000 °C. Razio de aquecimento de

10 °C.min"' em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 60 mL.min™".
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Fonte: Do autor.

Na faixa de temperatura entre 25 °C e 180 °C foi verificada uma perda de massa
equivalente a 0,55 %. Esse evento € atribuido a presenca de dgua e solventes residuais presentes
na nitrobenzoilcumarina sintetizada. Entre 220 °C e 380 °C evidencia-se o segundo evento de
perda de massa, correspondente a degradagdo térmica do analito. Essa degradacdo também ¢é
verificada na faixa entre 380 °C a 800 °C, entretanto, de forma menos acentuada. Ja entre 800
°C e 1000 °C ¢ verificada a estabilizacdo da perda de massa da nitrobenzoilcumarina, sendo
evidenciado um residuo equivalente a 16,3 %.

Uma vez que a amostra mantida a temperatura de 1000 °C até peso constante apresentou
um residuo relativamente alto, a andlise foi repetida em atmosfera de ar sintético, conforme
recomendado pela norma ASTM E1131-08 para determinacdo de impurezas inorganicas
presentes em amostras analisadas pela técnica de termogravimetria. As curvas TG e DTG

obtidas sdo apresentadas na Figura 20.
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Figura 20 - Curvas térmicas TG e DTG na faixa de 25 °C a 1000 °C. Razao de aquecimento de
10 °C.min"' em atmosfera de ar sintético com fluxo de 60 mL.min™".
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Fonte: Do autor.

Nesta condi¢do, foram evidenciados eventos de perda de massa em temperaturas
semelhantes aos verificados em atmosfera inerte de nitrogénio. Entretanto, devido a utilizacdo
de ar sintético ocasionando a oxidacdo do material organico remanescente, foi evidenciado um
residuo 0,066 % na amostra mantida a 1000 °C até peso constante. Tal resultado € atribuido a
presenca de impurezas inorganicas presentes na nitrobenzoilcumarina.

A curva DSC obtida para a molécula sintetizada € apresentada na Figura 21.

Figura 21 - Curva DSC na faixa de 100 °C a 170 °C. Razdo de aquecimento de 0,5 °C.min"! em
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™".
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Fonte: Do autor.
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Foi evidenciado que o evento endotérmico correspondente a fusdo da
nitrobenzoilcumarina inicia-se em 160,08 °C (onser), apresentando temperatura de pico de
160,19 °C e endset de 160,39 °C. Além disso, foi determinada para o evento uma entalpia de
fusdo correspondente a 79,854 J/g. Observa-se que a temperatura de fusdo determinada para a
nitrobenzoilcumarina neste trabalho diverge significativamente do valor descrito por
Brancaglion et al. (2018) (143 °C a 144 °C). Tal diferenca pode ser atribuida as condi¢des de
andlise empregadas pela técnica de calorimetria exploratéria diferencial, como por exemplo, a
atmosfera de nitrogénio, divergindo substancialmente do equipamento de ponto de fusdo
convencional.

Uma vez que a nitrobenzoilcumarina apresentou pico de fusao definido e demonstrou
ser termoestavel na sua faixa de fusado, a técnica de DSC foi utilizada para determinacdo da
pureza do material sintetizado. Foi empregada a metodologia descrita na norma ASTM E928-
19, a qual prevé a avaliacdo da pureza de compostos por meio de uma anélise do pico de fusao
obtido. Para isso € utilizada a lei de depreciacao do ponto de fusdo de Van’t Hoff, ocasionada
pela presenca de impurezas no material analisado, a qual é representada pela férmula abaixo,
sendo: Ts a temperatura de fusdo observada da amostra, To a temperatura de fusdo da amostra
pura, R a constante de gases (8,314 J.mol"!. K1), X é a fragio molar de impurezas presentes no
material analisado, AH € o calor de fusdo da amostra pura e F € a fracdo de material fundido, o

qual € determinado através das dreas parciais do pico de fusdo experimental.

Ts = To — RT¢>X /AH * 1/F 2)

As andlises foram realizadas empregando o software TRIOS, versdo 5.4.0.300,
utilizando 50 areas parciais do pico de fusdo e sendo o valor da altura de corte da primeira drea
parcial de 0,01 %. Os resultados evidenciaram que a nitrobenzoilcumarina possuia pureza de
99,80 %, demonstrando que o material sintetizado estava apto a ser utilizado nos demais ensaios

deste trabalho.

5.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DA NITROBENZOILCUMARINA

Os ensaios de citotoxicidade envolvendo a nitrobenzoilcumarina foram realizados
conforme metodologia descrita no item 4.9. A Figura 22 apresenta os resultados de
citotoxicidade obtidos apds o tratamento das células V79 com diferentes concentragdes da

nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona.
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Figura 22 - Viabilidade celular apds 24 horas de exposi¢do da linhagem V79 a diferentes
concentragdes da nitrobenzoilcumarina.
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Fonte: Do autor.

Nota: Resultados apresentados como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. A proliferacdo
celular foi mensurada pelo ensaio colorimétrico por MTT e a comparagdo de médias foi realizada de acordo
com a andlise de varidncia one-way ANOVA e pds-teste de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001,
##%%p<0,0001). V79 — linhagem de fibroblastos de pulmao de hamster chinés, CN — controle negativo, CS
— controle solvente (DMSO 1%), CP — controle positivo (DMSO 25%).

Conforme mostrado na figura acima, os resultados demonstraram diferencas
estatisticamente significativas a partir da concentracio de 50 ug.mL™!, quando comparadas ao
controle negativo (sem tratamento), sendo evidenciada citotoxicidade dose-dependente acima
desse valor. Baseado nos resultados obtidos, foi calculada a IC50 de 87,79 + 8,49 ug.mL‘l, 0
que equivale ao valor de 238,98 uM =+ 23,11 uM, considerando a massa molar da molécula.

Os resultados de citotoxicidade obtidos neste trabalho foram semelhantes aos reportados
por Brancaglion et al. (2018) e De Figueiredo Peloso et al. (2020) para a nitrobenzoilcumarina,
embora, em ambos o0s casos, tenham sido empregadas linhagens celulares distintas nos ensaios
realizados. No primeiro estudo, os autores concluiram que a nitrobenzoilcumarina apresentava
valor de IC50 superior a 200 uM, de forma semelhante ao determinado para o benznidazol,
utilizado como farmaco referéncia. J4 nos ensaios reportados por De Figueiredo Peloso et al.
(2020), foi calculada a IC50 de 231,0 uM e 270,5 uM, respectivamente, para a
nitrobenzoilcumarina e o formaco anfotericina B, o qual foi usado como referéncia.

Desta forma, evidencia-se que os resultados de citotoxicidade obtidos para

nitrobenzoilcumarina neste trabalho sao semelhantes aos ja reportados em estudos anteriores.
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Além disso, tais valores assemelham-se aos relatados para farmacos comercialmente
disponiveis para o tratamento da doenga de Chagas e leishmaniose. Tal fato refor¢a o potencial
terapéutico da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona
como uma promissora molécula a ser empregada no combate a essas doengas ou como um

futuro protétipo para o desenvolvimento de novas moléculas com potencial terapéutico.

5.4 AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DA NITROBENZOILCUMARINA

A avaliacdo da seguranca genotoxicoldgica de substancias inovadoras, seja em etapas
iniciais de desenvolvimento ou apds serem sintetizadas, possui papel relevante ao evitar a
exposicdo humana e ambiental a agentes quimicos e/ou bioldgicos nocivos a saide. Em fun¢do
disso, 6rgdos que atuam no controle sanitario de servigos e produtos de diversos paises, tais
como a FDA, EMA e ANVISA, estabelecem a obrigatoriedade da realizacdo de testes
objetivando comprovar a seguranca de compostos quimicos ao material genético antes de serem
lancados no mercado quimico e farmacéutico. Tal preocupacdo € primordial, uma vez que a
formacdo de sitios de instabilidade genética, mutacdes e alteragdes epigenéticas, como
resultado de exposicdo aguda ou cronica, pode levar a graves consequéncias para a saide
humana, incluindo uma grande variedade de doengas, tais como o cancer (Ren et al., 2017).

Os eventos de instabilidade genética observados na avaliacdo da genotoxicidade da
cumarina alvo deste trabalho foram realizados conforme metodologia descrita no item 4.10 e

os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23 - Eventos de genotoxicidade apresentados pelas células V79 apds exposicao a
nitrobenzoilcumarina por 3 horas.
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Fonte: Do autor.

Nota: Frequéncia média determinada através da contagem de 1000 células por cultura. Resultados apresentados
como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. Eixo y: nimero de eventos. Eixo x:
concentragdo em pg.mL!. Comparacio de médias através de analise de variancia one-way ANOVA e pés-
teste de Tukey (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001). V79 — linhagem de fibroblastos de
pulmdo de hamster chinés, NC — controle negativo, SC — controle solvente (DMSO 0,5 %), PC — controle
positivo (Doxorrubicina 0,5 ug.mL™); (A): Indice de divisdo nuclear; (B): Frequéncia de micronicleos;
(C): Frequéncia de brotos nucleares; (D): Frequéncia de pontes nucleoplasmaticas; (E): Frequéncia de
células apoptdticas.

Na Figura 23 A sdo apresentados os resultados obtidos para o ensaio de indice de divisao
nuclear (IDN). Nao foram evidenciadas diferencgas significativas para este parametro entre as
diferentes concentracdes testadas da nitrobenzoilcumarina. Tal resultado indica auséncia de
efeito citostatico em todas as concentragdes testadas, o que assegura que as células sofreram
mitose e que foram submetidas a tratamentos em niveis adequados de citotoxicidade (OCDE,
2016). Destaca-se que embora a doxorrubicina tenha sido utilizada como controle positivo, a
concentracdo empregada no ensaio ndo apresentou efeito citostético, estando adequada para ser
utilizada na avaliacdo de mutagenicidade pelo teste de micronucleo.

Eventos genotéxicos podem ocorrer a partir de interagdes diretas ou indiretas de
substancias com o material genético, as quais sdo capazes de influenciar, de forma positiva ou
negativa, na proliferacao celular. (Kirsch-Volders ef al., 2011). Os micronucleos t€ém origem
em fragmentos de cromossomos ou cromatideos acéntricos. Além disso, podem ser formados

por cromossomos inteiros que sdo liberados no interior das células filhas apds tel6fase
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(Decordier; Kirsch-Volders, 2006; Fenech et al., 2011). Os dois primeiros casos podem ocorrer
devido a reparacdo incorreta de quebras na fita de DNA, tais como troca de cromossomos,
fragmentacdo, defeitos em enzimas de reparacdo, excisdo errada de bases nitrogenadas, entre
outros eventos. J4 a ocorréncia de cromossomos mal segregados pode estar relacionada a
disfuncdo de ligagdo das proteinas cinetocdricas ao DNA durante a formacao do fuso mitético
(Fenech et al., 2011).

A nitrobenzoilcumarina pode induzir a formagdo de micronicleos por diversos
mecanismos genotoxicos, sendo possivel identificar os alvos e natureza dessas interacdes
através de técnicas de hibridizacdo fluorescente in situ ou marcando cinetdécoros com
substancias imunoquimicas (OECD, 2016). Como biomarcador de instabilidade genética, os
micronucleos estdo associados a eventos de clastogénese (quebra de DNA) ou aneugénese
(perda de cromossomos) que podem ser vistos em células interfdsicas. Estes danos celulares
podem ser transmitidos as células filhas na mitose, podendo ser incompativeis com a
sobrevivéncia celular (OECD, 2016). A Figura 23B evidencia um aumento estatisticamente
significativo na frequéncia de microndcleos nos tratamentos com concentragdes superiores a
1,56 pg.mL! da nitrobenzoilcumarina, quando comparado aos controles negativo e positivo,
sendo observada uma correlagao dose-resposta de genotoxicidade.

As frequéncias de outros biomarcadores de instabilidade genética, tais como brotos
nucleares e pontes nucleoplasmaéticas, sao ilustradas nas Figuras 23C e 23D, respectivamente.
Embora os eventos analisados nio tenham apresentado significincia estatistica, sua avaliagdo é
relevante, uma vez que a presenca de brotos nucleares estd associada a eliminacdo de
amplificacdo cromossdmica do material genético, presenca de complexos de reparo de DNA e
excesso de cromossomos por células aneuploides. J4 o aumento da frequéncia de pontes
nucleoplasmaéticas em células binucleadas pode indicar correlagdo com eventos de reparo
incorretos, do inglés, mismatch, e/ou fusdes finais teloméricas (Fenech et.al., 2011). Os
resultados obtidos sugerem que a nitrobenzoilcumarina ndo apresenta efeitos associados a esses
eventos de genotoxicidade, os quais podem ser considerados nos estudos realizados como
achados bioldgicos aleatorios.

A frequéncia de células apoptdticas, como biomarcador de citotoxicidade, € apresentada
na Figura 23E. Os eventos de morte celular detectados nos estudos ndo apresentaram
significancia estatistica. Dessa forma, ndo € possivel relaciond-los a exposicdo a
nitrobenzoilcumarina.

A Figura 24 apresenta os biomarcadores de instabilidade genética evidenciados durante

0S €nsaios.
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Figura 24 - Biomarcadores de instabilidade genética observados no ensaio de micronticleo com
bloqueio de citocinese apos exposi¢do das células V79 a nitrobenzoilcumarina por
3 horas.

D

Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Célula binucleada sem anormalidades, (B) Célula binucleada micronucleada, (C) Brotos nucleares
e (D) Pontes nucleoplasméticas.

Os estudos realizados demonstraram que a nitrobenzoilcumarina apresentou efeitos
genotoxicos somente nas duas maiores concentragdes utilizadas no ensaio de micronicleo com
bloqueio de citocinese. Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que o derivado cumarinico
apresenta baixa citotoxicidade e efeito genotoxico somente em concentragdes mais altas,
podendo ser considerado genotoxicologicamente seguro em baixas concentragdes.

Diversos estudos descritos na literatura sugerem que os farmacos benznidazol e
nifurtimox, utilizados no combate a doenca de Chagas, apresentam efeito mutagé€nico. Buschini
et al. (2009) verificaram através do ensaio cometa que ambos os farmacos sdo capazes de
provocar danos ao DNA em concentragdes plasmaticas usualmente encontradas em pacientes.
Além disso, os autores evidenciaram que os farmacos interagem com o DNA de células de
mamiferos, induzindo a formag¢do de micronucleos. Resultados semelhantes foram obtidos por
Santos; Takahashi e Natarajan (1994). Além disso, o farmaco benznidazol faz parte do banco
de dados da EPA (United States Environmental Protection Agency), a qual apresenta resultados
positivos de mutagenicidade para o fairmaco, obtidos através do teste de Ames e micronudcleo
(United States Environmental Protection Agency, 2024).

Embora diversos estudos indiquem o potencial mutagénico dos farmacos disponiveis
comercialmente para o tratamento da doenca de Chagas e leishmaniose, evidencia-se a auséncia
de padronizacdo entre os experimentos, tais como, concentragdo das substincias analisadas,
tempo de exposi¢cdo aos analitos e modelo celular empregado. Sendo assim, um paralelo entre
esses resultados com os obtidos para a nitrobenzoilcumarina perde relevancia, ndo permitindo
uma comparagao assertiva.

De modo geral, os estudos realizados por Brancaglion et al. (2018) e De Figueiredo

Peloso et al. (2020) evidenciaram o potencial tripanocida e leishmanicida da
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nitrobenzoilcumarina. Além disso, demonstraram a baixa citotoxicidade da molécula frente a
células de mamiferos, o que foi confirmado no presente estudo. Adicionalmente, a verificacdo
da seguranca mutagénica da nitrobenzoilcumarina em baixas concentra¢des foi demonstrada
por este trabalho. Sendo assim, os ensaios realizados até o momento com a
nitrobenzoilcumarina demonstram o potencial da molécula como um promissor candidato a

protétipo de farmaco para tratamento da Doencga de Chagas e leishmaniose.

5.5 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO POR HPLC PARA ANALISE
DA NITROBENZOILCUMARINA E SEUS PRODUTOS DE DEGRADACAO

Foi desenvolvido um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa, conforme condi¢des descritas no item 4.5, para quantificacao da nitrobenzoilcumarina
e seus possiveis produtos de degradacdo. O método foi utilizado para verificar a pureza
cromatogréfica da cumarina sintetizada e avaliar sua estabilidade intrinseca. Além disso, foi
empregado para verificar o perfil de degradacdo da nitrobenzoilcumarina quando exposta as
condicdes de estabilidade acelerada.

Optou-se por utilizar como fase mével uma mistura de 4gua e metanol, uma vez que a
nitrobenzoilcumarina n@o apresenta grupos ionizdveis, dispensando o uso de solugdes
tamponantes. Inicialmente foi utilizado um fluxo de 1,5 mL.min"! e fase mével composta por
uma mistura de dgua ultrapurificada e metanol na razdo 40:60 (v/v). Entretanto, a
nitrobenzoilcumarina apresentou um fator de reten¢do elevado, indicando grande interagdo com
a coluna cromatogréfica e, consequentemente, um tempo de retencdo relativamente grande, de
aproximadamente 18 minutos. Sendo assim, o conteido de metanol na fase mdvel foi
aumentado para 67 % e o fluxo para 2 mL.min"!. Nestas condi¢des o pico cromatografico
referente a nitrobenzoilcumarina apresentou tempo de retencio de aproximadamente 7 minutos
e parametros cromatograficos adequados.

Durante o desenvolvimento do método, foram realizados testes variando a temperatura
da coluna cromatogrifica. Em funcdo do fluxo relativamente alto (2 mL.min"), optou-se por
utilizar a temperatura de 35 °C. Dessa forma, a pressdo no sistema cromatografico foi reduzida,
permitindo prolongar a vida util da coluna e obter picos mais simétricos.

O solvente da amostra demostrou ser um parametro critico para o desenvolvimento do
método analitico, uma vez que a nitrobenzoilcumarina apresenta solubilidade relativamente
baixa em dgua e em metanol. Sendo assim, foi adicionada N,N-dimetilformamida como co-

solvente, permitindo trabalhar com concentracdes maiores do analito.
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5.5.1 Selecao do comprimento de onda do método analitico para deteccao por ultravioleta

Foi desenvolvido um método analitico por HPLC compativel com a detec¢dao dos
analitos por ultravioleta e espectrometria de massas. Para determinar o comprimento de onda a
ser utilizado, foi preparada uma solu¢do da nitrobenzoilcumarina na concentra¢do de 0,1
mg.mL™ em metanol e determinado seu espectro de absorbancia na faixa de 200 a 600 nm,

conforme apresentado na Figura 25.

Figura 25 - Espectro de absor¢do da nitrobenzoilcumarina na faixa de 200 a 600 nm. Amostra
preparada na concentracdo de 0,1 mg.mL™!' em metanol.
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Fonte: Do autor.

O espectro no ultravioleta/visivel obtido para a nitrobenzoilcumarina foi condizente
com o descrito na literatura para outras moléculas da mesma classe, ou seja, apresentou dois
pontos de minima absorbancia em aproximadamente 244 nm e 300 nm e dois pontos de mdxima
absorcdo em aproximadamente 260 nm e 315 nm (Ganguly; Bagchi, 1956). Além disso,
evidenciou-se um ponto de mdxima absorcao em aproximadamente 200 nm.

Uma vez que o método desenvolvido objetivou quantificar a nitrobenzoilcumarina e
seus produtos de degradagdo, tornou-se necessario a selecdo de um comprimento de onda para
o método que fosse adequado para estas duas finalidades. Considerando que os possiveis
produtos de degradacdo da nitrobenzoilcumarina possivelmente sempre apresentardo anel
aromadtico em suas estruturas, o espectro de absor¢ao do benzeno foi avaliado para a selecdo do
comprimento de onda do método desenvolvido. O espectro de absor¢do na regiao do ultravioleta

do benzeno e seus possiveis estados de energia sdo apresentados na Figura 26.
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Figura 26 - Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta do
benzeno e possiveis estados de energia na molécula.
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Fonte: Adaptado de Pavia et al., 2013.

As transi¢des eletrOnicas que ocorrem no benzeno sdo basicamente do tipo 1 — 1 *,
sendo que seu espectro de absorcao no ultravioleta apresenta duas bandas primarias em 180 e
200 nm e uma banda secundaria em 260 nm. A banda em 180 nm € a que possui maior
absortividade molar (¢). Entretanto, normalmente nio € observada, pois estd fora da faixa de
varredura da maioria dos equipamentos disponiveis comercialmente. A banda em 200 nm
possui absortividade intermedidria, mas encontra-se em uma regido onde muitos solventes
organicos apresentam absor¢do no ultravioleta, podendo comprometer os ensaios de pureza de
pico realizados durante a avaliagdo do parametro de seletividade do método analitico. J4 a banda
em aproximadamente 260 nm, apesar de ser a mais fraca, estd presente tanto no espectro de
compostos aromdticos com estruturas mais simples quanto de derivados cumarinicos (Pavia et
al., 2013). Sendo assim, optou-se por utilizar o maximo de absor¢do de 259 nm verificado no
espectro da nitrobenzoilcumarina como o comprimento de onda do método desenvolvido por

HPLC, permitindo analisar tanto a cumarina quanto seus produtos de degradacao.
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5.5.2 Determinacao da concentracio de trabalho do método analitico

O método analitico desenvolvido objetivou quantificar a nitrobenzoilcumarina alvo
deste trabalho e seus produtos de degradagdo, os quais podem estar presentes na amostra em
concentragdes muito baixas, a nivel de tracos. Sendo assim, torna-se necessario trabalhar com
solucdes do analito principal em concentragdes adequadas para que o método consiga
identificar e quantificar os possiveis produtos de degradacio presentes na amostra. Em funcdo
disso, optou-se por trabalhar com solugdes mais concentradas da nitrobenzoilcumarina, o que
s0 foi possivel devido a utilizacdo de N,N-dimetilformamida como co-solvente, uma vez que o
analito apresenta baixa solubilidade aquosa e em metanol.

Para definicdao da concentracdo de trabalho do método, foram preparadas solugdes da
nitrobenzoilcumarina na faixa de 0,15 pg.mL"! a 1000 pg.mL"! em diluente, conforme descrito
no item 4.5. As respostas do detector foram plotadas contra as respectivas concentracoes,
conforme mostrado na Figura 27. As andlises foram realizadas utilizando um sistema HPLC
(Shimadzu, Japao) equipado com detector UV, disponivel no nicleo de controle de qualidade

da UNIFAL-MG.

Figura 27 - Curva de regressdo da nitrobenzoilcumarina na faixa de 0,15 ug.mL™" a 1000
ug.mL ! em diluente.
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Fonte: Do autor.

Conforme mostrado no grafico acima, foi verificada uma aparente redu¢do na inclinacao
da curva a partir da concentracdo de 500 ug.mL'. Sendo assim, as curvas de regressio
determinadas nas faixas de trabalho entre 0,15 ug.mL'e 500 ug.mL"! e entre 0,15 ug.mL"! e

1000 pg.mL™! foram comparadas para definicio da concentra¢io de trabalho do método
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analitico. As equacgOes das retas, coeficientes de inclinagdo e determinacao de ambas as curvas

sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Avaliacdo das curvas de regressio obtidas a partir de solucdes da
nitrobenzoilcumarina preparadas nas faixas de 0,15 pg.mL"' a 500 ug.mL"' e
0,15 pg.mL"' a 1000 ug.mL".

Faixa de Coeficiente | Coeficiente Intervalo de
trabalho Equacao da reta de de confianca da
(ug.mL) determinacao | inclinacdo | inclinacao (a = 0,05)
0,15-500 y=40995x - 107509 0,9997 40995 40304 - 41686
0,15-1000 y=37439x + 216394 0,9979 37439 36023 - 38854

Fonte: Do autor.

A andlise estatistica apresentada na Tabela 3 demonstra que a inclina¢do da curva na
faixa de 0,15 pg.mL"' a 1000 pg.mL™! é estatisticamente menor do que a inclina¢io na faixa de
0,15 ug.mL"! a 500 ug.mL"". Tal fato é evidenciado pela auséncia de interse¢iio dos intervalos
de confianca determinados para os coeficientes angulares de ambas as curvas. Além disso, o
valor do coeficiente de determinacdo da reta na faixa de 0,15 ug.mL' e 1000 pg.mL"' ¢
ligeiramente inferior, demostrando que a partir da concentragdo de 500 ug.mL™! inicia-se um
comprometimento do modelo de regressao linear determinado a partir dos dados obtidos.

Sendo assim, uma vez que o método desenvolvido objetiva quantificar tanto a
nitrobenzoilcumarina quanto seus produtos de degradacao, optou-se por trabalhar com a maior
concentracdo possivel da cumarina, sem prejudicar a linearidade aparente do método
cromatografico. Dessa forma, o valor de 500 pg.mL! foi definido como a concentragio maxima
de trabalho do método. Adicionalmente, foi verificado que em concentragdes proximas de 1000
ug.mL! ocorre a cristalizagdo da nitrobenzoilcumarina em solu¢do com o passar do tempo,

inviabilizando a utilizac@o de concentra¢des de trabalho maiores para o método desenvolvido.

5.5.3 Parametros cromatograficos

Na Figura 28 ¢ apresentado o cromatograma obtido para a solugdo da

nitrobenzoilcumarina preparada na concentracio de 500 pg.mL! e injetada no cromatégrafo
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conforme método descrito no item 4.5. As analises foram realizadas em um sistema HPLC

Alliance, modelo 2695 (Waters, USA), acoplado com detector UV.

Figura 28 - Cromatograma obtido para a soluciio da nitrobenzoilcumarina (0,5 mg.mL™"). Fase
movel dgua ultrapurificada e metanol 33:67 (v/v), coluna C18, volume de injecdo
20 pL, fluxo de 2,0 mL.min"! e detecgdo em 259 nm.
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Fonte: Do autor.

Observa-se que a nitrobenzoilcumarina apresentou tempo de retencdo de
aproximadamente 6,7 minutos. Neste tempo ndo foram verificados sinais analiticos
provenientes do diluente ou fase movel. Os parametros cromatogréficos obtidos para a solugdao

amostra sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - ParAmetros cromatograficos da solu¢do amostra (0,5 mg.mL™).

Picos Tempo de Area K Pratos teoricos Assimetria
retencio (uV#sec) (USP) (USP)
Cumarina 6,728 14782710 6,1 8688 0,9

Fonte: Do autor.

Foi verificado um fator de retencdo (K’) igual a 6,1 para o pico da nitrobenzoilcumarina.
Este parametro estd relacionado a velocidade com a qual o analito migra através da coluna
cromatogrifica. E o intervalo de tempo em que um soluto permanece na fase estaciondria
relativo ao tempo em que permanece na fase mével. Valores proximos a 1 indicam pouca

interacdo entre analito e coluna. J4 valores elevados representam tempos de eluicdo muito
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grandes. O valor obtido no método desenvolvido demostra uma boa interacdo da
nitrobenzoilcumarina com a fase estaciondria utilizada (United States Pharmacopeia, 2023).

O nimero de pratos tedricos € um parametro quantitativo utilizado para expressar a
eficiéncia de uma coluna cromatogréfica, sendo que quanto maior o seu valor, maior a efici€éncia
verificada (Collins; Braga; Bonato, 2014). Para o pico da nitrobenzoilcumarina na soluc¢do
amostra, foi obtido um valor de 8688 pratos, indicando uma boa eficiéncia da coluna utilizada
na andlise.

O fator de assimetria € outro pardmetro empregado para expressar a qualidade de um
resultado cromatografico. Valores iguais a 1 indicam uma perfeita simetria do pico analisado,
entretanto, resultados até 2 sdo aceitdveis. Acima disto, a falta de simetria no pico
cromatografico pode prejudicar sua integracdo e quantificacdo (WHO, 2016). Na amostra
analisada foi verificado um valor de 0,9. Este resultado pode ser atribuido ao solvente utilizado
na preparacdo da amostra, o qual possui cardter mais polar do que a fase mével, gerando
distorcao frontal da banda cromatogréfica e, consequentemente, valores de assimetria inferiores
a 1. Entretanto, destaca-se que a distor¢do verificada é minima, conforme mostrado pelo
parametro calculado, ndo impactando significativamente na simetria do pico da
nitrobenzoilcumarina.

A pureza cromatografica da nitrobenzoilcumarina obtida no processo de sintese foi
determinada empregando o método desenvolvido. Foi preparada uma solu¢do da amostra na
concentraciio de 500 pg.mL!, a qual foi injetada no cromatégrafo. Todos os sinais analiticos
detectados e ndo provenientes da solucdo branco, ou seja, do diluente da amostra, foram
integrados. Foi determinada a drea percentual dos picos observados, a qual indica a pureza
cromatogréfica dos analitos. Para a nitrobenzoilcumarina foi verificado um valor de 99,7 %.

Baseando-se nesse resultado e nos previamente descritos nas andlises
termogravimétricas apresentadas no item 5.2.4, a pureza da nitrobenzoilcumarina sintetizada

foi determinada utilizando a férmula:

PUREZA (%) = [100 — (4gua + impurezas organicas voldteis + impurezas 3)

inorganicas)] x Pureza cromatogréfica / 100

Dessa forma foi calculado um valor de pureza igual 99,1 %, corroborando o previamente
determinado pela técnica de calorimetria exploratéria diferencial e indicando que a
nitrobenzoilcumarina apresenta pureza adequada para ser empregada nos demais estudos

desenvolvidos neste trabalho.
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O método analitico desenvolvido foi validado segundo as diretrizes do guia ICH Q2(R2)
e resolucdo ANVISA RDC n° 166, de 24 de julho de 2017. Foram avaliados os paradmetros de
seletividade, limites de detec¢do e quantificacdo, linearidade, precisdo, exatidao, intervalo e

robustez.

5.5.4 Avaliacao do parametro de seletividade do método analitico

A seletividade € a capacidade de um método em determinar de forma inequivoca um
analito na presenca de outras substincias potencialmente presentes na solu¢do analisada (ICH,
2023Db).

A seletividade do método cromatografico foi avaliada através da verificagdo de sinais
analiticos provenientes do branco (diluente da amostra) e da fase mével no tempo de retencdo
do pico da nitrobenzoilcumarina. Além disso, as amostras preparadas no estudo de degradacao
forcada também foram utilizadas para verificar a seletividade do método em quantificar a
cumarina na presenca de seus produtos de degradacdo. Todas as preparacdes foram analisadas
utilizando um sistema HPLC Alliance, modelo 2695 (Waters, USA), acoplado com detector de
arranjo de diodos, a fim de avaliar a homogeneidade espectral dos sinais observados. Na Figura
29 ¢ apresentado o grafico de pureza de pico obtido a partir da soluc¢do da nitrobenzoilcumarina

preparada na concentracdo de 500 pg.mL! e processado utilizando o software Empower 3.

Figura 29 - Gréfico de pureza da solu¢do amostra da nitrobenzoilcumarina preparada na
concentra¢do de 0,5 mg.mL"'. Fase mével dgua ultrapurificada e metanol 33:67
(v/v), coluna C18, volume de injecdo 20 uL, fluxo de 2,0 mL.min"!' e faixa de
varredura de 200 a 800.

Cumarina - 6.930 +

Fonte: Do autor.
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Para avaliar a pureza de pico (homogeneidade espectral), o software Empower 3
compara o espectro obtido a partir do dpice do pico cromatogrifico com os demais espectros
verificados ao longo de toda a banda cromatografica. Quando a diferenca entre os espectros,
indicada pela linha verde, € menor do que a incerteza da medi¢do, indicada pela linha azul, ndo
existem evidéncias de coelui¢do, sendo o pico atribuido a um tnico componente. Destaca-se
que a incerteza de medigao é calculada a partir de ruidos eletronicos e interferéncias provocadas
pela fase moével ou diluente, utilizando uma determinada faixa da linha de base do
cromatograma. Na Figura 29, observa-se que os espectros ao longo de todo o pico da
nitrobenzoilcumarina sdo homogéneos, comprovando a seletividade do método analitico
desenvolvido.

A avaliacdo de homogeneidade espectral do pico da nitrobenzoilcumarina também foi
realizada nas amostras submetidas ao estudo de degradacdo forcada, objetivando verificar a
interferéncia dos produtos de degradacdo com o pico da cumarina. Em todas as amostras
analisadas foi verificada a pureza de pico da nitrobenzoilcumarina. Além disso, ndo foram
verificados sinais analiticos provenientes do diluente ou fase mdvel no tempo de reten¢do dos

picos de interesse.

5.5.5 Limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)

O limite de deteccao € definido como a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas. J4 o limite de quantificacdo consiste na menor concentracdo do
analito que pode ser medida com precisdo e exatiddo aceitdveis. Concentragcdes que apresentam
relacdo sinal/ruido de aproximadamente 2:1 e 10:1 podem ser consideradas como estimativas
desses parametros, respectivamente (ANVISA, 2017a; ICH, 2023b).

Para a determinacdo dos limites de detec¢do e quantificacdo da nitrobenzoilcumarina
pelo método cromatogréfico desenvolvido, foi preparada uma soluciao estoque da substancia
em diluente na concentragdo de 500 pg.mL!, a qual foi posteriormente diluida de modo a obter
diferentes concentracdes do analito. Cada soluc¢do foi injetada em triplicata no cromatdgrafo e
calculada a relacdo sinal/ruido para o pico da nitrobenzoilcumarina. As solu¢des contendo 0,06
ug.mL e 0,15 ug.mL"! apresentaram relacdo sinal/ruido de 3:1 e 12:1, respectivamente, sendo
consideradas como os limites de deteccdo e quantificacdo do método. Para a confirmacgdo do

LQ estimado para o método cromatografico, foram avaliados os parametros de precisio e
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exatiddo utilizando preparacdes da nitrobenzoilcumarina na concentracio de 0,15 pg.mL,
conforme descrito adiante.

Destaca-se que os limites de detec¢do e quantificagdo calculados utilizando solu¢des da
nitrobenzoilcumarina também sdo aplicidveis aos produtos de degradacdo da molécula,
considerando que impurezas e ativo terdo o mesmo fator resposta, conforme preconizado pela
resolucdo ANVISA RDC 166/2017 e guia ICH Q3A (R2) para quantificacdo de impurezas
desconhecidas.

Segundo a RDC 166/2017 e guia ICH Q3A (R2) o limite de quantificagdo de um método
analitico deve ser menor ou igual ao limite de notificacio de uma impureza ou produto de
degradacdo. O limite de notificacdo € calculado considerando a dose didria maxima de um
insumo farmacéutico ativo, sendo que para substancias administradas até o valor de 2 gramas
por dia, deve corresponder a 0,05 % da concentracdo de trabalho do método analitico. Sendo
assim, para o método cromatogrifico desenvolvido para quantificacio dos PDs da
nitrobenzoilcumarina, o valor do limite de notificacdo corresponde a 0,25 pg.mL™, ja que a
concentragio de trabalho do método é de 500 ug.mL"!. Dessa forma, evidencia-se que o LQ do
método desenvolvido € menor do que o limite de notificacdo preconizado, estando em

conformidade com o exigido pelas agéncias reguladoras.

5.5.6 Linearidade

A linearidade consiste na capacidade do método em fornecer respostas diretamente
proporcionais a concentracio da substancia que estd sendo analisada (ANVISA, 2017; ICH,
2023b). Uma vez que o método desenvolvido objetivou a quantificacdo tanto da
nitrobenzoilcumarina, quanto dos seus produtos de degradacdo, os quais estdo presentes em
concentracdes muito diferentes na amostra, optou-se por avaliar a linearidade do método em
duas faixas distintas. Uma destinada a quantifica¢ao da nitrobenzoilcumarina, na faixa de 80 %
a 120 % da concentracdo de trabalho do método e outra na faixa compreendida entre o LQ e
125 ug.mL!, destinada a quantificacdo dos possiveis produtos de degradagdo da cumarina.
Dessa forma, as faixas de linearidade foram definidas em funcdo dos objetivos do método
cromatogréfico, estando em conformidade com o recomendado pela ICH e ANVISA para
métodos destinados a quantificacdo de impurezas e doseamento de fiarmacos e evitando
problemas relacionados a perda de linearidade devido a faixas de trabalho muito amplas.

Destaca-se que a avaliacdo da linearidade na faixa de trabalho destinada a quantificacao dos

produtos de degradagdo foi realizada com a nitrobenzoilcumarina, assumindo que seus produtos
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de degradacdo terdao absor¢do no ultravioleta semelhante a molécula de origem e,
consequentemente, também apresentardo resposta linear.

Para avaliacio da linearidade, foram preparadas trés solugdes estoque da
nitrobenzoilcumarina na concentracdo de 1000 pg.mL' em diluente, as quais foram
posteriormente diluidas para as concentragcdes desejadas.

Para a faixa destinada ao doseamento da nitrobenzoilcumarina, foram obtidas as
seguintes concentragdes: 400 pg.mL!; 450 ug.mL; 500 pg.mL'; 550 pg.mL! e 600 pg.mL™".
O gréfico da resposta do equipamento versus a concentracdo do analito e o grafico dos residuos

padronizados versus a varidvel independente sdo mostrados nas Figuras 30 e 31.

Figura 30 - Curva analitica para a faixa de trabalho destinada a quantificacdo da
nitrobenzoilcumarina. Fase movel dgua ultrapurificada e metanol 33:67 (v/v),
coluna C18, volume de inje¢do 20 uL, fluxo de 2,0 mL.min"! e detec¢do em 259
nm.
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Fonte: Do autor.

Figura 31 - Grafico dos residuos padronizados versus a varidvel independente para a faixa
de trabalho destinada a quantifica¢do da nitrobenzoilcumarina.
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A curva de regressao obtida para a faixa de trabalho do método destinada a quantificacdo
da nitrobenzoilcumarina apresentou coeficiente de correlagao (R) igual a 0,998519, sendo este
superior ao valor minimo exigido de 0,990 (ANVISA, 2017). Além disso, o coeficiente de
determinacio (R?) calculado foi de 0,997041. A equagio da curva obtida utilizando o método

dos minimos quadrados € apresentada abaixo.

y =26502347,6 x +167431,0 4)

O gréfico dos residuos padronizados versus a variavel independente apresentado na
Figura 31 evidencia os pontos distribuidos de forma aleatéria nos 2 lados do eixo das abcissas
e auséncia de um padrdo definido, indicando uma aparente independéncia entre os residuos.
Para confirmar a hipdtese, a independéncia residual foi avaliada pelo teste estatistico de Durbin-
Watson. Além desse pré-requisito para modelos de regressao linear, também foram verificadas
as hipoteses de homocedasticidade e normalidade residual. Adicionalmente foi avaliada a
significncia do coeficiente angular através da andlise de variancia do modelo de regressdo
obtido e a presenca de outliers pelo teste de Grubbs objetivando verificar o comprometimento
das estatisticas calculadas para a regressao devido a presenca de valores aberrantes. Todos os
testes estatisticos foram realizados ao nivel de significancia de 0,05, sendo os resultados

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Testes estatisticos aplicados na avaliagdo do modelo de regressao linear obtido para
a faixa de trabalho destinada a quantificacdo da nitrobenzoilcumarina pelo método
analitico desenvolvido.

(Continua)
A Estatistica d(} .teste Resultado
Parametro Teste ou valor critico 5
! ST (valor Conclusao
avaliado estatistico (tabelado) calculado)
(o =0,05)
Auséncia de
‘ outliers
Outliers Grubbs G=1154 G=1136 (G calculado <
G tabelado
N Durbin- _ Residuos
Independéncia Watson 1,23 <dw <277 dw=2,464 independentes
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Tabela 6 - Testes estatisticos aplicados na avaliacdo do modelo de regressao linear obtido
para a faixa de trabalho destinada a quantificacdo da nitrobenzoilcumarina pelo
método analitico desenvolvido.

(Conclusio)

Estatistica do teste
" e Resultado
Parametro Teste ou valor critico -
. .o (valor Conclusao
avaliado estatistico (tabelado) calculado)
(o =0,05)
Distribuicao
) ) . normal
Normalidade Shapiro-Wilk W =0,881 W =0,886 (W calculado >
W tabelado)
Residuos
Homocedasticidade Cochran C =0,6838 C =0,3286 homocedasticos
(C calculado <
C tabelado)
Coeficiente
Significancia do angular
coe?i ciente ancular ANOVA F=4,67 F =4380,1 significante
& (F calculado > F
tabelado)

Fonte: Do autor.

Conforme mostrado na Tabela 5, a estatistica de Grubbs calculada a partir dos dados de
regressdo foi inferior ao valor critico tabelado para o teste, indicando auséncia de valores
aberrantes que pudessem comprometer as estatisticas do modelo linear obtido. De forma
semelhante, o valor calculado para a estatistica de Cochran foi menor do que o valor critico,
indicando a igualdade de variancia entre os residuos. Adicionalmente, o teste de Shapiro-Wilk
demonstrou que nio existem evidéncias amostrais para rejeitar a hipétese de normalidade
residual, uma vez que o valor calculado para a estatistica do teste foi superior ao valor tabelado.
Além disso, a andlise de variincia para o modelo de regressdo indicou que o coeficiente angular
da reta € significante, ou seja, existe uma correlag@o entre os valores das varidveis independente
e resposta. Dessa forma, pode-se inferir que o modelo de regressao obtido € adequado para os
fins pretendidos pelo método analitico.

Para faixa de trabalho destinada a quantificacdo dos produtos de degradacdo da
nitrobenzoilcumarina, foram utilizadas solugdes nas concentragdes de 0,15 pg.mL'; 15 pg.mL"

130 ng.mL; 62,5 pg.mL! e 125 pg.mL!. A curva de regressdo obtida pelo método dos
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minimos quadrados e o grafico dos residuos padronizados versus a vardvel independente sdo

apresentados, respectivamente, nas Figuras 32 e 33.

Figura 32 - Curva analitica para a faixa de trabalho destinada a quantificacao dos produtos de
degradacdo da nitrobenzoilcumarina. Fase mével dgua ultrapurificada e metanol
33:67 (v/v), coluna C18, volume de inje¢do 20 uL, fluxo de 2,0 mL.min"' e detecgio
em 259 nm.
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Fonte: Do autor.

Figura 33 - Grafico dos residuos padronizados versus a varidvel independente para a faixa
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Fonte: Do autor.

Percebe-se na Figura 32 uma aparente relacdo linear para o modelo de regressao,

apresentando coeficiente de correlacdo igual a 0,999845 e coeficiente de determinagdo de
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0,999690, estando em conformidade com o valor minimo exigido pelas agéncias reguladoras
(ANVISA, 2017). O grafico dos residuos padronizados versus a varidvel independente
apresenta os pontos distribuidos aleatoriamente em ambos os lados do eixo das abcissas,

aparentando independéncia entre os residuos. A curva de regressao obtida € apresentada abaixo.

y =27010959,1 x -6246,2 5)

A andlise estatistica aplicada para verificar a adequabilidade do modelo de regressao

linear € apresentada na Tabela 6.

Tabela 7 - Testes estatisticos aplicados na avaliagdo do modelo de regressao linear obtido para
a faixa de trabalho destinada a quantificacdo dos produtos de degradacdo da
nitrobenzoilcumarina pelo método analitico desenvolvido.

Estatistica do teste
~ e Resultado
Parametro Teste ou valor critico -
. P (valor Conclusao
avaliado estatistico (tabelado) calculado)
(o =0,05)
Auséncia de
. outliers
Outliers Grubbs G=1,154 G=1,145 (G calculado <
G tabelado
" Durbin- Residuos
< < =
Independéncia Watson 1,23 <dw < 2,77 dw =2,443 independentes
Distribuicao
) ) . normal
Normalidade Shapiro-Wilk W =0,881 W =0,925 (W calculado >
W tabelado)
Residuos
Homocedasticidade Cochran C =0,6838 C =0,5552 homocedasticos
(C calculado <
C tabelado)
Coeficiente
Significancia do angular
coe%i ciente aneular ANOVA F=4,67 F =41858,7 significante
& (F calculado > F
tabelado)

Fonte: Do autor.
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Os testes estatisticos apresentados na tabela acima demostraram uma boa
adequabilidade do modelo de regressao aos dados obtidos experimentalmente. Os pré-requisitos
de independéncia, normalidade e homocedasticidade foram atendidos. Além disso, o
coeficiente angular da reta foi estatisticamente significante, indicando correlacdo entre as
varidveis independente e resposta. Sendo assim, pode-se inferir que o método destinado a
quantificac@o dos produtos de degradacio da nitrobenzoilcumarina possui linearidade na faixa

de trabalho pretendida.

5.5.7 Precisao e exatidao

Foram avaliadas a exatiddo e precisao intra e inter-dia nas duas faixas de linearidade do
método analitico. No intervalo destinado a quantificacdo dos produtos de degradacdo, foram
preparadas solucdes da nitrobenzoilcumarina em quatro niveis de concentra¢do: no limite de
quantifica¢do (0,15 pug.mL™?), a 15 pg.mL!, 62,5 ug.mL"! e 125 pg.mL"!. Na faixa de trabalho
destinada 2 quantificacdo da nitrobenzoilcumarina, foram preparadas solugdes a 400 pg.mL™,
500 pg.mL"' e 600 ug.mL™!. A precisdo foi expressa como o coeficiente de variacdo (CV) entre
os resultados e a exatiddo como a porcentagem de recuperacio do analito.

Destaca-se que a avaliacdo da precisdao e exatiddo no limite de quantificacdo foi
realizada objetivando verificar se o valor estimado para esse parametro utilizando o método da
relacdo sinal/ruido apresenta reprodutibilidade e recuperacao aceitdveis, conforme objetivo do
método analitico desenvolvido. Além disso, ressalta-se que a precisdo e exatiddo na faixa de
trabalho destinada a quantificacdo dos produtos de degradacdo foi realizada considerando a
equivaléncia de resposta entre as possiveis impurezas desconhecidas da nitrobenzoilcumarina
e o ativo, conforme preconizado pela resolugdo ANVISA RDC 166/2017 e guia ICH Q3A (R2).

Foram preparadas soluc¢des independentes da nitrobenzoilcumarina para cada um dos
niveis de concentracdo avaliados. As solu¢des foram injetadas no cromatografo e quantificadas
contra uma curva de calibracdo preparada a cada dia de andlise e nas respectivas faixas de

trabalho. Os resultados estdo expressos nas Tabelas 7 e 8.
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Tabela 8 - Resultados dos parametros de precisdo e exatidao para a faixa do método destinada
a quantificacao dos produtos de degradacao.

Niveis Precisao Intra-dia Precisao Inter-dia Recuperacao

CV (%) CV (%) (%)
LQ (0,15 pg.mL™) 0,5 1,0 105,9 +1,13
15 ug.mL! 0,2 0,3 100,3 0,35
62,5 pg.mL’! 0,8 0,6 100,2 + 0,66
125 pg.mL™! 0,6 0,6 100,1 + 0,65

Fonte: Do autor.

Notas: Precisdo intra-dia: n = 3/nivel;
Precisao inter-dia: n = 6/nivel;
Resultados da recuperag@o: média (%) + intervalo de confianga (o = 0,05 e n = 6).

Tabela 9 - Resultados dos parametros de precisdo e exatidao para a faixa do método destinada
a quantificacao da nitrobenzoilcumarina.

Niveis Precisao Intra-dia Precisao Inter-dia Recuperacio
CV (%) CV (%) (%)
400 pg.mL! 0,3 0,8 99,8 +£0,79
500 pg.mL! 0,4 0,4 100,0 £ 0,46
600 pg.mL! 0,6 0,7 99,7 £ 0,68

Fonte: Do autor.

Notas: Precisdo intra-dia: n = 3/nivel;
Precisdo inter-dia: n = 6/nivel;
Resultados da recuperacao: média (%) + intervalo de confianga (o = 0,05 e n = 6).

No intervalo destinado a quantificagdo dos produtos de degradagdo, foram observados
desvios ligeiramente maiores na precisdo e exatiddo para as amostras preparadas no limite de
quantificacdo do método. Tais resultados ja eram esperados, uma vez que foram preparadas
solucdes da nitrobenzoilcumarina ao nivel de tracos. Entretanto, os valores de precisdo e
recuperagdo para essa faixa de trabalho estdo dentro de limites considerados aceitdveis.
Conforme preconizado pela AOAC International, para analitos presentes na concentracdo do
LQ do método desenvolvido, equivalente a 0,03 % da concentracdo de trabalho (500 p g.mL'l),

podem ser utilizados como critérios de aceitacdo para os parametros de precisdo e exatiddo,
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valores de CV de até 5,3 % e valores de recuperacdo entre 90 e 107 %, respectivamente
(Association of Official Agricultural Chemists, 2016).

Na faixa destinada a quantificacdo da nitrobenzoilcumarina, os resultados variaram
entre 98,7 % e 100,7 %. Os coeficientes de variacao de cada nivel foram inferiores a 2 %, valor
considerado como aceitdvel para analitos em macro quantidades. Conforme preconizado pela
AOAC International, para essa faixa de concentracdo, o método analitico pode apresentar
variagdes de até 1,3 % para o ensaio de precisdo e recuperacao entre 98 e 102 % (AOAC, 2016).

Sendo assim, em funcdo dos resultados obtidos, foi observado que o método
desenvolvido apresentou precisdo e exatidao adequadas para os fins desejados em cada uma das

faixas de trabalho avaliadas.

5.5.8 Intervalo

O intervalo corresponde aos valores de maior e menor concentragdo da substincia em
exame que atenda aos requisitos de precisdo, exatiddo e linearidade do método analitico
(ANVISA, 2017a; ICH, 2023b). Sendo assim, apds avaliacido desses parametros, definiu-se a
faixa de concentragio entre 400 pg.mL! e 600 ug.mL! como o intervalo para quantificacio da
nitrobenzoilcumarina pelo método cromatogrifico desenvolvido. Ja para a quantificacdo dos

seus produtos de degradacio, foi definido o intervalo de 0,15 ug.mL"! a 125 pg.mL.

5.5.9 Robustez

A robustez do método cromatogréfico foi avaliada através do teste proposto por Youden
e Steiner (AOAC, 1975). Este teste consiste na analise multivariada de sete varidveis que podem
impactar no resultado analitico (Gehring et al., 2011). As varidveis selecionadas foram
distribuidas aleatoriamente na matriz de combinacdes proposta para o teste. As condicdes
normais das varidveis foram denotadas pelo sinal (+) e seus valores alternativos pelo sinal (-).
Foram utilizadas duas matrizes de combinacdes para cada faixa de linearidade do método
analitico, totalizando um conjunto de dezesseis experimentos por faixa. Foi avaliada a
influéncia das alteracdes na quantificagdo da nitrobenzoilcumarina e de seus produtos de
degradacdo, sendo utilizada no ensaio uma solu¢cdo amostra estocada por longo periodo, a qual
apresentou degradacdo significativa da nitrobenzoilcumarina e formagdo de um produto de
degradacdo com tempo de retenc¢do relativo (TRR) de 1,27 em relag@o do derivado cumarinico,

o qual posteriormente foi identificado como um subproduto oriundo da metandlise da cumarina.
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A nitrobenzoilcumarina e seu PD foram quantificados utilizando curvas de calibracdo
preparadas no dia da andlise e nas respectivas faixas de trabalho do método analitico.

Os resultados das combinagdes foram codificados por letras maidsculas, conforme
apresentado nas Tabelas 9 a 10. A partir desses resultados, o efeito de cada varidvel foi estimado
pela diferenca entre a média dos resultados das 4 andlises em que a varidvel operou segundo as
condicdes nominais do método (sinalizadas por +) e a média dos resultados das 4 andlises em
que operou segundo as condi¢des alternativas (sinalizadas pelo sinal -). Varidveis com efeito
estimado superior a s\2 seriam consideradas criticas a0 método analitico, onde s representa o
desvio padrio entre os resultados dos experimentos de cada matriz (Panda; Bera; Pradhan,

2019).

Tabela 10 - Matriz 01 para as varidveis, condigdes e combinagdes experimentais avaliadas na
robustez do método para quantificacdo da nitrobenzoilcumarina.

(continua)
Condicao experimental
. Condicoes Condicoes
Variavel e .
Nominais alternativas
1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura da
coluna (°C) 35 37 + + + + - - - -
Fluxo (mL/min) 2,0 2,1 + + - - + + - -
Lote da coluna 14319 13232 + - + - + - + -
Comprimento de 759 260 4 + i ) i ) + 4
onda (nm)
Lote metanol 11069907 11058707 + - + - - + - +
Conteudo de
metanol na FM 67 69 + - - + + - - +
(%)
Temperatura da 15 17 4 ) i + i + + )

amostra (°C)

Codifica¢do dos Resultados A B C D E F G H
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Tabela 11 - Matriz 01 para as varidveis, condi¢des e combinagdes experimentais avaliadas na
robustez do método para quantificacdo da nitrobenzoilcumarina.

(conclusio)
Condicao experimental
. Condicoes Condicoes
Variavel . .
Nominais alternativas
1 2 3 4 5 6 7 8
Resultados (%) 91 93 93 94 92 91 95 93
Temperatura da
coluna (°C) 35 33 + + + + - - - -
Fluxo (mL/min) 2,0 1,9 + + - - + + - -
Temperatura da
amostra (°C) 15 13 + - + - + - + -
Comprimento de 759 758 N + i ) i ) + N
onda (nm)
Fornecedor de Merck Dinamica + - + - - + - +
metanol
Contetido de
metanol (%) 67 65 + - - + + - - +
Membrana PVDF PTFE 0,45 + ) i + i + + )
filtrante 0,45 um um
Codificacao dos Resultados A I J L M N O P
Resultados (%) 91 9 94 91 88 88 91 &9

Fonte: AOAC, 1975; Gehring et al., 2011; Ribani, 2004.
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Tabela 12 - Matriz 02 para as varidveis, condi¢des e combinacdes experimentais avaliadas na
robustez do método para quantificacio do produto de degradacdo presente na
amostra analisada.

(continua)
Condicao experimental
‘s Condicoes Condicoes
Variavel . .
Nominais alternativas
1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura da
coluna (°C) 35 37 + + + + - - - -
Fluxo (mL/min) 2,0 2,1 + + - - + + - -
Lote da coluna 14319 13232 + - + - + - + -
Comprimento de 759 260 4 + i i i i N +
onda (nm)
Lote metanol 11058707 11044207 + - + - - + - +
Contetdo de
metanol na FM 67 69 + - - + + - - +
(%)
Temperatura da
amostra (°C) 15 17 + - - + - + + -
Codificacao dos Resultados A B C D E F G H
Resultados (%) 58 58 59 61 53 59 58 58
Temperatura da
coluna (°C) 35 33 + + + + - - - -
Fluxo (mL/min) 2,0 1,9 + + - - + + - -
Temperatura da
amostra (°C) 15 13 + - + - + - + -
Comprimento de 759 758 + + i i i i + N
onda (nm)
Fornecedor de Merck Dinamica + - + - - + - +

metanol
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Tabela 13 - Matriz 02 para as varidveis, condi¢des e combinacdes experimentais avaliadas na
robustez do método para quantificacio do produto de degradacdo presente na

amostra analisada.

(conclusio)
Condicao experimental
Varidvel Cond.lgo.es Condlgf)es
Nominais alternativas
1 2 3 4 5 6 7 8
Contetido de
metanol (%) 67 65 + - - + + - - +
Membrana filtrante PVDF 0,45 PTFE 0,45 + - - + - + + -
um um

Codificacio dos Resultados A I J L M N O P

Resultados (%) 58 56 55 55 53 53 55 55

Fonte: AOAC, 1975; Gehring et al., 2011; Ribani, 2004.

Os resultados das andlises presentes nas matrizes de experimentos foram utilizados para

calcular o efeito de cada varidvel na quantificagdo da nitrobenzoilcumarina e de seu produto de

degradacdo presente na amostra analisada, conforme mostrado nas Figuras 34 e 35.

Figura 34 - Efeitos das varidveis avaliadas na robustez do método analitico
destinado a quantificacdo da nitrobenzoilcumarina.
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Figura 35 - Efeitos das varidveis avaliadas na robustez do método analitico

destinado a quantificacio dos produtos de degradacdo da
nitrobenzoilcumarina.
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Fonte: Do autor.

Nas Figuras 34 e 35, sdo representados os efeitos de cada varidvel avaliada na robustez
do método analitico, em cada uma das faixas de trabalho, através de barras, com os valores
descritos acima das barras correspondentes. Além disso, a linha vermelha tracejada representa
o limite proposto para o teste, correspondendo aos valores de 2,94 e 0,35 para as faixas de
trabalho destinadas a quantificacdo da nitrobenzoilcumarina e de seus PDs, respectivamente.

Evidencia-se pelas barras horizontais que as influéncias das varidveis nos resultados das
andlises em cada matriz de experimentos foram relativamente pequenas, ndo ultrapassando o
limite proposto para o ensaio de s\2, indicado pela linha tracejada vermelha. Tais resultados
demonstram que o método cromatogréfico desenvolvido € robusto para cada alteracdo testada,

tanto para quantificacdo da nitrobenzoilcumarina, quanto de seus produtos de degradacao.

5.6 ESTABILIDADE INTRINSECA DA NITROBENZOILCUMARINA

A estabilidade intrinseca da nitrobenzoilcumarina foi avaliada através de estudos de
degradacdo for¢cada, conforme as condi¢cdes descritas na Tabela 1. A molécula demonstrou ser
estdvel as condi¢des avaliadas de calor, umidade, luz e hidrélise 4cida. Entretanto, foi verificada
a formacdo de produtos de degradacao quando a nitrobenzoilcumarina foi exposta a hidroélise
bésica, solu¢do de fons metdlicos e condi¢des oxidativas. Os cromatogramas obtidos para essas

trés ultimas condi¢des de estresse sdo apresentados, respectivamente, nas Figuras 36, 37 e 38.
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Figura 36 - Cromatograma do perfil de degradagao da nitrobenzoilcumarina quando exposta a
solucdo de NaOH 0,1 M por 30 minutos. Fase mével: dgua ultrapurificada e metanol
33:67 (v/v), coluna C18, fluxo de 2,0 mL.min ' e deteccdo em 259 nm.
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Legenda: Tempo de retencdo da cumarina: 6,105 minutos. Tempo de reteng¢do do produto de degradagdo: 7,740
minutos. Tempo de retengdo relativo (TRR) — do inglés: relative retention time (RRT) — do produto de
degradacdo: 1,268.

Figura 37 - Cromatograma do perfil de degrada¢@o da nitrobenzoilcumarina quando exposta a
solucdo de CuSO4 0,05 M por 6 dias. Fase mével: dgua ultrapurificada e metanol
33:67 (v/v), coluna C18, fluxo de 2,0 mL.min"' e detec¢dao em 259 nm.
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Legenda: Tempo de retencdo da cumarina: 6,749 minutos. Tempo de retencdo do produto de degradagdo: 8,635
minutos. Tempo de reten¢ao relativo do produto de degradacdo: 1,279.
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Figura 38 - Cromatograma do perfil de degradagdo da nitrobenzoilcumarina quando exposta a
solu¢do de H202 1 % por 10 horas. Fase movel: dgua ultrapurificada e metanol
33:67 (v/v), coluna C18, fluxo de 2,0 mL.min"' e detec¢do em 259 nm.
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Legenda: Tempo de retengdo da cumarina: 6,759 minutos. Tempo de retencdo dos produtos de degradacdo: 0,945
minuto, 2,533 minutos e 3,593 minutos. Tempo de retengdo relativo dos produtos de degradacéo: 0,140;
0,375 e 0,532.

A nitrobenzoilcumarina apresentou degradacdo de 34,7 % quando exposta a solucio de
NaOH 0,1M por um periodo de 30 minutos. Nesta condi¢ao, foi verificada a formacao de um
produto de degradagcdo com tempo de retenc¢do relativo de 1,27 em relag@o ao pico da cumarina.
Em solugdo de ions metélicos (CuSO4 0,05M), foi verificada degradagdo de 12,5 % apds um
periodo de 6 dias de estresse e o aparecimento de um PD com tempo de retengao relativo de
1,28. Em estresse oxidativo, a nitrobenzoilcumarina demostrou ser altamente instavel quando
exposta a solucdo de H2O2 3 % v/v, mesmo que por curto periodo de tempo. Sendo assim, a
molécula foi exposta ao agente degradante em menor concentragdo. Foi utilizada soluc¢do de
H202 1 % v/v. Deste modo, foi obtida degradacdo de 14,3 % apds 10 horas de estresse e foi
verificada a formacao de trés produtos de degradacdao com tempos de retencao relativos de 0,14;
0,38 e 0,53. Os resultados obtidos nos estudos de degradacdo forcada sdo apresentados na

Tabela 11.
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Tabela 14 - Resultados obtidos nos estudos de degradagdo for¢ada para a nitrobenzoilcumarina.

Teor Degra Balanco
Agente Condicao | Tempo de . g PDs de
~ Status | Cumarina | dacdo
degradante | de estresse |degradacao (%) massa
(%) (%)
(%)
Amostra - . . 100.5 . . .
controle
Calor 60°C 10 dias Estavel 100,1 - -— 99.6
75% de
Umidade umidade 10 dias Estavel 101,3 - -— 100,8
relativa
Hidrolise o0 1M 10dias Estavel 98,0 97.5
acida
Hidrolise o050 j0dias  Estavel 1011 100,6
acida
Hidrolise  poyyzv j0dias Estdvel 980 - o 97,5
acida
Ultravioleta
Luz e 10 dias Estavel 100,1 -— -— 99.6
fluorescente
Hidrolise . .
J NaOH 0,1M 30 minutos Sensivel 65,8 34,5 27,4 92,7
basica
Solucdo de
ions CuS0, 6 dias Sensivel 88,0 12,4 5,3 92,8
o 0,05M
metalicos
Solugdo  H2021% 15y o Sensivel 862 142 83 94,0
oxidativa (v/v)

Fonte: Do autor.
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As porcentagens de degradacdo da nitrobenzoilcumarina foram calculadas comparando-
se os resultados das solucdes submetidas ao estudo de estresse com uma solucdo referéncia
preparada conforme descrito no item 4.5, a qual foi denominada de amostra controle. Os

calculos foram realizados utilizando a formula abaixo.

Degradagdo (%) = (Teor da amostra controle — Teor da amostra estressada) x 100 (6)

Teor da amostra controle

A nitrobenzoilcumarina e seus produtos de degradag¢do foram quantificados utilizando
curvas de calibragcdo distintas, preparadas para cada uma das faixas de trabalho do método
analitico. Além disso, os PDs foram quantificados frente a resposta da nitrobenzoilcumarina,
assumindo a equivaléncia de resposta no detector ultravioleta, conforme preconizado pela
resolucdo ANVISA RDC 166/2017 e guia ICH Q3A (R2) para quantificacdo de impurezas
desconhecidas (ANVISA, 2017a; ICH, 2023b).

Foi calculado o balan¢co de massas das solucdes submetidas ao estudo de estresse
utilizando como referéncia a solu¢do amostra controle sem exposicdo a nenhum agente
degradante. O balanco de massas € um conceito baseado na lei de conservacdo das massas,
sendo uma ferramenta ttil para avaliar se a metodologia empregada evidencia a capacidade de
mensurar a formacao de produtos de degradacio e o quao préximo esse quantitativo se relaciona
a reducdo de teor do ativo. Valores proximos a 100 % indicam que o método pode ser
considerado como indicativo de estabilidade da molécula analisada, ou seja, apresenta
capacidade para quantificar os possiveis PDs formados a partir de um analito. Os cdlculos foram

realizados utilizando a férmula abaixo.

Balan¢o de massas = (Teor amostra estressada + PDs amostra estressada) x 100 @)

(Teor amostra controle)

Todos os valores foram superiores a 90 %, demostrando que a degradagdo da
nitrobenzoilcumarina € proporcional a formagao dos produtos de degradacdo e que o método
poderd ser utilizado como indicativo de estabilidade da molécula. Destaca-se que as
divergéncias em relacdo ao valor tedrico (100 %) podem ser atribuidas a diferenca de
absortividade no ultravioleta entre produtos de degradagdo e a nitrobenzoilcumarina.

Todas as solugdes preparadas na avaliagdo da estabilidade intrinseca da

nitrobenzoilcumarina foram analisadas empregando o método cromatogréifico desenvolvido e
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utilizando detector de arranjo de diodos, objetivando avaliar a pureza dos picos de interesse.
Nao foram verificadas evidéncias de co-elui¢do de picos em nenhuma das solucdes analisadas,
comprovando a seletividade do método. A Tabela 12 apresenta os valores do parimetro
cromatografico de resolugdo, calculado conforme preconizado pela farmacopeia americana
(United States Pharmacopeia — USP) entre os picos da nitrobenzoilcumarina e seus produtos

de degradacao.

Tabela 15 - Parametros de resolugdo calculados entre os picos da nitrobenzoilcumarina e seus
produtos de degradacao.

Condicao de estresse TRR (;1 0;2;32;505 de Resolucao (USP)
NaOH 0,1M TRR 1,27 5,2
CuSO4 0,05M TRR 1,28 5,5
TRR 0,14 32,0
H>02 1% (v/v) TRR 0,38 25,1
TRR 0,53 18,3

Fonte: Do autor.

Os produtos de degradagdo eluiram em tempos diferentes ao da nitrobenzoilcumarina.
Além disso, a resolucdo entre todos os picos foi satisfatéria, com valores superiores a 2,0,
indicando uma completa separac¢do entre os compostos e corroborando a seletividade do método

cromatografico desenvolvido (Collins; Braga; Bonato, 2014).

5.7 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS PRODUTOS DE DEGRADACAO

Amostras da nitrobenzoilcumarina submetidas as condi¢des de degradacao por hidrdlise
basica, solu¢do de fons metdlicos e solucdo oxidativa foram analisadas por espectrometria de
massas de baixa resolu¢do a fim de determinar as relagdes massa/carga dos picos de interesse.
As andlises foram realizadas empregando um cromatégrafo UPLC Acquity, modelo HClas
(Waters, USA) acoplado a um detector de arranjo de diodos e a um analisador de massas Acquity

QDa. As condig¢des cromatogréficas utilizadas foram descritas no item 4.4.3.



117

O método empregou a técnica de cromatografia liquida de ultra efici€ncia. Tal método
corresponde a uma adaptacdo daquele incialmente desenvolvido e validado pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A mudanca no método foi necessdria devido as
caracteristicas do equipamento empregado na andlise e otimiza¢do das condicdes de ionizacao
dos analitos. Entretanto, as alteracdes realizadas ndo impactaram no perfil cromatografico das
solucdes analisadas.

A utilizacdo da técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
de baixa resolucdo foi utilizada como uma triagem inicial para se conhecer as relacdes
massa/carga dos produtos de degradacdo obtidos nos estudos de degradagdo forcada e permitir
a proposicdo de suas estruturas. Posteriormente, as amostras da nitrobenzoilcumarina
submetidas a hidrdlise bésica, solu¢do de fons metélicos e solucdo oxidativa foram analisadas
por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um espectrometro de massas de alta
resolucdo, modelo Q-TOF MS, disponivel no laboratério de produtos naturais do departamento
de quimica da Universidade Federal de Sao Carlos. As anélises foram realizadas segundo as
condicdes descritas no item 4.4.4, sendo utilizadas para comprovar as estruturas dos produtos
de degradacdo inicialmente propostos a partir dos estudos empregando a técnica de

espectrometria de massas de baixa resolucgao.

5.7.1 Elucidacao estrutural do produto de degradacao obtido a partir da hidrélise basica

da nitrobenzoilcumarina empregando metanol como co-solvente

O espectro de massas de baixa resolu¢do do produto de degradacao obtido a partir da
hidrdlise basica da nitrobenzoilcumarina, que foi verificado com tempo de retencao relativo de
1,27 em relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina, € apresentado na Figura 39 e sua ampliacao

na Figura 40.
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Figura 39 - Espectro de massas de baixa resolucdo obtido a partir do PD com TRR de 1,27 em
relac@o ao pico da nitrobenzoilcumarina na condicao de hidrélise basica utilizando
metanol como co-solvente. ESI (4), gas de dessolvatacdo nitrogénio 90 psi,
temperatura da linha de dessolvatagdo 600 °C, temperatura da fonte 120 °C e tensdo
no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.

Figura 40 - Ampliacdo do espectro de massas de baixa resolug@o obtido a partir do PD com
TRR de 1,27 em relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na condi¢ao de hidrélise
basica utilizando metanol como co-solvente. ESI (+), gis de dessolvatacdo
nitrogénio 90 psi, temperatura da linha de dessolvatacdo 600 °C, temperatura da
fonte 120 °C e tensdo no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.
Na Figura 39 evidenciam-se os fons de m/z 382,14 e 422,15. As relagdes massa/carga

encontradas sdo condizentes com o produto de degradacao da nitrobenzoilcumarina resultante

da metanodlise do grupo lactona presente na molécula. O ion 382,14 € resultante da perda de
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uma molécula de dgua durante a ioniza¢do do PD. Ja o ion 422,15 corresponde ao aduto de
s6dio do produto de degradacdo. Na Figura 40, correspondente a ampliacdo do espectro de
massas do produto de degradacdo com tempo de retencdo relativo de 1,27, € evidenciada a
presenca do ion de m/z 400,12, o qual € condizente com ion molecular do PD formado devido
a metandlise da nitrobenzoilcumarina.

Com base nos resultados obtidos, a estrutura do produto de degradacdo resultante da
metandlise na nitrobenzoilcumarina na condic¢io de hidrdlise basica € apresentada na Figura 41

e 0 mecanismo proposto para sua formacdo € ilustrado na Figura 42, corroborando as

atribui¢des realizadas.

Figura 41 - Estrutura quimica proposta para o produto
de degradacdo da nitrobenzoilcumarina
formado pela metandlise do grupo lactona
na condicdo de hidrélise basica. Férmula
molecular: C21H21NO7. Massa molecular:
399, 4 g.mol'l.

|
O_ 0 NO-
AL
OH 0

Fonte: Do autor.
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Figura 42 - Reacdo de metandlise da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-
propil-2H-croman-2-ona exposta a solucdo de NaOH 0,1M, utilizando metanol
como co-solvente.

CHsOH + NaOH —~———— GCH:ONa+ + H.0
““-o A \“O
o. 2o NO2 L L, e NO2
A CHa O Na -+ _9/
= e
o O
MeO @) NO2
A I T
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Fonte: Do autor.

Objetivando comprovar a atribui¢c@o realizada para o produto de degradacao resultante
da hidrélise basica da nitrobenzoilcumarina, foi obtido o espectro de massas de alta resolucdo

do pico de interesse, o qual é presentado na Figura 43.

Figura 43 - Espectro de massas de alta resolu¢do obtido a partir do PD com TRR de 1,27 em
relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na condi¢ao de hidrélise basica utilizando
metanol como co-solvente. ESI (+), gas de dessolvatacdo nitrogénio 320 °C, fluxo
de 12 L.min"!, nebulizador 35 psi, voltagem no capilar 3200 V, tensdo no cone 700
V e taxa de aquisicdo de 3 espectros.s™'.
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Fonte: Do autor.
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Na figura acima, sdo observados os fons de relagdo massa/carga 382,1296 e 422,1221,
0s quais apresentam exatidao de massa (erro) de 1,5702 ppm e 1,1845 ppm, respectivamente,
em relacdo as estruturas do fragmento de perda de dgua e do aduto de s6dio do PD proposto.
Conforme preconizado pela FDA para identificacdo de substancias quimicas pela técnica de
espectrometria de massas, para experimentos que envolvam a quebra da molécula (MS/MS) sao
aceitos erros de até 10 ppm. J4 na identificacdo de substincias integras (MS!), a exatiddo de
massa pode variar até o limite de 5 ppm (FDA, 2015). Sendo assim, os ions observados
corroboram as atribuicdes realizadas, estando em conformidade com as estruturas propostas.

Em funcdo dos resultados obtidos por espectrometria de massas, evidenciou-se que o
composto formado durante o estudo de degradacdo forcada da nitrobenzoilcumarina na
condi¢do de hidrélise bdsica equivale a um pseudo produto de degradagdo, oriundo da
metanodlise do grupo lactona presente na estrutura do derivado cumarinico. Tal fato deve-se a
utiliza¢do do metanol como co-solvente durante o preparo da amostra.

De modo a comprovar a interferéncia do diluente na formac¢do do pseudo produto de
degradacdo da nitrobenzoilcumarina observado na degradacdo em meio alcalino, foi preparada
uma nova solucao amostra. Entretanto, foi utilizado metanol deuterado como co-solvente. O

espectro obtido e sua ampliagdo s@o mostrados nas Figuras 44 e 45, respectivamente.

Figura 44 - Espectro de massas de baixa resolucio obtido a partir do PD com TRR de 1,27 em
relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na condi¢ao de hidrdlise bdsica utilizando
metanol deuterado como co-solvente. ESI (+), gds de dessolvatacdo nitrogénio 90
psi, temperatura da fonte 120 °C, tensdo no capilar 0,8 kV e tensdo no cone 10 V.

385.17

Se+06 42516

4e+06

3e+06

Intensity

2e+06

1e+06+

|

0e+00 ! 1 n
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100.00 120.00 140.00 160.00 180.00 200.00 220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00 400.00 420.00 440.00 460.00 480.00 S00.00 520.00 S$40.00 $60.00 $80.00 600.0
mwz

Fonte: Do autor.
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Figura 45 - Ampliacdo do espectro de massas de baixa resolug¢@o obtido a partir do PD com
TRR de 1,27 em relagdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na condi¢do de hidrélise
basica empregando metanol deuterado como co-solvente. ESI (+), gds de
dessolvatacao nitrogénio 90 psi, temperatura da linha de dessolvatacdo 600 °C,
temperatura da fonte 120 °C, tensdo no capilar 0,8 kV e tensdo no cone 10 V.

200000.04
180000.04
160000.0

721 427.24

140000.0

120000.04

368.15

Intensity

100000.0+

80000.04 391 11

60000.0
403.18 43.07
40000.04

200000 369.20 [+28.29 44.06

00 | I [ T | , I

T t T T T T t T T T
360.00 370.00 380.00 390.00 400.00 410.00 420.00 430.00 440.00 450.00 460.00
mz

Fonte: Do autor.

Na Figura 44 sdo observados os ions de m/z 385,17 e 425,16. Ja na Figura 45 destaca-
se o fon de m/z 403,18. Estes resultados evidenciam um aumento de 3 unidades na relagdo
massa/carga dos ions anteriormente discutidos devido a substituicdo dos d&tomos de hidrogénio
da metoxila por atomos de deutério, comprovando a ocorréncia da metandlise na formacgao do
PD observado.

Uma vez que a nitrobenzoilcumarina demonstrou ser susceptivel a degradacdo na
presenca de metanol, torna-se relevante destacar que o emprego desse solvente deve ser evitado
em possiveis rotas sintéticas envolvendo a molécula, caso no futuro a substincia venha a ser
produzida utilizando uma rota alternativa. Além disso, em caso de processos de fabricacdo de
formas sélidas que envolvam a etapa de granulacdo umida, deve-se evitar a utilizacdo de
solventes polares nucleofilicos, tais como, etanol e isopropanol, os quais podem reagir com o
grupo lactona presente na estrutura da nitrobenzoilcumarina, de forma semelhante ao ocorrido

com o metanol.

5.7.2 Elucidacao estrutural do produto de degradacao obtido a partir da hidrélise basica

da nitrobenzoilcumarina empregando acetonitrila como co-solvente

Objetivando eliminar o efeito do metanol na degradacdo da nitrobenzoilcumarina e

avaliar a susceptibilidade da molécula a hidrélise bésica, foi preparada uma nova amostra do
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analito. Entretanto, foi utilizada acetonitrila como co-solvente, substituindo o metanol no
preparo da amostra. Na Figura 46 é apresentado o cromatograma da solu¢do amostra da

nitrobenzoilcumarina exposta a hidrélise bésica utilizando acetonitrila como co-solvente.

Figura 46 - Cromatograma do perfil de degradacio da nitrobenzoilcumarina quando exposta a
solug¢@o de NaOH 0,1 M utilizando acetonitrila como co-solvente. Fase mével dcido
trifluoroacético 0,1% em agua ultrapurificada e metanol 33:67 (v/v), coluna C18,
fluxo de 0,3 mL.min"' e detec¢do em 259 nm.
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Fonte: Do autor.

Conforme apresentado na figura acima, foi verificada a formacdo de um produto de
degradacdo com tempo de retencdo relativo de 0,684 em relagdio ao pico da
nitrobenzoilcumarina, quando a substancia foi exposta a hidrélise basica sem utilizacdo do
metanol como co-solvente. Tal fato indica a suscetibilidade da nitrobenzoilcumarina a essa
condicdo estresse. Destaca-se que o PD formado ndo interferiu no tempo de retencdo da
nitrobenzoilcumarina e dos outros produtos de degradacdo, ndo impactando na seletividade do
método j4 validado. O espectro de massas de baixa resoluc¢do obtido para o PD com TRR de

0,684 € apresentado na Figura 47.
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Figura 47 - Espectro de massas de baixa resolugdo obtido a partir do PD com TRR de 0,684 em

relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na condicdo de hidrdlise basica utilizando
acetonitrila como co-solvente. ESI (4), gds de dessolvatagdo nitrogénio 90 psi,
temperatura da linha de dessolvatacao 600 °C, temperatura da fonte 120 °C, tensdo
no capilar 0,8 kV e tensio no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.

No espectro de massas de baixa resolucdo obtido para o novo PD formado sdo

verificados os fons de m/z 368,12, 390,12 e 408,15, os quais sdo condizentes com a estrutura

proposta para o produto de degradacdo oriundo da hidrélise do grupo lactona presente na

nitrobenzoilcumarina. O fon com m/z 368,12 corresponde a perda de uma molécula de dgua

durante a ioniza¢do do PD. O {fon de m/z 390,13 € equivalente ao aduto de sédio da molécula

desidratada. Ja o fon com m/z 408,16 € condizente com o aduto de sédio da estrutura proposta

para o produto de degrada¢dao (M+Na)™.

O espectro de massas ampliado do PD com TRR de 0,684 em relacdo ao pico da

nitrobenzoilcumarina € apresentado na Figura 48.
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Figura 48 - Ampliacdo do espectro de massas de baixa resolugdo obtido para o PD com TRR
de 0,684 em relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na condi¢do de hidrélise
basica empregando acetonitrila como co-solvente. ESI (+), gds de dessolvatacao
nitrogénio 90 psi, temperatura da linha de dessolvatacdo 600 °C, temperatura da
fonte 120 °C, tensao no capilar 0,8 kV e tensao no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.

Na ampliacao do espectro de massas do produto de degradagdo com tempo de retencao
relativo de 0,684, é evidenciada a presenca do ion de m/z 386,15, o qual é condizente com fon
molecular do PD formado devido a hidrélise da nitrobenzoilcumarina (M+H)*.

A estrutura do produto de degradacgdo resultante da hidrélise na nitrobenzoilcumarina é
apresentada na Figura 49 e o mecanismo proposto para sua formacao ¢ ilustrado na Figura 50,

corroborando as atribuicdes realizadas.

Figura 49 - Estrutura quimica proposta para o produto de
degradacdo da nitrobenzoilcumarina
formado pela hidrdlise do grupo lactona.
Féormula molecular: Cz0H19NO7. Massa
molecular: 385,4 g.mol ™.
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Fonte: Do autor.
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Figura 50 - Reacgdo de hidrdlise da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-
2H-croman-2-ona exposta a solu¢do de NaOH 0,1M.

o /—\ ~5
Q o MNO2 OH

L
o

O O

T

Fonte: Do autor.

A fim de comprovar a atribui¢do realizada para o produto de degradacdo resultante da
hidrélise bésica da nitrobenzoilcumarina, foi obtido o espectro de massas de alta resolu¢ao do

pico de interesse, o qual é presentado na Figura 51.

Figura 51 - Espectro de massas de alta resolu¢do obtido para o PD com TRR de 0,684 em
relacio ao pico da nitrobenzoilcumarina na condi¢do de hidrélise bdsica
empregando acetonitrila como co-solvente. ESI (+), gds de dessolvatagcdo
nitrogénio 320 °C, fluxo de 12 L.min"!, nebulizador 35 psi, voltagem no capilar
3200 V, tensdo no cone 700 V e taxa de aquisi¢iio de 3 espectros.s.
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Fonte: Do autor.
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No espectro de massas de alta resolu¢cdo obtido para o subproduto sdo observados os
fons de relacdo massa/carga 368,1139 e 390,0958. Tais sinais apresentam erros de 1,3583 ppm
e 1,0254 ppm, respectivamente, em relag@o as atribui¢des realizadas, confirmando a estrutura
do produto de degradagdo oriundo da hidrélise da nitrobenzoilcumarina quando acetonitrila é
utilizada como co-solvente.

Em funcdo dos resultados obtidos por espectrometria de massas, evidenciou-se que o
grupo lactona presente na estrutura da nitrobenzoilcumarina € susceptivel a hidrdlise em
condi¢des alcalinas, levando a formagdo do produto de degradacdo apresentado na Figura 49.
Destaca-se que a reacdo mostrada na Figura 50 ocorre durante a exposicdo da
nitrobenzoilcumarina ao agente degradante, ndo estando relacionada a ionizagdo no

espectrometro de massas, uma vez que foi utilizada fase mdvel acrescida de acido durante as

analises.

5.7.3 Elucidacao estrutural do produto de degradacio formado na exposicio da

nitrobenzoilcumarina a solucao de ions metalicos

Na amostra exposta a solu¢do de CuSO4 0,05 M durante os estudos de estresse, foi
observada a formagdo de um PD com tempo de retencdo relativo de 1,28 em relacdo ao pico da
nitrobenzoilcumarina. O espectro de massas de baixa resolucao obtido a partir desse produto de

degradacdo € mostrado na Figura 52. Ja a sua ampliacdo € apresentada na Figura 53.

Figura 52 - Espectro de massas de baixa resolu¢do obtido para o PD com TRR de 1,28 em
relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na amostra preparada com solucdo de
CuS040,05 M. ESI (+), gas de dessolvatacdo nitrogénio 90 psi, temperatura da linha
de dessolvatacao 600 °C, temperatura da fonte 120 °C, tens@o no capilar 0,8 kV e
tensdo no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.



128

Figura 53 - Espectro de massas ampliado obtido para o PD com TRR de 1,28 em relagdo ao
pico da nitrobenzoilcumarina na amostra preparada com solu¢ao de CuSOs 0,05
M. ESI (+), gés de dessolvatagdo nitrogénio 90 psi, temperatura da linha de
dessolvatacao 600 °C, temperatura da fonte 120 °C, tensdo no capilar 0,8 kV e
tensdo no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.

Na Figura 52 € observada a presenca dos fons de m/z 382,13 e 422,17. Ja na Figura 53,
destaca-se a presencga do fon de m/z 400,02. Evidenciou-se que os espectros de massas obtidos
para o produto de degradacdo da nitrobenzoilcumarina exposta a solucio de CuSO4 sdo
semelhantes aos verificados para o PD formado em condi¢des alcalinas utilizando metanol
como co-solvente, sugerindo a formacao do pseudo produto de degradacdao mostrado na Figura
41. Tal fato pode ser atribuido a complexa¢do do cobre com o grupo carbonila, promovendo
uma maior polarizacao da ligacao do oxigénio com o carbono carbonilico e, consequentemente,
favorecendo o ataque nucleofilico da metoxila (Min Li, 2012).

O espectro de massas de alta resoluc¢ao obtido para o PD é mostrado na Figura 54.
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Figura 54 - Espectro de massas de alta resolu¢do obtido para o PD com TRR de 1,28 em
relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na amostra preparada com solucdo de
CuSO4 0,05 M. ESI (+), gas de dessolvatacdo nitrogénio 320 °C, fluxo de 12
L.min"', nebulizador 35 psi, voltagem no capilar 3200 V, tensdo no cone 700 V e
taxa de aquisi¢do de 3 espectros.s™.
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Fonte: Do autor.

Na figura acima evidencia-se a formagdo dos ions de relagdao massa/carga 382,1290 e
422,1215, os quais apresentam, respectivamente, erros de massa de 0,1047 ppm e 0,2369 ppm
em relacdo as atribuicdes realizadas. Tais desvios estdo dentro da margem de erro preconizada
pela FDA para identificacdo de substancias quimicas utilizando a técnica de espectrometria de
massas, comprovando a estrutura proposta para o PD.

Diante da suscetibilidade de nitrobenzoilcumarina a reagdes de metandlise catalisadas
por ions metélicos, torna-se relevante o controle de metais, principalmente cétions bivalentes,
em excipientes a serem utilizados em possiveis formulagdes que envolvam o derivado
cumarinico. Além disso, uma vez que embalagens primdrias também podem ser fonte de fons
metdlicos, o controle desses elementos deve ser considerado na selecao de materiais adequados.
As mesmas precaugdes acima devem ser consideradas para prevencdo da hidrdlise da
nitrobenzoilcumarina, uma vez que esse tipo de reacao, a qual a molécula também € susceptivel,

pode ser catalisada por fons metélicos.
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5.7.4 Elucidacido estrutural dos produtos de degradaciao formados pela exposicio da

nitrobenzoilcumarina a condicoes oxidativas

Durante os estudos de estresse expondo a nitrobenzoilcumarina a solu¢do de perdxido
de hidrogénio 1 % (v/v) foi observada a formacao de trés produtos de degradagdo com tempos

de retencao relativos de 0,14; 0,38 e 0,53 em relacdo ao pico da cumarina.

5.7.4.1 Elucidacgdo estrutural do produto de degradacao com tempo de retengdo relativo de 0,14

em relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina

O espectro de massas de baixa resolu¢do do PD com tempo de retencao relativo de 0,14,
obtido quando a nitrobenzoilcumarina foi exposta a solucdo de H>O> 1 % (v/v), € apresentado

na Figura 55. Ja a sua ampliac@o é mostrada na Figura 56.

Figura 55 - Espectro de massas de baixa resolu¢cdo obtido para o PD com TRR de 0,14 em
relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na amostra preparada com solucao de
H>02 1 % (v/v). ESI (+), gés de dessolvatacdo nitrogénio 90 psi, temperatura da
fonte 120 °C, tensdo no capilar 0,8 kV e tensdo no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.
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Figura 56 - Ampliacio do espectro de massas de baixa resolu¢do obtido para o PD com TRR
de 0,14 em relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na amostra preparada com
solugdo de H»O2 1 % (v/v). ESI (+), gas de dessolvata¢do nitrogénio 90 psi,
temperatura da linha de dessolvatagcao 600 °C, temperatura da fonte 120 °C, tensao
no capilar 0,8 kV e tens@o no cone 10 V.

p94 32

6000.04 D95 24 300.26

5000.0-
296.93298.80
316.11

5.
i 320.30
E

309.32

2000.04 an
0 28869 291.62 B01.33 312.90
288.06

0.0-— T T T T T— T T T T T
270.00 275.00 280.00 285.00 290.00 295.00 300.00 305.00 310.00 315.00 320.00
mwz

1000.0+

Fonte: Do autor.

Na Figura 55 € observado o ion de relacdo massa/carga 277,27. J4 na Figura 56, destaca-
se o fon de m/z 295,24. Tais sinais sdo condizentes com a estrutura mostrada na Figura 57, a
qual € proposta para o produto de degradacdo com tempo de retencdo relativo de 0,14 em
relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na amostra analisada. Ressalta-se que o ion de m/z
277,27 € resultante da perda de uma molécula de dgua durante a ionizagdo do PD. J4 o sinal

com m/z 295,24 corresponde ao fon molecular do produto de degradacdo [M+H]".

Figura 57 - Estrutura quimica proposta para o produto de
degradacdo com TRR de 0,14 em relagdo ao
pico da nitrobenzoilcumarina formado em
condi¢cdes oxidativas. Férmula molecular:
Ci15H1806. Massa molecular: 294,3 g.mol‘l.

Fonte: Do autor.
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A estrutura proposta para o produto de degradagao com TRR de 0,14, observado quando
da exposicdo da nitrobenzoilcumarina a condi¢des oxidativas, sugere que o mesmo seja
formado a partir da metandlise do grupo lactona e reagdo oxidativa do grupo cetona presente
na estrutura do derivado cumarinico.

Objetivando comprovar a interferéncia do metanol na formacdo do pseudo produto de
degradacdo apresentado na Figura 57, foram realizados ensaios utilizando metanol deuterado
no preparo da amostra. O espectro de massas de baixa resolucao obtido a partir do PD com TRR

de 0,14 € apresentado na Figura 58.

Figura 58 - Espectro de massas de baixa resolucao obtido para o PD com TRR de 0,14 em relagao
ao pico da nitrobenzoilcumarina na amostra preparada com solucdo de HoO2 1 % (v/v)
utilizando metanol deuterado. ESI (+), gas de dessolvatacdo nitrogénio 90 psi,
temperatura da linha de dessolvatacdao 600 °C, temperatura da fonte 120 °C, tensao
no capilar 0,8 kV e tens@o no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.

Na figura acima, o ion com m/z 280,27 evidencia o aumento de trés unidades na relacio
massa/carga do pico analisado. Tal fato deve-se a substituicdo dos hidrogénios presentes na
metoxila por d&tomos de deutério e comprovam a interferéncia do metanol na formacgao do
pseudo produto de degradacdo. O espectro de massas de alta resolugdo obtido para o PD ¢é

apresentado na Figura 59.
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Figura 59 - Espectro de massas de alta resolu¢@o obtido para o PD com TRR de 0,14 em relagéo
ao pico da nitrobenzoilcumarina na amostra preparada com solu¢do de H-O> 1 %
(v/v). ESI (+), gas de dessolvatacdo nitrogénio 320 °C, fluxo de 12 L.min’,
nebulizador 35 psi, voltagem no capilar 3200 V, tensdo no cone 700 V e taxa de

aquisicdo de 3 espectros.s™.
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Fonte: Do autor.

Evidencia-se na figura acima a presenca do ion de m/z 277, 1057, o qual apresenta erro
de massa de 8,3 ppm em relagdo a atribui¢do realizada. Conforme preconizado pela FDA para
identificacdo de substincias quimicas pela técnica de espectrometria de massas, para
experimentos que envolvam a quebra da molécula (MS/MS) sdo aceitos erros de até 10 ppm.
(FDA, 2015). Sendo assim, o ion observado corrobora a atribuicdo realizada, estando em
conformidade com a estrutura proposta. O mecanismo descrito para a formag¢do do PD ¢é

apresentado na Figura 60.

Figura 60 - Mecanismo proposto para forma¢do do produto de degradacdo com tempo de
retencdo relativo de 0,14 em relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina quando
exposta a condicdes oxidativas.
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Fonte: Do autor.
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Evidencia-se na figura acima a forma¢ao do PD com TRR de 0,14 a partir da oxidacdo
do grupo cetona presente no pseudo produto de degradacdo formado pela metandlise da
nitrobenzoilcumarina. O mecanismo apresentado € conhecido por oxidacdo de Baeyer—Villiger,
levando a formagdo nao radicalar de ésteres a partir de cetonas, quando da presencga de per6xido
de hidrogénio ou perdcidos como agentes oxidantes. Destaca-se que o éster formado, por sua
vez, sofre hidrélise, dando origem ao acido carboxilico correspondente (Min Li, 2012).

A reacdo inicia-se com a protonacdo do oxigénio do grupo cetona presente na estrutura
do PD oriundo da metandlise da nitrobenzoilcumarina, aumentando o carater eletrofilico do
carbono carbonilico. Posteriormente, ocorre o ataque nucleofilico do fon peréxido e formacao
de um intermedidrio. Em seguida, ocorre um rearranjo com o grupo nitrobenzeno migrando
para o oxigénio do fon perdxido e levando a formacao do éster, o qual sofre hidrélise, formando
o produto de degradagdo majoritario quando da exposi¢do da nitrobenzoilcumarina a condi¢des
oxidativas e a substancia 4-nitrofenol.

Objetivando comprovar 0 mecanismo reacional proposto para a formagdo do PD, foi
preparada uma solugdo de 4-nitrofenol na concentragio de 500 pg.mL!, a qual foi injetada no
cromatdgrafo de ultra eficiéncia segundo as condi¢des descritas no item 4.4.3. Entretanto, foi
utilizada a fonte de ionizagado por electrospray no modo negativo, uma vez que o grupo fenol
corresponde a um &cido fraco, facilitando assim a sua ionizagdo. O cromatograma obtido e o

espectro de massas do pico de interesse sdo apresentados nas Figuras 61 e 62, respectivamente.

Figura 61 - Cromatograma obtido para o 4-nitrofenol. Fase moével 4cido trifluoroacético 0,1%
em 4gua ultrapurificada e metanol 33:67 (v/v), coluna C18, fluxo de 0,3 mL.min"!
e deteccdo em 259 nm.
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Figura 62 - Espectro de massas de baixa resolug@o obtido para o 4-nitrofenol. ESI (-), gds de
dessolvatacdo nitrogénio 90 psi, temperatura da linha de dessolvatagdao 600 °C,
temperatura da fonte 120 °C, tensao no capilar 0,8 kV e tensdo no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.

Na Figura 61 € verificada a presenca do pico do 4-nitrofenol em aproximadamente 1,0
minuto. J4 a Figura 62 apresenta o fon de m/z 138,00, equivalente ao ion molecular do analito
[M-HT".

A amostra da nitrobenzoilcumarina exposta a solucdo de H,O2 1 % v/v foi injetada
segundo as mesmas condi¢des analiticas. Posteriormente foi pesquisada a presenca do ion de
relacdo massa/carga equivalente ao 4-nitrofenol. O espectro de fons extraidos obtido €

apresentado na Figura 63.

Figura 63 - Espectro de ions extraidos obtido para o 4-nitrofenol na amostra da
nitrobenzoilcumarina exposta a degradacdo oxidativa. ESI (-), gds de
dessolvatacao nitrogénio 90 psi, temperatura da linha de dessolvatacdo 600 °C,
temperatura da fonte 120 °C, tensdo no capilar 0,8 kV e tensdo no cone 10 V.
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Fonte: Do autor.
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A Figura 63, correspondente ao espectro de ions extraidos da solu¢do da
nitrobenzoilcumarina exposta a condi¢des oxidativas, demonstra a presenca de um ion com
relacdo massa/carga 137,93 no mesmo tempo de reten¢@o que o 4-nitrofenol. Tal fato comprova
que a nitrobenzoilcumarina sofre degradacao oxidativa conforme o mecanismo proposto por
Baeyer-Villiger, o qual € apresentado na Figura 60.

A presenca de um segundo pseudo produto de degradacdo formado devido a utilizacdo
do metanol no preparo da amostra ressalta a importancia de evitar esse solvente em possiveis
rotas sintéticas envolvendo a nitrobenzoilcumarina, caso no futuro a substincia venha a ser
produzida utilizando rotas alternativas. Dessa forma, pode-se evitar a degradagdo do derivado
cumarinico devido a presenga de residuos remanescentes de metanol no produto final, seja por

reagdo direta ou por vias oxidativas.

5.7.4.2 Elucidacao estrutural do produto de degradagdao com tempo de retencao relativo de 0,38

em relagcdo ao pico da nitrobenzoilcumarina

Para o produto de degradacdo com tempo de retencdo relativo de 0,38 em relacdo ao
pico da nitrobenzoilcumarina, quando exposta a condi¢des oxidativas, foi obtido o espectro de

massas de baixa resolucdo apresentado na Figura 64.

Figura 64 - Espectro de massas de baixa resolucdo obtido para o PD com TRR de 0,38 em
relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na amostra preparada com solu¢ao de H>O»
1% (v/v). ESI (+), gés de dessolvatagdo nitrogénio 90 psi, temperatura da linha de
dessolvatacdo 600 °C, temperatura da fonte 120 °C, tensdo no capilar 0,8 kV e
tensdo no cone 10 V.
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Na figura acima € evidenciado o ion de relacdo massa/carga 191,15, o qual € condizente
com a estrutura proposta para o PD mostrado na Figura 65. Ja o fon de m/z 213,14 corresponde
ao aduto de s6dio do fon molecular.

Destaca-se que nos experimentos utilizando a técnica de espectrometria de massas de
alta resolucdo, ndo foi verificada a presenca dos ions relacionados a estrutura proposta para o
PD. Tal fato pode ser atribuido ao tempo em que as amostras ficaram preparadas até a realizacao
dos experimentos, uma vez que estas foram executadas em parceria com o laboratério de
produtos naturais do departamento de quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos, podendo

ter ocasionado a degradacao do composto.

Figura 65 - Estrutura quimica proposta para o produto de
degradacdo com TRR de 0,38 em relagdo ao
pico da nitrobenzoilcumarina formado em
condi¢des oxidativas. Férmula molecular:
C12H140;. Massa molecular: 190,2 g.mol“.
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Fonte: Do autor.

5.7.4.3 Elucidacao estrutural do produto de degradagao com tempo de retencao relativo de 0,53

em relagcdo ao pico da nitrobenzoilcumarina

Para o produto de degradacdo com tempo de retencdo relativo de 0,53 em relagdo ao
pico da nitrobenzoilcumarina, quando exposta a condi¢cdes oxidativas, foi obtido o espectro de

massas de baixa resolucio apresentado na Figura 66.
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Figura 66 - Espectro de massas de baixa resolucdo obtido para o PD com TRR de 0,53 em
relacdo ao pico da nitrobenzoilcumarina na amostra preparada com solucdo de
H>02 1% (v/v). ESI (+), gas de dessolvatacdo nitrogénio 90 psi, temperatura da
linha de dessolvatacao 600 °C, temperatura da fonte 120 °C, tensdo no capilar 0,8
kV e tensdo no cone 10 V.

8000004 195.07
7000004
600000
5000004

217.00

400000

Intensity

3000004

200000

100000

| -

0 T T T T T Y T T T T T T T T T T T T T T T
100.00 120.00 140.00 160.00 180.00 200.00 220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00 400.00 420.00 440.00 460.00 480.00 S$00.00 S520.00 S540.00 560.00 580.00 600.0
mwz

Fonte: Do autor.

Conforme mostrado acima, foram verificados nos experimentos de massa de baixa
resolucdo a presencga dos fons de relacdo massa/carga 195,07 e 217,00, os quais sdo condizentes,
respectivamente, com o fon molecular [M+H]* e o aduto de sédio [M+Na]* da estrutura
proposta para o produto de degradacdo mostrado na Figura 67. Ja o espectro de massas de alta

resolucdo obtido para esse subproduto € apresentado na Figura 68.

Figura 67 - Estrutura quimica proposta para o produto
de degradacdo com TRR de 0,53 em relacdo
ao pico da nitrobenzoilcumarina formado
em condigdes oxidativas. Foérmula
molecular: Ci1H1403. Massa molecular:
194,2 g.mol'l.
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Fonte: Do autor.
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Figura 68 - Espectro de massas de alta resolu¢@o obtido para o PD com TRR de 0,53 em relagdo
ao pico da nitrobenzoilcumarina na amostra preparada com solucao de H>O> 1%
(v/v). ESI (+), gas de dessolvataciio nitrogénio 320 °C, fluxo de 12 L.min,
nebulizador 35 psi, voltagem no capilar 3200 V, tensdo no cone 700 V e taxa de

aquisigio de 3 espectros.s.
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Fonte: Do autor.

Nos experimentos de UHPLC-HRMS, foi evidenciada a presenca do ion de m/z
195,1028. Tal resultado é condizente com a estrutura proposta para o produto de degradagao,
sendo o erro calculado de 3,3828 ppm, o qual estd dentro da faixa de aceitacdo de 5 ppm
proposta pela FDA para identificacdo de substincias quimicas pela técnica de espectrometria
de massas, corroborando a atribuicdo realizada (FDA, 2015).

Os resultados obtidos sugerem que os produtos de degradacdo com tempos de retencao
relativos de 0,38 e 0,53 sejam formados a partir de reacdes subsequentes envolvendo o produto
de degradacao com TRR de 0,14, quando da exposi¢do da nitrobenzoilcumarina a condi¢des

oxidativas, conforme mostrado na Figura 69.

Figura 69 - Esquema proposto para formag¢ao dos produtos de degradacdo com TRR de 0,38 e
0,53 quando da exposi¢do da nitrobenzoilcumarina a condigdes oxidativas.
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Fonte: Do autor.
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No esquema proposto, o PD com tempo de retencao relativo de 0,14 é oxidado devido
a presenca de peréxido de hidrogénio no meio reacional, dando origem a um epdxido.
Posteriormente, ocorre um ataque nucleofilico intramolecular e subsequentes reagdes de
descarboxilacdo, hidrdlise e desidratacdo, levando aos produtos de degradacdo com tempos de
retenc¢do relativos de 0,38 e 0,53.

A Figura 70 resume todos os produtos de degradacdo da nitrobenzoilcumarina que

foram identificados durante os estudos de estresse e suas respectivas vias de formacao.

Figura 70 - Produtos de degradacdo da nitrobenzoilcumarina identificados durante os estudos
de degradacdo forcada.

Fonte: Do autor.

5.8 ESTUDOS DE ESTABILIDADE ACELERADA DA NITROBENZOILCUMARINA

A Figura 71 apresenta os resultados das andlises para as amostras da
nitrobenzoilcumarina analisadas no tempo zero e apds 3 e 6 meses de incubagdo nas condic¢des
de estabilidade acelerada preconizadas pela RDC ANVISA n° 318/2019.

Foram preparadas 3 amostras individuais da nitrobenzoilcumarina para cada tempo de
andlise, as quais foram injetadas em duplicata no cromatégrafo empregando o método descrito

no item 4.5. Foi utilizado um sistema HPLC Alliance, modelo 2695 (Waters, USA), acoplado
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com detector UV. Os resultados das andlises realizadas por HPLC durante o estudo de

estabilidade acelerada sdao apresentados resumidamente na Tabela 13.

Figura 71 - Cromatogramas das amostras do estudo de estabilidade acelerada no tempo O e
apos 3 e 6 meses de incubacdo a40°C £2°Ce 75 % £+ 5 % de umidade relativa.
Fase mdvel dgua ultrapurificada e metanol 33:67 (v/v), coluna C18, fluxo de 2,0

mL.min"! e detec¢do em 259 nm.

Minutes

Fonte: Do autor.
Nota: Resultados: Média (%) + coeficiente de variacdo entre as injecdes.

Legenda: (A) Amostra 1 — Sem incubacio - Teor: 99,0 + 0,71%;
(B) Amostra 2 — Sem incubag@o - Teor: 100,5 + 0,07%;
(C) Amostra 3 — Sem incubagdo - Teor: 100,7 £ 0,07%;
(D) Amostra 1 — 3 meses de incubagdo - Teor: 100,3 + 0,07%;
(E) Amostra 2 — 3 meses de incubacio - Teor: 100,5 = 0,07%;
(F) Amostra 3 — 3 meses de incubagdo - Teor: 99,9 £ 0,85%;
(G) Amostra 1 — 6 meses de incubagdo — Teor: 99,5 + 0,51%;
(H) Amostra 2 — 6 meses de incubagdo — Teor: 100,1 + 0,20%;
() Amostra 3 — 6 meses de incubacdo — Teor: 99,3 + 0,31%.

Tabela 16 - Resultados do estudo de estabilidade acelerada.

—
11.00 12.0

(continua)

Replicatas

Tempo de Incubacao
1 2 3

Média

IC

Inicial 99,0 100,5 100,7
3 meses 100,3 100,5 99,9

100,1
100,2

34
1,1
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Tabela 17 - Resultados do estudo de estabilidade acelerada.

(conclusio)
Replicatas
Tempo de Incubacio Média IC
1 2 3
6 meses 99,5 100,1 99,3 99,6 1,0

Fonte: Do autor.

Notas: Incubacdo: Temperatura 40 °C £ 2 °C e umidade relativa 75 % £ 5 %;
Resultados: %;
IC = Intervalo de confianca: n= 3, a = 0,05.

Conforme mostrado na Tabela 13, os intervalos de confianga calculados para as amostras
demonstram que ndo hé diferencas significativas entre os resultados obtidos no tempo inicial e
apos 3 e 6 meses de incubacdo (p<0,05). Nao foram detectadas reducdes significativas do teor
da nitrobenzoilcumarina nas amostras analisadas. Paralelamente, ndo foi verificada a formacao
de produtos de degradacao em nenhuma das amostras.

Os resultados obtidos indicam que a nitrobenzoilcumarina se manteve estdvel nas
condicdes de temperatura e umidade avaliadas. Os PDs observados durante os estudos de
degradacdo for¢ada nio foram evidenciados. Tal fato € justificado pelas condi¢des de estresse
mais drésticas empregadas nos ensaios de degradacgdo for¢ada, os quais objetivam obter o perfil
de degradacdo potencial da substancia analisada, o qual deve englobar o perfil de degradacdo
real da molécula de interesse.

Diante dos resultados dos estudos de estabilidade acelerada, evidencia-se o potencial da
nitrobenzoilcumarina como um futuro protétipo a farmaco, apresentando estabilidade
satisfatéria. Destaca-se que esses ensaios objetivam auxiliar na determinacdo do prazo de
validade de um insumo farmacéutico ativo e avaliar o efeito de curtas excursdes fora das
condicdes de conservacdo recomendadas. Entretanto, para estimar o prazo de validade real da
substancia, estudos de estabilidade de longa duragcdo devem ser realizados. Além disso, em caso
de futuras formulacdes envolvendo a nitrobenzoilcumarina, devem ser adotadas precaucdes que
minimizem as chances de degradacdo da molécula através da selecdo adequada dos solventes
utilizados na rota sintética e adogdo de critérios de qualidade rigidos para os excipientes e
materiais de embalagem, minimizando assim as chances dos PDs observados nos estudos de

estresse serem formados.
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5.9 ESTUDOS IN SILICO PARA PREDICAO DE MUTAGENICIDADE DOS PRODUTOS
DE DEGRADACAO DA NITROBENZOILCUMARINA

A identificacdo de impurezas e produtos de degradacdo com potencial genotéxico nas
etapas iniciais de desenvolvimento de um candidato a fairmaco constitui uma etapa relevante
para obtencao de medicamentos seguros e eficazes. Em funcdo do risco potencial associado a
presenca de impurezas genotéxicas em produtos farmacéuticos, as agéncias sanitdrias de
diversos paises elaboraram normas visando o controle dessas substincias. Os primeiros guias
foram redigidos pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) em 2006 e, posteriormente,
pela FDA em 2008. Em 2017, buscando a harmonizac¢do entre as normas relacionadas ao
assunto, a ICH publicou o guia ICH M7 (R1), intitulado “Assessment and control of DNA
reactive (mutagenic) impurities in pharmaceutical to limit potencial carcinogenic risk”, o qual
encontra-se em sua segunda revisdo. As trés agéncias citadas adotaram o conceito de limiar de
preocupacao toxicoldgica (TTC - Threshold of Toxicological Concern), o qual corresponde a
ingestdo aceitdvel de impurezas que teoricamente nao representa risco a saide humana para
estabelecer limites permitidos de exposicdo (FDA, 2008;.ICH, 2023a).

O guia ICH M7 (R2) divide as impurezas em 5 classes de acordo com seus potenciais
mutagénicos e carcinogénicos e sugere medidas de controle a serem adotadas para cada classe.
Na Tabela 14 resume-se as 5 classes de impurezas definidas pelo guia ICH M7 (R2) e as

propostas de controle para cada tipo (ICH, 2023a).

Tabela 18 - Classificacdo das impurezas com relacdo a mutagenicidade e medidas de controle
preconizadas pelo guia ICH M7 (R2).

(continua)

Classe Definicao Acao proposta para controle

Controle igual ou inferior ao
1 Carcinogénicos mutagénicos conhecidos limite aceitdvel especifico do
composto

Mutagénicos conhecidos, mas com potencial
carcinogénico desconhecido (mutagenicidade
bacteriana positiva e sem dados de
carcinogenicidade em roedores)

Controle igual ou inferior aos
limites aceitaveis
(TTC apropriado)



144

Tabela 19 - Classifica¢ao das impurezas com relagdo a mutagenicidade e medidas de controle
preconizadas pelo guia ICH M7 (R2).

(conclusao)

Classe Definicao Acao proposta para controle

Controle igual ou inferior aos
limites aceitaveis

3 Alerta estrutural ndo relacionado a estrutura (TTC apropriado) ou teste de
do IFA e sem dados de mutagenicidade mutagenicidade bacteriana;
Se ndo mutagénico = Classe 5
Se mutagénico = Classe 2
4 Alerta estrutural igual ao do IFA, testados e Tratar como impureza nao-
nao mutagénicos mutagénica

Nenhum alerta estrutural ou estrutura de
5 alerta com dados suficientes para demonstrar
falta de mutagenicidade ou carcinogenicidade

Tratar como impureza nao-
mutagénica

Fonte: Adaptado de ICH, 2023a.

Legenda: TTC = limiar de preocupagao toxicoldgica, do inglés, “Threshold of Toxicological Concern”.

Na tabela acima, a classe 1 engloba substancias quimicas com potencial carcinogénico
elevado, sendo aceitos valores de ingestao didria inferiores ao limite geral de 1,5 pg/dia. Dentre
essas substancias estdo as aflatoxinas, compostos N-nitrosos e alquil-azéxicos. Na classe 2 estdo
agentes mutagénicos reconhecidos por testes de mutagenicidade bacteriana, mas que nao
possuem dados de carcinogénese em roedores para comprovar a atividade genotoxica in vivo.
Tais substancias devem ser controladas através do TTC apropriado, sendo aceita uma ingestao
didria de até 1,5 pg/dia para a impureza. A classe 3 engloba substancias com alerta estrutural
relevante e distinto ao da substancia medicamentosa de origem. Para esses compostos pode ser
utilizado o valor de TTC de 1,5 pg/dia como agdo de controle ou serem conduzidos testes
adicionais para elucidar o grau de genotoxicidade da substancia. J4 as classes 4 e 5 englobam
compostos comprovadamente ndo mutagénicos, sendo a exposi¢do didria a tais substincias
controlada através dos limites especificados pelos guias ICH Q3A (R2) — “Impurities in new
drug substances” e ICH Q3B (R2) — “Impurities in new drug products” (ICH, 2023a).

Para avaliacao do potencial mutagénico, o guia ICH M7 (R2) preconiza a busca em
literatura cientifica e em bancos de dados por informacdes relacionadas a carcinogenicidade e

mutagenicidade da substancia avaliada. Se ndo existirem dados para a impureza de interesse,
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deve ser realizada uma avalia¢do das relacdes estrutura-atividade com foco em previsdes de
mutagenicidade bacteriana. Para tanto, pode ser realizada uma avaliacdo toxicoldgica
computadorizada empregando metodologias QSAR complementares. Uma metodologia deve
ser baseada em regras de especialistas e a segunda fundamentada em estatisticas (ICH, 2023a).
Através dos resultados obtidos pelas duas metodologias complementares e por compara¢ao com
as predi¢des relativas ao IFA, é possivel classificar os compostos investigados segundo a Tabela
14.

A nitrobenzoilcumarina e seus produtos de degradacdo foram avaliados frente ao
endpoint de mutagenicidade bacteriana in vitro (teste de Ames), utilizando o softwares Derek
Nexus® e Sarah Nexus® (Lhasa Limited, Leeds, Reino Unido).

O software Derek Nexus® corresponde ao sistema especialista de predicdo de
toxicidade em mamiferos e bactérias, sendo fundamentado em regras de reconhecimento de
alertas estruturais escritas por analistas com habilitacdo técnico-cientifica. O programa utiliza
dados disponibilizados por consércio de instituicdes, dados confidenciais e dados da literatura
nao-confidenciais nas predicdes dos varios tipos de toxicidade (endpoints), possuindo em seu
banco de dados mais de 872 alertas estruturais cadastrados. Caso a substincia avaliada
apresente algum alerta estrutural para a toxicidade pesquisada, esse alerta é classificado como
equivoco, plausivel, provavel e certo. Estes niveis fornecem uma probabilidade da substancia
avaliada ser ativa frente ao endpoint pesquisado, baseando-se na semelhanca estrutural dos
compostos presentes no banco de dados do software. Em caso de auséncia de alertas estruturais,
o composto € classificado como negativo (Hemingway; Fowkes; Willians, 2017).

Ja o software Sarah Nexus® ¢é o sistema estatistico complementar de predicdo de
toxicidade. Baseia-se em hipdteses positivas e negativas a partir de uma metodologia
personalizada de fragmentacdo molecular e uma abordagem conhecida como rede auto-
organizada (SOHN - Self-organising hypothesis network) em que se utiliza modelos de
machine-learning. O software associa fragmentos moleculares as hipdteses de resultados
positivos ou negativos para a toxicidade avaliada através de verificacdoes de similaridade
estrutural da molécula em estudo com o seu banco de dados, o qual possui mais de 12000
estruturas cadastradas. Sendo assim, para cada hipdtese € atribuido um peso e um parametro de
confianca. A confianca geral da predi¢do ¢ a média ponderada das hipéteses individuais,
estando relacionada com a certeza dos resultados e confiabilidade dos modelos. Caso a
confianca geral no resultado obtido fique abaixo de certo limite, o software indica uma previsao

equivoca. Além disso, caso a molécula avaliada apresente fragmentos ndo presentes no banco
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de dados, o software informa que a avaliacao ficou fora de seu dominio (Hemingway; Fowkes;
Willians, 2017).

As previsdes obtidas pelos sistemas especialista e estatistico sdo combinadas, gerando
uma previsao final, a qual segue as orientacOes da Tabela 15 para classificar o composto em

estudo como positivo ou negativo para o endpoint pesquisado.

Tabela 20 - Matriz deciséria para predi¢des in silico utilizando os softwares Derek e Sarah

Nexus®.

Software Software . C s

- s Matriz decisoria

especialista estatistico

. .\ Positivo para o endpoint pesquisado (Necessdria forte

Positivo Positivo STVO P P pesq (
evidéncia para refutar a predi¢ao)
Fora de Positivo para o endpoint pesquisado (A auséncia de uma

Positivo dominio ou  segunda predi¢cdo demonstra evidéncias insuficientes para

equivoco refutar a predi¢do realizada)

Incerto para o endpoint pesquisado (Concluir como

Positivo Negativo . A A .~
positivo na auséncia de evidéncias para refutar a predi¢cdo)
Fora de Incerto para o endpoint pesquisado (Concluir como
Negativo dominio ou  positivo como medida conservatéria ou apresentar

equivoco evidéncias para refutar a predi¢do)

Negativo Negativo Negativo para o endpoint pesquisado

Fonte: Adaptado de Hemingway; Fowkes; Willians, 2017.

A matriz decisdria indica uma maior certeza no resultado geral do composto analisado
quando as previsdes dos sistemas especialista e estatistico sdo concordantes. Em casos de
discordancia, devem ser pesquisadas evidéncias para corroborar a decisdo tomada. Entretanto,
caso o software especialista indique positivo para o endpoint pesquisado e o software estatistico
demonstre resultado equivoco ou fora de dominio, o composto analisado deve ser considerado
positivo, devido a grande confiabilidade nas predi¢des do sistema especialista (Hemingway;
Fowkes; Willians, 2017; Nakka et al., 2023).

Para a realizacdo dos estudos in silico, inicialmente foram avaliados os alertas
estruturais presentes na molécula da nitrobenzoilcumarina frente ao endpoint de
mutagenicidade bacteriana, conforme preconizado pelo guia ICH M7 (R2). A Figura 72

evidencia que o software Derek Nexus® identificou a presenca do grupo nitro-aromatico como
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alerta estrutural, sendo a ele atribuido a classificagcdo de plausivel para o teste de Ames. Destaca-
se que a nitrobenzoilcumarina apresenta alertas estruturais relacionados a outros endpoints de
toxicidade, como por exemplo, o préprio anel cumarinico e o grupo cetona alfa-beta insaturado.
Entretanto, apenas o grupo nitro-aromdtico estd relacionado a casos de mutagenicidade

bacteriana.

Figura 72 - Alerta estrutural nitro-aromatico identificado
na nitrobenzoilcumarina para o endpoint de
mutagenicidade bacteriana.

Fonte: Derek Nexus® (Lhasa Limited, Leeds, Reino Unido).

Nitrocompostos aromdticos podem apresentar mutagenicidade no teste de Ames,
principalmente em ensaios envolvendo cepas de Salmonella typhimurium TA98 e TA100 e
auséncia de ativagdo metabdlica. Além disso, essa classe de compostos estd relacionada a
resultados positivos em ensaios de mutagdo genética em roedores. Entretanto, os resultados sdao
varidveis em funcdo da espécie animal utilizada, via de administragao dos compostos, regime
posolégico e sensibilidade dos tecidos utilizados nos estudos (Debnath, 1992; Benigni;
Andreoli; Giuliane, 1994).

O mecanismo proposto para a mutagenicidade de compostos nitro-aromaéticos envolve
a redugdo do grupo nitro por acdo de enzimas nitrorredutases, gerando hidroxilaminas e fons
capazes de interagir com o material genético das células (Paula; Serrano; Tavares, 2009). O
grau de mutagenicidade é dependente de diversos fatores, tais como, a facilidade de reducdo do
grupo nitro, a taxa de remog¢ao de intermedidrios metabdlicos por outras vias bioquimicas e a
estabilizacdo dos derivados reativos por substituintes presentes no anel aromatico. Sendo assim,
embora o grupo nitro-aromatico seja considerado um alerta estrutural, varios compostos dessa
classe ndo sao ativos no teste de Ames (Debnath, 1992).

Um outro ponto relacionado aos nitrocompostos aromaticos € a relevancia do grupo

nitro para a atividade bioldgica de farmacos de diferentes classes terapéuticas. A presenga do
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grupo nitro estd relacionada com mudangas na estabilidade do farmaco intermediada por
interacdes entre este grupo e o seu alvo molecular. Estas mudancas sdo geradas pela capacidade
de reducdo do grupo nitro devido seu cardter aceptor de elétrons e pelo efeito de ressonancia
entre o nitrogénio e os dois dtomos de oxigénio em sua estrutura. Sendo assim, diversos
farmacos disponiveis comercialmente pertencem a classe dos nitrocompostos aromaticos, tais
como, o anti-hipertensivo nifedipina, o antiangionso dinitrato de isossorbida, o anticoagulante
acenocumarol, o anti-inlfamatdrio nimesulida e os antimicrobianos metronidazol, benznidazol
e nifurtimox (Paula; Serrano; Tavares, 2009). Destaca-se que todos os fairmacos disponiveis
comercialmente devem ser submetidos a rigorosos ensaios de segurancga bioldgica, incluindo
testes de mutagenicidade e toxicidade geral. Sendo assim, embora o grupo nitroaromatico seja
considerado um alerta estrutural, sua presenca ndo € prova definitiva de mutagenicidade,
devendo ser avaliada para cada caso (Benigni; Andreoli; Giuliane, 1994).

Para avaliacdo in silico da mutagenicidade dos produtos de degradacdo observados nos
estudos de estresse realizados neste trabalho, foi considerado que a molécula da
nitrobenzoilcumarina ndo apresenta potencial mutagénico e carcinogénico. Entretanto, destaca-
se que estudos adicionais devam ser realizados para comprovar essas hipdteses, as quais foram
sugeridas pelo teste de microntcleo in vitro realizado com a molécula. Os resultados obtidos
para a predicdo in silico da mutagenicidade dos produtos de degradacdo da
nitrobenzoilcumarina utilizando os softwares Derek® e Sarah Nexus® sdo apresentados na

Figura 73, correspondente a saida dos softwares Derek Nexus® e Sarah Nexus®.
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Figura 73 - Predicao de mutagenicidade bacteriana in silico para os produtos de degradacao da
nitrobenzoilcumarina realizada utilizando os softwares Derek Nexus® e Sarah

Nexus®.
Structure ICH Cohort Derek Sarah Other Experiment Similarit Overall In
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on
All Alerts
found in
. API
Unscpa;::i-fied RlALSIBL
Class 4 No [ 1] ] [ W A i E: Positive
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Aromatic
nitro
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Fonte: Do autor.

Para a avaliagdo in silico da mutagenicidade dos produtos de degradacdo, foi avaliada a
presenca de alertas estruturais e comparada as estruturas dos PDs com a molécula de origem,
considerando que a mesma ndo possui potencial mutagénico. Destaca-se que, embora os PDs
de metandlise e oxidacdo da nitrobenzoilcumarina sejam considerados como pseudo produtos
de degradacio, ou seja, formados devido a interferéncia do metanol utilizado como co-solvente
na etapa de preparo das amostras e nao devido a instabilidade intrinseca da cumarina, optou-se
por inclui-los dos estudos de mutagenicidade. Tal fato € justificado pela possibilidade do uso
do metanol em uma futura rota sintética para obtencdo da nitrobenzoilcumarina, ji que o

emprego desse solvente ¢ comum em industrias farmoquimicas, sendo produtos de degradacdo
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oriundos da metandlise de farmacos descritos em monografias farmacopeicas, tais como, para
as substancias 4cido azelaico e glibenclamida (USP, 2023).

Para os produtos de degradacdo obtidos por hidrdlise e metandlise da
nitrobenzoilcumarina, o software especialista identificou a presenga do alerta estrutural nitro-
aromatico, o qual esta relacionado a resultados positivos para o endpoint de mutagenicidade. J4
a previsao pelo software estatistico foi divergente, sugerindo auséncia de atividade mutagénica.
Sendo assim, conforme apresentado na Tabela 15, a previsdo geral in silico para estes
compostos foi positiva para o endpoint pesquisado. Entretanto, ndo foram encontrados nas
estruturas dos PDs alertas estruturais diferentes do presente na molécula da
nitrobenzoilcumarina. Sendo assim, espera-se que esses compostos nao apresentem atividade
mutagénica significativamente diferente da nitrobenzoilcumarina, permitindo considera-los
como ndao mutagénicos e classificd-los como classe 4 segundo o guia ICH M7 (R2) (ICH
2023a).

Para os produtos de degradacao formados quando da exposi¢do da nitrobenzoilcumarina
a condicdes oxidativas, ndo foram encontrados alertas estruturais nas substancias pesquisadas.
Sendo assim, as previsdes de mutagenicidade tanto para o software especialista quanto para o
estatistico foram negativas, sendo estes compostos considerados como classe 5 segundo o guia
ICH M7 (R2) (ICH 2023a).

A substincia 4-nitrofenol, evidenciada durante os estudos de estresse da
nitrobenzoilcumarina exposta a condi¢des oxidativas, ndo foi inserida nos estudos in silico para
previsdo de mutagenicidade. Tal fato € justificado pela existéncia de estudos ja descritos na
literatura para a substancia. Segundo Barcu et al. (2018), o 4-nitrofenol ndo apresenta atividade
mutagénica em ensaios de mutagenicidade bacteriana. Sendo assim, os autores sugeriram
classifica-lo como classe 5 segundo o guia ICH M7 (R2) (Barcu et al., 2018).

Os resultados da avaliacdo in silico para a mutagenicidade de todos os produtos de
degradacdo da nitrobenzoilcumarina demostraram que ndo existem evidéncias para considerar
as moléculas como mutagénicas. Tais resultados refor¢am o potencial da nitrobenzoilcumarina
como um promissor prototipo a farmaco a ser utilizado no combate a doenga de Chagas e
leishmaniose.

Estudos adicionais de mutagenicidade in vitro, de forma andloga ao realizado para a
nitrobenzoilcumarina, estdo sendo conduzidos para comprovar as predi¢des in silico realizadas
para os produtos de degradacdo. Além disso, estudos de citotoxicidade e atividade tripanocida

também estio sendo realizados.
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6 CONCLUSOES

A sintese da nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-
ona foi realizada conforme descrito por Brancaglion et al. (2018), utilizando o método de Duff
e posterior reacdo de Knovenaegel entre formil-diidroeugenol e 4-nitrobenzoilacetato de etila.
O derivado cumarinico foi caracterizado pelas técnicas de FTIR, RMN, UPLC-MS, UHPLC-
HRMS, TG e DSC. Os espectros obtidos por espectroscopia no infravermelho, ressonincia
magnética nuclear e espectrometria de massas foram condizentes com a estrutura quimica da
nitrobenzoilcumarina, comprovando que o produto sintetizado foi realmente a molécula de
interesse.

As andlises por termogravimetria demostraram que o material sintetizado apresentava
0,55 % de impurezas volateis e 0,066 % de impurezas inorganicas. A andlise por calorimetria
exploratoria diferencial evidenciou que a nitrobenzoilcumarina apresenta temperatura de fusao
de 160,19 °C e entalpia de fusdo de 79,857 J/g. Além disso, foi determinada uma pureza de
99,80 % para o material sintetizado utilizando a técnica de DSC.

O método cromatografico desenvolvido para quantificacdo da nitrobenzoilcumarina e
seus PDs foi validado, demonstrando ser adequado para os fins desejados. Na avaliacdo da
estabilidade intrinseca da cumarina, foi verificado que a molécula sofre degradacdo quando
exposta a hidrélise alcalina, condi¢des oxidativas e solugdo de ions metédlicos. Os PDs obtidos
eluifram em tempos de retencdo diferentes ao da nitrobenzoilcumarina, comprovando a
seletividade do método.

Os PDs verificados nos estudos de degradacao for¢ada foram identificados utilizando a
técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Evidenciou-se que o PD
formado em condi¢des alcalinas e em solu¢do de fons metélicos corresponde a um pseudo
produto de degradacdio oriundo da metandlise do grupo lactona presente na
nitrobenzoilcumarina, devido a utilizacdio do metanol como co-solvente. Entretanto, a
substituicdo do metanol por acetonitrila na etapa de preparo da amostra, evidenciou a
suscetibilidade da nitrobenzoilcumarina a degradacdo em meio bdsico. A interferéncia do
metanol nos ensaios de degradagdo forcada também foi evidenciada quando da exposicdo do
derivado cumarinico a condi¢des oxidativas.

Os estudos de estabilidade acelerada demostraram que a nitrobenzoilcumarina apds seis
meses de incubacdo ndo sofre degradacdo nas condi¢des de temperatura e umidade
preconizadas para o ensaio. N@o foram evidenciados decaimentos significativos no teor das

amostras analisadas ou a formacao de produtos de degradacao.
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Os estudos bioldgicos demostraram uma citotoxicidade dose dependente da
nitrobenzoilcumarina frente as células da linhagem V79 empregadas nos ensaios, sendo
determinada a concentracdo inibitéria média de 238,98 uM + 23,11 uM, semelhante a valores
Ja reportados na literatura para os farmacos benznidazol e anfotericina B. J4 os estudos de
genotoxicidade revelaram que a nitrobenzoilcumarina pode ser considerada
genotoxicologicamente segura em baixas concentracdes.

Os estudos in silico para predicao de mutagenicidade dos PDs da nitrobenzoilcumarina
demonstraram auséncia de alertas estruturais relacionados a atividade mutagénica ou auséncia
de alertas estruturais discrepantes entre a molécula de origem e seus subprodutos. Dessa forma,
tais substancias, quando comparadas a nitrobenzoilcumarina, podem ser consideradas seguras
com relacdo ao potencial mutagénico. Estudos adicionais in vitro estdo sendo realizados para
comprovar a seguranga bioldgica dos PDs.

Os trabalhos ja publicados envolvendo a nitrobenzoilcumarina 8-metoxi-3-(4-
nitrobenzoil)-6-propil-2H-croman-2-ona demonstraram que a substincia possui atividade in
vitro e in vivo semelhante a farmacos disponiveis comercialmente para o combate a doenca de
Chagas e leishmaniose. Adicionalmente, os estudos realizados neste trabalho comprovaram
através de ensaios in vitro que a molécula apresenta baixa citotoxicidade e pode ser considerada
mutagenicamente segura em baixas concentragdes. Aliado a isso, a nitrobenzoilcumarina
demonstrou ser estdvel em estudos de estabilidade acelerada e os PDs formados nos ensaios de
estresse ndo apresentaram potencial mutagénico nas predi¢des in silico. Sendo assim, o0s
resultados obtidos estio em conformidade com as caracteristicas esperadas para novos
candidatos a farmacos, demonstrando o potencial da nitrobenzoilcumarina como uma
promissora molécula a ser otimizada ou utilizada no combate a doenca de Chagas e

leishmaniose.
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