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RESUMO

A esquistossomose mansonica, uma doenca negligenciada, é considerada um grave
problema de salde publica no Brasil. Apenas dois medicamentos — Praziquantel e
Oxamniquina - estdo disponiveis para o tratamento desta doenca. O Praziquantel € o
farmaco de primeira escolha, no entanto sua toxicidade associada a casos ja registrados
de resisténcia do parasita leva a procura por novas alternativas terapéuticas. O 3-(4-
cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona  (LPSF/FZ4), é um
derivado imidazolidinico, que apresentou resultados promissores no combate ao S.
mansoni. No entanto, esta nova entidade quimica possui limitada solubilidade aquosa (S
< lpg/mL) o que constitui um sério problema para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas. O presente estudo abrangeu a caracterizacao fisico-quimica, estabilidade
térmica e compatibilidade farmaco-excipiente por técnicas espectroscépicas (UV, IV,
RMN, MEV e MS), temoanaliticas (DTA, DSC e TG). Bem como técnicas para anélise
a nivel particular e de seus aglomerados respectivamente (DRX, e determinacfes de
tamanho de particula e area superficial), além de ferramentas analiticas como equacao
de Van't Hoff e modelo de Ozawa para a avaliacdo da cinética de decomposicdo
térmica. Foi desenvolvido e validado o método analitico de doseamento do LPSF/FZ4
por espectrofotometria de UV-Visivel, e foi realizado o estudo de solubilidade de fases
do LPSF/FZ4 frente aos polimeros hidrofilicos polivinilpirrolidona (PVP) K-30,
Hidroxipropilmetilcelulose =~ (HPMC), PEG 4000, PEG 6000 e o0s
surfactantes/emulsionantes laurilsulfato de sédio (LSS); Polisorbato 80 e Myrj 52€. Os
resultados obtidos da avaliacdo fisico-quimica do LPSF/FZ4 frente a diferentes técnicas
permitiu caracterizd-lo do ponto de vista morfolégico e quimico. O protdtipo
apresentou-se com 98 % de pureza, com ponto de fusdo em 228°C (AH= -178 Jg™)
apresentando pico endotérmico de fusdo caracteristico de uma forma cristalina que foi
corroborado pela difracdo de raio-X onde revelou o padréo cristalino do farmaco, o qual
também foi demonstrado pela eletromicrografia, como cristais aciculares bem
definidos. O composto manteve-se termicamente estavel até 320 °C onde a degradacéo
térmica ocorreu em um estagio entre 320 — 370 °C com perda de massa em torno de
60%. Foi considerado um pé finissimo com tamanho de particula entre 10 e 100 pum,
bem como uma area superficial em torno de 5.2277 m2?/g. No entanto, apresenta baixa
solubilidade aquosa (0,01 mg/mL). Provavelmente devido a sua conformagéo estrutural
apresentar fortes forcas de atracdo interatbmica. Com tudo, mostrou-se facilmente
solivel em acetona e acetonitrila. A equacdo Arrhenius e modelo de Ozawa mostrou um
comportamento cinético de ordem um para a decomposi¢do do protétipo, e um tempo
de validade provisoria calculado de quatro meses a 25°C. O estudo de compatibilidade
evidenciou possiveis interacBes quimicas entre o LSPF/FZ4 com a lactose e o
polissorbato, ambas associadas a diminuicdo da estabilidade térmica do protdtipo, com
reducdo considerdvel da temperatura de degradacdo e de fusdo. Os métodos
desenvolvidos e validados apresentaram a confiabilidade requerida para um método
analitico segundo a RE 899, de 2003, da ANVISA. No estudo de solubilidade de fases,
o polimero hidrofilico e o surfactante/emulsionante que obtiveram o melhor
desempenho foram o PVP K-30 e o polissorbato 80, respectivamente. Conclui-se que a
realizacdo de todas as andlises utilizadas bem como o desenvolvimento e validagdo de
um método analitico fornecem bases solidas para que a nova entidade quimica possa vir
a se tornar um medicamento, 0 que seria vir a ser uma nova alternativa terapéutica para
a esquistossomose mansonica.



Palavras-Chave: esquistossomose. imidazolidina. LSPF/FZA4.

ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni, a neglected disease, is considered a serious public health
problem in Brazil. Only two medicines - praziquantel and oxamniquine - are available
to treat this disease. The praziquantel is the first choice drug, however its toxicity
associated with cases already registered of parasite resistance lead the search for new
therapeutic alternatives. O 3-(4-chloro-benzyl)-5-(4-nitro-benzylidene)-imidazolidine-2
,4-dione (LPSF/FZ4), is an imidazolidine derivative, which presented promising results
in combating S. mansoni. However, this new chemical entity has limited aqueous
solubility (S < 1ug/mL) what constitutes a serious problem for the development of
pharmaceutical forms. This study covered the physicochemical characterization, thermal
stability and drug-excipient compatibility by spectroscopic techniques (UV, IR, NMR,
MS and SEM), thermal analytical techniques (DTA, DSC and TG) as well as to analyze
their particular level and their clusters respectively (XRD, particle size and surface area)
and it was also used analytical tools such as Van't Hoff equation and Ozawa model to
evaluate the kinetics of thermal decomposition. It was carried out the development and
validation of a method for UV-visible spectroscopy and it was also performed a
solubility study of phases with LPSF/FZ4 using hydrophilic polymers -
polyvinylpyrrolidone (PVP) K-30, Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), PEG 4000,
PEG 6000 - and surfactants/emulsifiers - sodium lauryl sulfate (LSS); polysorbate 80
and Myrj 52. The results of physicochemical evaluation of LPSF/FZ4 allowed obtaining
its morphological and chemical characterization. The purity of the prototype was 98%,
it melts at 228 ° C (AH= -178 Jg™) with melting endothermic peak characteristic of a
crystalline form that was confirmed by X-ray diffraction which revealed the crystalline
pattern of the drug, which was also demonstrated by electron microscopy as acidulated
crystals well defined, the compound remained thermally stable up to 320 °C where the
thermal degradation occurred at a stage between 320 to 370 °C with mass loss around
60%. It was considered a fine powder with a particle size between 10 and 100 um and a
surface area around 5.2277 m2/g. However, it has low aqueous solubility (0.01 mg/mL),
due to its structural conformation which shows strong interatomic forces of attraction,
but it was readily soluble in acetone and acetonitrile. The Arrhenius equation and
Ozawa model showed a first-order kinetic behavior for the prototype decomposition,
and an estimated time of provisional validity of four months at 25 °C. The compatibility
study showed possible chemical interactions between the LSPF/FZ4 with lactose and
polysorbate, both associated with a decreased of prototype thermal stability, with
considerable reduction of degradation and melting temperature. The method developed
and validated presented the reliability required for one analytical method according to
RE 899/03 of ANVISA. In the solubility study of phases, the hydrophilic polymer and
the surfactant/emulsifier which achieved the best performance were PVP K-30 and
polysorbate 80, respectively. In conclusion, all analyzes used as well as the
development and validation of an analytical method, provide a solid bases for the new
chemical entity become a medicine, which would be a new therapeutic alternative for
Schistosomiasis mansoni.

Keywords: schistosomiasis. imidazolidine. LPSF/FZA4.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca que existe hd milhares de anos, fato este
comprovado por escritos sobre ovos calcificados de Schistosoma mansoni em rins de
mumias egipcias (FILHO; SILVEIRA, 2001). Grande parte da populacdo acometida
reside em areas endémicas, relacionada a precérias condi¢des de higiene e inadequados
recursos sanitarios, estando essa endemia associada a pobreza e ao baixo
desenvolvimento econémico. Estas areas situam-se preferencialmente em comunidades
rurais, porém as areas acometidas encontram-se em processo de expansao, passando a
envolver cada vez mais os centros urbanos, assim como areas litoraneas (BARBOSA et
al., 2000, 2001; ROUQUAYROL; FILHO 2003; ALMEIDA et al., 2008).

Atualmente a Oxaminiquine e o Praziquantel sdo os farmacos utilizados para o
tratamento das esquistossomoses, contudo, ambos apresentam limitacdes como baixa
eficacia no tratamento da esquistossomose mansénica aguda, baixa atividade sobre o S.
mansoni na forma imatura e falha em tratamentos devido a ocorréncia de resisténcia ou
tolerancia a esses farmacos (FREZZA et al., 2007).

@) 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona
(LPSF/FZ4) faz parte de uma ampla classe de compostos ativos derivados heterociclicos
pentagonais imidazolidinicos e que apresenta atividade esquistossomicida in vitro ao
causar 100% de mortalidade dos vermes ao final do periodo de tratamento. Tal atividade
foi atribuida a presenca do grupo nitro na molécula que é considerado parasitoférico
devido a sua indispensavel, ou no minimo favoravel, contribuicdo para a atividade
antiparasitaria de um grande nimero de nitro-derivados, notadamente furanos, tiofenos,
tiazdis e imidazdis. A presenca deste grupo em derivados imidazolidina-2,4-dionas
conferiu melhor atividade esquistossomicida (OLIVEIRA et al., 2004).

Por se tratar de uma nova entidade quimica, as propriedades fisico-quimicas do
LPSF/FZ4 sao desconhecidas. Para isso, € de suma importancia a caracterizagdo fisico-
quimica do principio ativo, pois dessa forma, estabelece-se um padréo de identificacdo
da molécula, o que garante a qualidade, tornando-o adequado para a realizacdo de
estudos de pré-formulacdo e assim promover um desenvolvimento racional de
medicamentos (ICH Q6, 1999). Pode-se perceber a importancia da caracterizacdo do
composto quando verifica-se que diversos aspectos referentes a substancia ativa, como
presenca de diferentes formas polimorficas, impurezas, tamanhos e formatos cristalinos,

textura, propriedades de atrito do fluxo e de formacéo, entre outros aspectos, podem
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certamente alterar a producdo, biodisponibilidade e estabilidade dos medicamentos e,
portanto a eficacia, seguranca e qualidade do mesmo (MAXIMINIANO; COSTA,;
SOUZA, 2010).

A maioria das novas entidades quimicas possue baixa solubilidade em agua e
subsequentes problemas para alcangar niveis sanguineos terapeuticamente relevantes. A
solubilidade de um farmaco constitui requisito prévio a absorcao e obtencdo de resposta
clinica para a maioria dos medicamentos administrados por via oral. Diante disso, 0
Laboratdrio de Tecnologia dos Medicamentos (LTM) da UFPE, em parceria com 0
Laboratorio de Planejamento de Sintese de Farmacos (LPSF) da UFPE, vem buscando
diversas técnicas como dispersdes sélidas (DS), complexos de inclusdo (ClI), sistemas
multicomponentes, entre outras técnicas, para melhorar a solubilidade desse farmaco,
objetivando o desenvolvimento de formas farmacéuticas a fim de disponibilizar no SUS

uma nova alternativa terapéutica para esquistossomose mansonica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizacdo fisico-quimica, desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica de
doseamento da nova entidade quimica 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-
imidazolidina-2,4-diona (LPSF/FZ4).

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar fisico-quimicamente por IV, RMN’H, UV, MS, Estudo de
Solubilidade, Célculo de logP, DSC, TG, DRX, MEV, Analise Granulométrica e
determinar a Area Superficial da nova entidade quimica LPSF/FZ4;

e Determinar a estabilidade térmica da nova entidade quimica através de técnicas
termoanaliticas como Analise Termica Diferencial (DTA), Calorimetria
Diferencial Exploratéria (DSC) e Termogavimetria (TG);

e Avaliar a cinética de degradacdo térmica pelos métodos isotérmico e ndo
isotérmico;

e Realizar estudo de compatibilidades fisica e quimica frente a excipientes;

e Desenvolver e validar método analitico de doseamento por espectrofotometria
UV-Visivel;

e Desenvolver e validar método analitico de doseamento por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (CLAE-DAD);

e Desenvolver método analitico de doseamento para identificacdo de isbmero por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia;

e Realizar estudo de solubilidade de fases utilizando os polimeros hidrofilicos
polivinilpirrolidona (PVVP) K30, hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), PEG 4000,
PEG 6000 e os surfactantes/emulsionantes laurilsulfato de sodio (LSS);
Polisorbato 80,Myrj 52°.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Esquistossomose

Esquistossomose constitui um grande problema de salde publica por estar
associado a pobreza e ao baixo desenvolvimento econdmico, que geram a necessidade
de utilizacdo de aguas naturais contaminadas para o exercicio da agricultura, trabalho
doméstico e/ou lazer (KATZ; PEIXOTO, 2000). E causada pelo tremat6deo S. mansoni,
cujas formas adultas habitam os vasos mesentéricos do hospedeiro (vertebrado/homem)
e as formas intermediarias (esporocistos primarios, esporocistos secundarios, cercarias)
se desenvolvem em caramujos gastropodes aquaticos do género Biomphalaria.
Inicialmente, a doenca € assintomatica, podendo evoluir para formas clinicas
extremamente graves e levar o paciente a 6bito (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O agente etioldgico da esquistossomose € 0 S. mansoni, um helminto pertencente
a classe dos Trematoda, familia Schistossomatidae e género Schistosoma. Sdo vermes
digenéticos, delgados, de coloracdo branca e sexos separados, em que a fémea adulta,
mais alongada, encontra-se alojada no canal ginecoforo do macho (BRASIL, 2005).

A presenca de Biomphalaria glabrata, associada a presenca de individuos com
esquistossomose, pode estabelecer a endemia esquistossomotica, uma vez que a espécie
€ 0 mais importante vetor do S. mansoni nas Américas devido ao alto potencial
biologico de infeccdo natural e vasta distribuicdo (BARBOSA et al., 2000;
PARAENSE, 1972, 1963).

No Brasil, o B. glabrata encontra-se da Regido Nordeste, ao longo da faixa
costeira e areas interiores adjacentes dos Estados do Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas e Sergipe até o sudeste da Bahia. Na Regido Sudeste, atinge a
parte de Minas Gerais, o leste do rio S&o Francisco e o norte do Espirito Santo. Existem
também focos periféricos isolados deste molusco no Maranhdo, Pard, Goiés, Sdo Paulo,
Parana e Rio Grande do Sul (COUTO, 2005).

Clinicamente, a esquistossomose pode ser classificada em duas fases: aguda e
crénica. Na fase aguda, observam-se dois sintomas bem caracteristicos: a dermatite
cercariana, provocada pela penetracdo das cercarias na pele, e a febre Katayama. A
dermatite cercariana tem sua intensidade variavel desde um quadro assintomatico até o
surgimento de dermatite urticariforme, com erupcdo papular, eritema, edema e prurido,
perdurando até cinco dias apos a infeccdo. Ja a febre Katayama surge de trés a sete

semanas ap0s a exposicao, caracterizada por febre, anorexia, dor abdominal e cefaleia,
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diarreia, nauseas, vomitos e tosse seca (PORDEUS et al., 2008, BARBOSA et al.,
2004).

Na forma crbnica, observa-se a preservacdo relativa da funcdo hepatica,
predominando o0s sintomas decorrentes de hipertensdo portal, caracteristicamente
independente da ocorréncia de lesdo hepatocelular. No figado, o substrato anatbmico da
doenca, que leva a forma letal da esquistossomose mansoni com o quadro de
hipertensdo portal, € a extensa fibrose dos espacos periportais, a qual faz parte do
processo de cicatrizacdo que se segue a reacdo inflamatdria granulomatosa aguda, ao
redor dos ovos de Schistosoma aprisionados nos pequenos vasos hepaticos (SALES et
al., 2009; COUTO et al., 2008; SOARES et al., 2007)

Sintomas pulmonares da esquistossomose podem apresentar-se como dispneia e
tosse seca, mas a progressao para hipertensdo pulmonar s6 ocorre em alguns casos.
Formas pulmonares atipicas, como a pseudoneoplésica, sdo pouco frequentes e causam
dificuldades quanto ao diagnoéstico diferencial. No entanto, deve-se considerar a
esquistossomose diante de problemas pulmonares, principalmente em areas endémicas
(RODRIGUES et al., 2009).

Tém-se relatos também do grave comprometimento neuroldgico durante a fase
pos-infecciosa em doentes ndo imunes (LAMBERTUCCI et al., 2008). Na infeccédo
primaria por S. mansoni, relatou-se encefalite aguda e vasculite cerebral
(JAREGUIBERRY et al., 2007); no entanto, a neuroesquistossomose assintomatica
parece ser mais frequente em associagdo com as formas mais graves da infeccdo
crénica. J& a mielorradiculopatia esquistossomotica é a mais grave e incapacitante forma
ectdpica da infec¢do por S. mansoni. Os sinais e sintomas iniciais da doenca incluem:
dor lombar e/ou dor em membros inferiores, paraparesia, disfuncées urinaria e intestinal
e impoténcia nos homens (LAMBERTUCCI et al., 2009; SILVA, 2008).

3.2 Politica Publica Nacional de Combate a Esquistossomose

Em 1953, o Governo Federal realizou uma Campanha contra a Esquistossomose,
sendo este 0 passo inicial do governo na tentativa de erradicar essa protozooze. Em
1956, o Instituto Nacional de Endemias Rurais (INERu) originou-se da Lei n°. 2743 de
6 de marco, que criou o Departamento Nacional de Endemias Rurais (DNERu) no
Ministério da Salde. Sua estrutura organizacional era constituida pelo Nucleo Central
de Pesquisas da Guanabara, Centro de Pesquisas René Rachou (MG), Nucleo de

Pesquisas da Bahia e Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (PE). S6 no ano de 1970
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foi criada a Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM) através do
Decreto n°. 66623 de 22 de maio e, em 1975, foi implementado o Programa Especial de
Controle da Esquistossomose (PECE), que, cinco anos depois, passou a ser chamado de
Programa de Controle da Esquistossomose (PCE). Em 1990, houve a criagdo da
Fundacdo Nacional de Satude (FUNASA), que ficou responséavel pelo PCE. Desde 1993,
vem sendo implementada a descentralizacdo das acdes de controle da esquistossomose,
intensificando-se a partir de 1999 e 2000, quando as Secretarias Municipais passaram a
assumir gradativamente o controle dessa endemia em seu territério (FIOCRUZ, 2010;
BRASIL, 2005).

Segundo dados da FUNASA, através do Programa de Controle da
Esquistossomose, tém-se 0s seguintes dados em relacdo a positividade para parasitose
em todas as regifes do Pais, no periodo de janeiro de 2007 a setembro de 2009 (Tabela
1) (DATASUS, 2010).

Tabela 1: Quadro epidemioldgico da Esquistossomose por Regido. Dados do PCE —

Programa de Controle da Esquistossomose no periodo de Jan/2007-Set/2009

REGIAO POPULACAO EXAMES PESSOAS
AVALIADA POSITIVOS TRATADAS
Regido Norte 88.889 1.381 1.340
Regido Nordeste 6.287.404 315.826 289.126
Regido Sudeste 3.821.588 148.426 136.310
Regiéo Sul 125.782 1.283 1.278
Regido Centro- 1846 11 11
Oeste
TOTAL 10.325.509 466.927 428.065

Fonte: DATASUS, 2010
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Desde o inicio da década de 1950 até o presente tem-se observado reducgdes nas
prevaléncias de infeccdo, detectadas mediante inquéritos coproscopicos populacionais.
Entretanto, tem ocorrido uma maior distribuicdo espacial, com o processo de
urbanizacdo e migracdo, o que pode ser amenizado por meio de investimentos em

saneamento basico.

3.3 Alternativas Terapéuticas para o Tratamento da Esquistossomose

O tratamento medicamentoso da esquistossomose € sempre limitado pela
dificuldade do reduzido nimero de quimioterapicos disponiveis que exibissem eficécia,
seguranca e grande tolerabilidade. No inicio, foram utilizados o tartarato de potassio e
antimonio, tartarato emético - introduzido em 1918 - seguido pelo dimercaptosuccinato
de sddio e antiménio e o di-(pirocatecol-2,4-dissulfonato) de sédio e antiménio,
conhecido como estibofeno (KATZ; COELHO, 2008).

Os derivados antimoniais, apesar de atuarem com eficicia contra as trés
principais espécies do género Schistosoma, o S. mansoni, o S. haematobium e o S.
japonicum, deixaram de ser usados no tratamento desta helmintose por ocasionarem
inimeros efeitos colaterais, como a trombocitopenia e outras discrasias sanguineas
(CHRISTOPHERSON, 1918; NOVAES et al., 1999).

Posteriormente, foram utilizados o cloridrato de 1-N-b-dietil-amino-etil-amino-
4-metil-9-tioxantona, a lucantona e seu metabdlito principal, 1-N-b-dietil-amino-etil-
amino-4-(hidroximetil)-9-tioxantona, a hicantona, que € eficaz, especificamente, contra
o S. mansoni e o S. haematobium, e também o farmaco 1-(5-nitro-2-
tiazolil)imidazolidina-2-ona, o niridazol, eficaz contra o S. haematobium e o S.
japonicum. Esses farmacos estdo em desuso na terapia medicamentosa da
esquistossomose devido a graves reacfes adversas, tais como lesfes hepéticas e renais,
convulsdes, psicoses, alucinagfes visuais e auditivas, estados confusionais e outros
efeitos indesejaveis sobre o sistema nervoso central (KATZ & COELHO, 2008).

Atualmente, dois farmacos tém sido amplamente utilizados no tratamento da
esquistossomose: oxamniquine e prazigquantel.

O praziquantel, conhecido estruturalmente como (+)-2-ciclo-hexilcarbonil-1,
2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona, age, com eficacia, contra
outros trematodeos e alguns cestodeos, exibindo atividade farmacol6gica muito superior
a da oxamniquina, que age somente contra o S. mansoni e, principalmente, contra 0s
machos adultos (DOENHOFF et al., 2008).
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Em pesquisa conjunta, realizada pelas industrias E. Merck® e Bayer A.G. © em
1972, selecionou-se o praziquantel por exibir baixa toxicidade, maior eficacia e
tolerabilidade entre outros compostos analogos testados (NOVAES et al., 1999).

O praziquantel tem sido estudado experimentalmente em animais desde 1975,
mostrando-se altamente eficaz contra infestacdes de varias espécies de trematddeos e
cestodeos, principalmente: S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum,
S. matheei, S. bovis, Taenia solium, Taenia saginata, Hymenolepis nana, Hymenolepis
diminuta e Diphyllobothrium latum, Cysticercus bovis e Cysticercus cellulosae,
Echinochasmus fujianensis, Opisthorchis viverrini, atuando contra 0s vermes maduros,
imaturos e na fase larval dos cestddeos (NOVAES et al., 1999).
bomba Na*-K" dos esquistossomos, aumentando a permeabilidade da membrana do
helminto a certos cations monovalentes e divalentes, principalmente ao célcio, que leva
a intensificacdo da atividade muscular, seguida por contracdo e paralisia espatica. Como
consequéncia, os helmintos se separam dos tecidos do hospedeiro e sdo rapidamente
deslocados das veias mesentéricas para o figado, ao passo que os helmintos intestinais
séo expelidos (CIOLI, 1998).

Rocha et al. (1981) tentaram controlar o Hymenolepis nana em uma comunidade
fechada, utilizando-se o praziquantel em repetidos tratamentos. Apesar da elevada
percentagem de cura e dos varios tratamentos realizados, ndo foi possivel o controle da
himenolepiase.

Emanuel & Prata (1983) averiguaram se um aumento da dose de praziquantel de
50 para 70 mg/kg no tratamento de pacientes menores de 15 anos de idade seria
acompanhada de maior eficacia terapéutica e qual seria a tolerancia a essa dose mais
alta. Com a dose de 50 mg/kg curaram-se 59,0% das criancas e, com a dose de 70
mg/kg, 73,7%. Quanto & tolerancia, ndo houve diferenca entre as duas doses estudadas,
ressaltando apenas que o praziquantel apresentado em cépsulas mostrou melhor
aceitabilidade pelas criancas do que sob a forma de comprimidos laqueados.

A oxamniquina apresenta menor custo em relacdo ao praziquantel
(KOROKOLVAS, 1999). E ativa nas formas intestinal e hepatesplénica de infecgdes
causadas exclusivamente pelo S. mansoni, espécie Unica no Brasil (TZISIN &

BRONSHTIN, 1986). Foi lancada no Brasil pelos laboratérios Pfizer®, sob o nome de

Mansil®, para as formas farmacéuticas capsulas e suspensdo (DEF, 1999;
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KOROLKOVAS, 1999). E obtida em 1972 por Kaye e Woolhouse por meio de
hidroxilagdo microbiana da tetraidroquinolina. Estruturalmente, corresponde ao (+)-
1,2,3,4 — tetraidro-2-[(isopropilamino)metil]-7-nitro-6-quinolinometanol (FILHO et al.,
2001).

Almeida et al. (2008) sintetizaram o derivado 6-formil-oxamniquina - obtido por
oxidacdo da oxamniquina com dioxido de manganés em diclorometano, a temperatura
ambiente, por 24 horas - e avaliaram sua atividade bioldgica. Sua obtencdo foi
confirmada por espectrofotometria na regido de infravermelho e espectroscopia de
RMN C e H, apresentando atividade similar quando comparada & oxamniquina
comercial (Mansil®). A substituicdo do grupo metilhidroxil pela funcdo aldeido néo
alterou a sua atividade. Neste trabalho, sugeriu-se a importancia do substituinte OH
(hidroxila) no mecanismo de acdo, uma vez que o derivado aldeidico obtido apresentou
equivalente atividade bioldgica.

Em decorréncia de um possivel desenvolvimento de tolerancia ou resisténcia ao
praziquantel, busca-se a pesquisa e producdo de novas drogas para prevencéo e cura da
esquistossomose mansoni (LESCANO et al., 2004).

Tartaro emético, por exemplo, uma droga de longa data descartado, foi
recentemente reconsiderada para o tratamento da esquistossomose como lipossoma
conjugado. Aparentemente, a nova forma de apresentar a droga néo so reduz a atividade
toxicidade, mas alargado as fases tardias da infeccdo parasitaria em camundongos
(RIBEIRO DOS SANTOS et al., 2006).

Devido ao praziquantel (PZQ) e a oxamniquina apresentarem limitacdes quanto
a acdo e casos de resisténcia ou tolerancia, sdo necessarios os estudos de novas
alternativas que visam melhorar os farmacos ja existentes, com a incorporacao destes
em lipossomas. Frezza et al., em 2007, verificaram a a¢do do praziquantel incorporado a
lipossomas (lip.PZQ) sobre os ovos de S. mansoni, linhagem BH em camundongos Mus
musculus (Swiss-SPF). Para tanto, foram testadas quatro doses de praziquantel e
lip.PZQ (47, 60, 250 e 300 mg/kg), sendo que parte dos camundongos foi tratada apds
30 dias de infec¢do e outra ap0s 45 dias. A andlise do oograma mostrou que a dose 300
mg/kg administrada no 45° dia de infeccdo foi mais eficaz, pois reduziu a oviposi¢ao
pelas fémeas de S. mansoni.

Em virtude do praziquantel possuir baixa solubilidade, o que leva os pacientes a

ingerirem grande quantidade do medicamento, Jesus et al. (2001) propuseram a
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utilizac&o da p-ciclodextrina como carreador capaz de melhorar a biodisponibilidade do
praziquantel. Devido a sua cavidade hidrofébica, em forma de cone, a B-ciclodextrina
(B-CD) pode acomodar moléculas lipofilicas, melhorando, assim, sua solubilidade. Os
autores avaliaram, inicialmente, através de métodos computacionais, qual ciclodextrina
se complexaria com maior eficAcia a molécula do praziquantel de acordo com o
tamanho da molécula deste farmaco. Sendo obtidos complexos de PZQ/B-CD na razédo
molar 1:1 e caracterizados por calorimetria exploratdria diferencial (DSC), a toxicidade
foi testada em experimentos de hemolise.

Maragos et al. (2009) também verificaram o aumento da solubilidade em agua
do Praziquantel por complexagdo com P-ciclodextrina e hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HP-B-CD). Apesar da complexacdo PZQ com B-CD ter sido relatada na
literatura, a interacdo do PZQ com HP-B-CD é investigada pela primeira vez. Foram
utilizadas a malaxagem e a liofilizacdo para a formacdo do complexo de inclusao
(sistemas binarios), enquanto que a solubilidade foi determinada por espectroscopia de
uVv.

A solubilidade do PZQ foi aumentada por um fator de quatro, na presenca de
ambas as B-CD e HP-B-CD. Portanto, a melhoria na solubilidade aquosa foi observada
em relacdo ao farmaco que provavelmente devera ter a biodisponibilidade oral
melhorada. Além disso, melhora na solubilidade do PZQ por complexacdao HP-B-CD
possivelmente permitird a administracdo intravenosa de PZQ (MARAGOS et al., 2009).
Polimeros soluveis em agua, como hidroxipropilmetilcelulose  (HPMC),
polivinilpirrolidona (PVP), carboximetilcelulose (CMC), etc, tém sido relatados
previamente para aumentar a complexacdo de varias moléculas da droga com
ciclodextrinas. (RIBEIRO et al., 2005).

No entanto, apesar de existirem dados na literatura que relatam que o PVP
aumenta a solubilidade e a taxa de dissolugdo do PZQ por complexos formados entre a
droga e polimero, a presenca de PVP ndo afetou nem a capacidade de solubilizacéo,
nem a afinidade de complexagdo de ambos os complexos com B-CD e HP-B-CD para o
PZQ, somente quando o polimero esteve presente na concentracao de 0,5%, em que um
ligeiro, mas, estatisticamente, ndo significativo aumento de B-CD e HP-B- CD na
capacidade de solubilizacdo foi observado (MARAGOS et al., 2009).

Nanoparticulas poliméricas tém recebido grande atencdo como potenciais

sistemas de liberacdo controlada de farmacos pouco sollveis. Polimeros biodegradaveis
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sdo extensivamente usados no desenvolvimento desses sistemas e 0s poliésteres como
acido polilactico; o poliglicélico e seus copolimeros, como o acido poli lactico-co-
glicolico (PLGA), sdo os mais usados, considerando-se sua biocompatibilidade e
biodegradacdo. Mainardes et al. (2006) utilizaram andlise térmica para caracterizar
nanoparticulas de PLGA contendo um farmaco hidrofébico, o praziquantel. Os
resultados mostraram que o farmaco apresentou-se em estado amorfo ou em fase
cristalina desordenada de dispersdo molecular na matriz polimérica, e que o processo de
microencapsulacdo ndo interferiu na estrutura quimica do polimero e manteve a
integridade estrutural do farmaco.

Como mencionado em linhas anteriores, o praziquantel é atualmente fabricado e
administrado como uma mistura racémica. A adocdo de um método de sintese
enantiosseletiva deve, portanto, fornecer uma droga que pode ser administrada em uma
dose mais elevada, sem qualquer aumento de toxicidade ou eventos adversos
(DOENHOFF et al., 2008).

Embora tenha sido conhecido por anos que a atividade esquistossomicida
assenta principalmente no [-PZQ enquanto o outro enantibmero, designado
d-PZQ, ndo contribui para a atividade esquistossomicida, nenhum
estudo clinico em humanos relata que o ndo esquistossomicida (d-PZQ) contribui para
os efeitos secundarios conhecidos do PZQ racémico (THE SYNAPTIC LEAP, 2006).

Véarios meétodos de produzir o0 componente esquistossomicida puro
existem, porém  sdo  consideravelmente  mais caros do que  0S
de producéo racémica.

O Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropicais (TDR)
vem criando incentivos em pesquisa, desenvolvimento e inovacdo para a preparacao a
baixo custo do esquistossomicida puro, visto que oferece vantagens, como por exemplo,
manter a dose igual & do praziquantel racémico. No entanto com menor frequéncia de
tomada, menos efeitos adversos ou administracdo de dosagem maior com a mesma
frequéncia, verifica-se o mesmo perfil de efeitos adversos, porém, com uma
probabilidade de reducdo do desenvolvimento de resisténcia, bem como o
melhoramento da adeséo ao tratamento, principalmente das criancas, visto que a forma
enantiomericamente pura do Praziquantel pode diminuir o seu sabor amargo (MEYER
etal., 2009).
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A busca por vacina eficiente contra esquistossomiase mostra-se como objetivo
desejavel, tendo em vista que é um tratamento em massa, de alto nivel de protecao e que
apresenta baixo custo; porém, é ainda desafiador (MCMANUS, 1999; KATZ, 1999).

O progresso na éarea tem sido relativamente lento, mas pesquisas vém
demonstrando a capacidade de humanos adquirirem imunidade natural & infecgédo
(FILHO & SILVEIRA 2001), uma vez que a imunizagdo de animais experimentais com
cercarias irradiadas € capaz de induzir até 80% de protecdo contra uma infeccao
subsequente com parasita, considerando-se assim que seja possivel obter uma vacinacao
eficiente contra esquistossomose.

Muitos antigenos que foram identificados ha uma década continuam sendo
testados hoje como possiveis vacinas contra a esquistossomose (McMANUS, 1999;
PEARCE, 2003), assim como varias formas de obtencdo dessas vacinas, como, por
exemplo, Vacina Recombinante, Vacina DNA e Vacina Pepitideo.

Seis biomoléculas foram selecionadas pela Organizacdo Mundial da Saude como
possiveis promissoras candidatas a vacina contra a esquistossomose humana: a)
glutationa S-transferase (GST 28 quilodaltons), b) proteinas musculares paramiosina
(97 kDa), ¢) IrV-5 (62 kDa) d) além de trés antigenos de membrana; isomerase triose
fosfato (28 kDa), ) Sm23 f) Sm14. (BERGQUIST & COLLEY, 1998).

Os antigenos acima citados foram testados em animais de laboratorio e,
infelizmente, a protecdo conseguida ndo ultrapassou 60%, ou seja, houve apenas uma
reducdo da carga parasitaria (FILHO; SILVEIRA, 2001). Modelos matematicos
demonstram que uma reducdo na parasitemia de 45% seria suficiente para causar um
enorme impacto na endemia. Portanto, 0s experimentos com vacina para S. mansoni tém
induzido somente uma resisténcia parcial a infeccdo (PEARCE, 2003).

Embora o desafio de desenvolver uma vacina contra esquistossomose seja uma
tarefa dificil, os recentes avancos no campo da gendmica, forneceram dados
promissores acerca do desenvolvimento da mesma (OLIVEIRA et al., 2008). No inicio
de 2010, o Instituto Butantan encerrou o Projeto Tematico “Genoma funcional do
Schistosoma mansoni aplicado ao desenvolvimento de vacinas”, que buscava avangar o
conhecimento para o desenvolvimento futuro de uma vacina para a esquistossomose.

Essa nova abordagem € chamada de vacinologia reversa, pois permite a
concepcdo de vacinas a partir da previsdo de antigenos in silico. Das proteinas
codificadas por ferramentas de bioinformatica , 0 método realiza uma varredura em uma

grande quantidade de genes/proteinas para identificar quais tém potencial de interacao
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com o sistema imunolégico do organismo, isto €, potencial para induzir uma resposta
imune protetora. A equipe Butantan selecionou 30 genes/proteinas para investigar tal
potencial, utilizando-se de vacinas de DNA como forma de apresentagéo e apenas seis
mostraram-se com maior potencial protetor, sendo possivel aprofundar os estudos e
confirmar a protecdo para trés deles (INSTITUTO BUTANTAN, 2010).

As informacdes obtidas através dessa abordagem sdo de grande importancia para
a compreensao da biologia do parasita e para a identificacdo de um conjunto de novas
proteinas com caracteristicas que indicam um possivel potencial como candidatos
vacinais (OLIVEIRA et al., 2008). O transcriptoma também é estudado por varios
pesquisadores, porém, de forma menos abrangente (OLIVEIRA et al., 2008).

Embora alguns antigenos tenham demonstrado grande potencial, evoluindo para
ensaios clinicos, ainda ndo existe uma vacina eficaz contra a esquistossomose, sendo,
provavelmente, necessaria uma combinacdo de antigenos que induzam variados tipos
especificos de resposta imune para atingir uma protecdo elevada. O aparecimento de
linhagens resistentes ao praziquantel tem sido relatado, levantando preocupacfes com
relacdo a futura eficacia dessa Unica droga eficaz para controle da esquistossomose.
Portanto, além do desenvolvimento de novas drogas, torna-se imperativo buscar
medidas complementares & quimioterapia, e a vacinacdo é considerada a medida mais
efetiva (MCMANUS & LOUKAS, 2008).

No entanto, a vacina ndo pode ser encarada como medida Unica e definitiva,
sendo importante considerar um conjunto de fatores no controle da esquistossomiase,
como a educagdo para a saude, a engenharia sanitéria, aplicacdo em campo para o
diagnostico e busca continuada por farmacos, devendo ser implementados de maneira
racional, a fim de se obter a erradicacdo total da doenca sem 6nus para populacao ou

para o governo.

3.4 Novos farmacos

A atividade esquistossomicida demonstrada pelas imidazolidinonas, oxadiazois e
de andlogos estruturais norteiam as investigacdes na busca de novas drogas que
apresentem maior seletividade pelos alvos celulares do S. mansoni (NEVES et al., 2010;
ALBUQUERQUE et al., 2005).

Vérios derivados heterociclicos pentagonais imidazolodinénicos vém sendo
sintetizados e avaliados frente a diversas possibilidades de atividades bioldgicas, como
0 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/FZ4), que
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apresenta importante atividade esquistossomicida em estudos in vitro. Esse farmaco
teve sua estrutura quimica idealizada a partir do niridazol, farmaco que ja fez parte da
quimioterapia da esquistossomose (LIMA et al, 2001; ALBUQUERQUE et al., 2005;
PITTA etal., 2006).

A atividade esquistossomicida do LPSF/FZ4 foi avaliada por Oliveira et al.
(2004); entretanto, o farmaco apresenta solubilidade aquosa e taxa de dissolucao
extremamente baixas, que dificultam sua absorcdo e a reprodutibilidade de ensaios
farmacoldgicos e toxicoldgicos pré-clinicos. Estudos com o objetivo de melhorar as sua
solubilidade através de técnicas de complexos de inclusdo, dispersdes solidas, sistemas
multicomponentes estdo em andamento na Universidade Federal de Pernambuco
(GUEDES, 2008).

Avancos importantes na quimica medicinal vém mostrando a importancia do uso
de farmacos contendo metais de transicdo para o combate de diversas patologias, dentre
elas o cancer. Atualmente, a artrite reumatoide é tratada com medicamentos a base de
ouro, como auranofina, aurothiomalate e aurotioglucose. Porém, o uso de farmacos
contendo metal como agentes antiparasitarios tem sido muito pouco explorado
(NAVARRO, 2009)

Recentemente, foi realizado um estudo das avalia¢cdes dos antirreumaticos, tais
medicamentos apresentam potencial atividade inibitéria da enzima tiorredoxina
glutationa redutase (TGR), como base na premissa de que também é uma enzima
essencial para a sobrevivéncia do parasita S. mansoni, devendo ser um alvo chave do
farmaco para o tratamento da esquistossomose. Complexos de ouro foram identificados
para serem potenciais inibidores da TGR da esquistossomose (NAVARRO, 2009;
KUNTZ et al., 2007)

Auranofina foi o mais potente inibidor da TGR, com IC50 na gama baixa
nanomolar. Além disso, houve uma significativa diminuicdo da carga parasitaria em
camundongos infectados (KUNTZ et al., 2007).

Outra classe de compostos heterociclicos importantes por apresentarem diversas
atividades biologicas, tais como analgesico, anti-inflamatério, antibacteriano e
antiparasitario, sdo os oxadiazois.

Sayed et al. (2008) identificaram oxadiazol 2-6xidos como novos compostos
para quimioterapia da esquistossomose. Tais compostos também mostraram-se
inibidores da enzima do parasita TGR. Além disso, 0s compostos tém se mostrado de

grande interesse farmacologico por causa de sua capacidade de doar NO através da acdo
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da enzima. Portanto, o papel combinado da inibicdo da TGR e a subsequente liberacdo
de NO sdo, sem duvida, associados a matanca do parasita.

Poucos grupos de produtos de origem vegetal tém notaveis propriedades
antiparasitarias, tais como alcaloides de quinolina contra Leishmania amazonensis,
alcaloides inddlicos contra Plasmodium e Entamoeba e sesquiterpenos contra
Plasmodium. Investigacdo semelhantes com Schistosoma usando essas novas
formulacdes de drogas deve ser considerada com urgéncia (RIBEIRO DOS SANTOS et
al., 2006).

Felizmente, a artemisinina, ingrediente ativo da planta Artemisia
annua, é uma lactona sesquiterpénica e seus derivados semissintéticos, tais como di-(5)
artemeter, arteeter e artesunato, tém sido produzidos e foram reconhecidos amplamente
com efeito antimalarico, assim como apresentou atividade esquistossomicida muito boa
(DOENHOFF et al., 2008; YANG et al., 2005).

Esses compostos sdo bem tolerados e apresentam apenas pequenos efeitos
secundarios, mas 0 seu mecanismo de acdo sobre a esquistossomose ainda ndo €
totalmente compreendido. Artemisininas sdo de especial interesse porque sdo
mais ativos contra vermes imaturos do que o PZQ e a oxamniquine. Depois de ensaios
clinicos em massa, 0 Ministério da Saude Publica Chinés aprovou artemeter e
artesunato para a profilaxia da contra S. japonicum, S. mansoni e S. haematobium, uma
ferramenta adicional para controlar a transmissdo (DOENHOFF et al., 2008; YANG et
al., 2005).

Uma grande série de novos farmacos foi relatada recentemente por Vennerstrom
et al. (2002) conhecidos como ozonideos, estes provém da substitui¢do da fraccéo 1,2,4-
trioxano da artemisinina méae por uma fraccdo 1,2,4-trioxolane, como a espiro 1,2,4 -
trioxolanes e dispiro 1,2,4-trioxolanes, que apresentaram-se como excelentes
antimal&ricos e promissora atividade esquistossomicida.

Baseados nisso, Yang et al. (2005) sintetizaram uma série de ozonideos e
avaliaram a sua atividade antiesquistossomal in vivo em camundongos infectados com

S. japonicum e exibiram moderada poténcia antiparasitaria.

3.5 Quality by Design (QbD)
Estudos de pré-formulacao sdo projetados para fornecerem dados necessarios —
fisico-quimicos, fisico-mecanicos e propriedades biofarmacéuticas do farmaco,

excipientes e materiais de embalagem — que possam influenciar no desenvolvimento da
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formulagdo, no processo de produgdo, na farmacocinética, nas propriedades
biofarmacéuticas do produto acabado e na embalagem de acondicionamento escolhida
(GOPINATH, NAIDU, 2011; SOARES-SOBRINHO, et al., 2010).

O desenvolvimento de produtos na indlstria farmacéutica vem passando por
uma transformagdo com base no paradigma Quality by Desing (QbD) que se manifesta
em varios guias regulatorios (CUI, et al., 2012).

O conceito de QbD na area farmacéutica € uma abordagem sistematica,
cientifica e pré-ativa para o desenvolvimento farmacéutico, que comeca com objetivos
pré-definidos que enfatizam os produtos, a compreensdo e o controle de processo
(ENDE, et al. 2007; GARCIA, COOK, NASSAL, 2008; YU, 2008).

Além disso, o orgao governamental dos Estados Unidos que procura controlar
todos os aspectos envolvendo medicamentos no pais, Food and Drug Administration
(FDA), implementou o conceito de Quality by Design (QbD) em suas recomendacdes a
cerca de medicamentos que enfatiza que a qualidade de um produto deve ser construida
com um profundo conhecimento do mesmo (FDA, 2011). O conhecimento do produto é
um dos focos deste conceito porque as informacgdes e os conhecimentos adquiridos a
partir dos estudos para o desenvolvimento farmacéutico fornecem uma compreensao
cientifica para apoiar a criacdo de um espaco de design, o que desenvolve uma base para
a gestdo dos riscos envolvidos capazes de prejudicar a qualidade. Por esse motivo, o

QbD vem sendo muito implementado na indudstria farmacéutica (ICH Q8., 2009).

3.5.1 Caracterizacéo de Farmacos

Os farmacos possuem caracteristicas importantes que precisam ser estudadas,
como solubilidade, coeficiente de particdo, dissolucdo intrinseca, forma fisica de
apresentacdo e estabilidade. Para isto utilizam-se diversas técnicas analiticas que, em
geral, sdo especificadas na monografia de cada farmaco disponivel em compéndios
oficiais. Dentre elas, podem-se citar a analise térmica, difragdo de raios-X, técnicas
espectrométricas, microscopicas, cromatograficas, entre outras (HUANG, TONGB,
2005; NERI, et al., 2008; SOARES-SOBRINHO, et al., 2010b).

A taxa de solubilidade e de dissolugéo de insumos farmacéuticos ativos sao de
grande importancia em estudos de pré-formulacdo de produtos, principalmente para
produtos administrados por via oral. Para que ocorra a absor¢do do farmaco faz-se

necessario que suas moléculas estejam em solucdo no local de absorcdo, logo, a
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solubilidade em agua é um processo inicial de triagem de novas moléculas candidatas
a farmaco (SAXENA, et al., 2009).

No panorama atual em que 95% dos farmacos disponiveis sdo acidos ou bases
fracas, os parametros de pH e pK; serdo determinantes no processo de dissolucéo e,
portanto na absor¢do. Logo, alteragdes no pH durante a dissolugdo podem afetar
significativamente a biodisponibilidade (SACHAN et al, 2009).

Além das caracteristicas fisico-quimicas, os fatores fisiologicos e relacionados
as caracteristicas farmacéuticas influenciam na velocidade e extensdo da absorcéo,
parametros que fundamentam o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB). O
SCB divide os farmacos em classes de acordo com suas caracteristicas de solubilidade
e permeabilidade. A descoberta de substancias com alta lipofilicidade e baixa
solubilidade aquosa é um problema cada vez mais comum no desenvolvimento de
novas formulagdes administrada por via oral, visto que a maioria dos medicamentos
registrados pertence ao SCB classe Il (alta permeabilidade, baixa solubilidade) ou IV
(de baixa permeabilidade, baixa solubilidade) (LEHTO, et al., 2011; SCHAN, et al.,
2009).

A disposicdo ordenada dos &tomos presentes em um material solido cristalino
separados entre si por distancias interplanares da mesma ordem de grandeza dos
comprimentos de onda dos raios X. Uma vez determinada a estrutura cristalina, pode-
se avaliar as intra e intermoleculares, bem como a conformacdo e empacotamento das
moléculas. Por poder determinar todos esses parametros essa € a técnica mais adequada
para determinacdo de polimorfos (STORPIRTIS et al., 2011).

A denominac&o de polimorfismo, quando aplicado a sélidos, implica em cristais
constituidos de unidades estruturais localizadas em trés dimensées no espaco,
apresentando uma orientacdo particular, com forma e volume definidos, através da
configuracdo espacial dos seus atomos e moléculas, aos quais sdo necessarios para a
geracdo do cristal (VIPPAGUNTA et al., 2001).

Polimorfos cristalinos apresentam a mesma composic¢ao quimica, mas diferentes
estruturas cristalinas internas, o que leva a diferentes propriedades fisico-quimicas. As
diferentes estruturas cristalinas surgem quando a substéncia cristalina com diferentes
formas de empacotamento, gerando diferentes conformagdes. O que pode ser decorrente
da naturea do solvente, temperatura e taxa de arrefecimento. (VIPPAGUNTA et al.,
2001; GRANT E BYRN, 2004). Fato este que altera as propriedades dos farmacos
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como: solubilidade, ponto de fusdo, densidade, dureza, configuracdo do cristal,
propriedades oOpticas e elétricas e pressdo de vapor (GONZALES, 2007).

Na area farmacéutica, para avaliacdo de compatibilidade, caracterizacao térmica,
determinacdo de pureza e quantificacdo de farmacos e excipientes, tem-se utilizado
amplamente as andlises térmicas. Varios estudos descrevem a aplicacdo da
termogravimetria (TG), analise térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), na identificacdo, determinacdo de estabilidade e decomposicao
térmica de inimeros insumos farmacéuticos ativos (OLIVEIRA, et al., 2010; SOARES-
SOBRINHO, 2010; SOVIZI, 2010; TITA etal., 2010).

Ja a andlise de granulométrica tem por finalidade obter dados sobre o tamanho, a
distribuicdo e a forma das particulas. Devido a maioria dos insumos farmacéuticos
apresentarem-se sobre a forma solida, avalia-se o farmaco e os demais componentes que
serdo utilizados na formulacdo (LU, ROHANI, 2009; STORPIRTIS, et al, 2009).

A distribuicdo granulométrica do p6 afeta a producdo de medicamentos nas
etapas de mistura e enchimento dos equipamentos, além de interferir em sua
estabilidade e eficacia terapéutica. Os pds, quando apresentarem tamanhos diferentes de
particula, deverdo possuir, diferentes propriedades de fluxo e empacotamento, as quais
se correlacionam com a sua velocidade de dissolucdo, pard@metro que merece atengédo
especial, além de um controle rigorosso (AULTON, 2005; LIMA, et al., 2011).

A espectroscopia no IV € uma técnica muito importate na caracterizagdo de
fisica de farmacos solidos. Esta técnica baseia-se na exposicdo da amostra a uma
radiacdo eletromagnética de comprimento de onda na regido do infravermelho, que
induz transicOes vibracionais e rotacionais (STORPIRTIS, et al., 2011).

Na microscopia eletronica de varredura, a deteccdo dos eletrons secundarios é
responsavel pela imagem de alta resolucdo da topografia da superfiie da amostra
analisada, 0 que a torna uma técnica muito util para a caracterizagdo dos diferentes
habitos e efeitos superficiais dos polimorfos (STORPIRTIS, et al., 2011).



Material e Métodos
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4. MATERIAL E METODOS
PARTE EXPERIMENTAL I

4.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA NOVA ENTIDADE QUIMICA
3-(4-CLORO-BENZIL)-5-(4-NITRO-BENZILIDENO)-IMIDAZOLIDINA-2,4-
DIONA (LPSF/FZ4)

Por se tratar de uma nova entidade quimica (NEQ), as propriedades fisico-
quimicas do LPSF/FZ4 sdo praticamente desconhecidas. Para isso, é de suma
importancia a caracterizacdo fisico-quimica do principio ativo, pois dessa forma,
estabelece-se um padrdo de identificacdo da molécula, o que garante a qualidade,
seguranga e eficacia do farmaco, tornando-o adequado para a realizacdo de estudos de
pré-formulacdo e assim promover um desenvolvimento racional de medicamentos (ICH
Q6, 1999). Pode-se perceber a importancia da caracterizacdo do composto quando
verifica-se que diversos aspectos referentes a substancia ativa, como presenca de
diferentes formas polimorficas, impurezas, tamanhos e formatos cristalinos, textura,
propriedades de atrito do fluxo e de formacéo, entre outros aspectos, podem certamente
alterar a producdo, biodisponibilidade e estabilidade dos medicamentos e, portanto a
eficacia, seguranca e qualidade do mesmo (MAXIMINIANO; COSTA; SOUZA.,
2010).

4.1.1 Material

LPSF/FZ4 (Lote 01, 98,00%), 3-(4-Cloro-Benzil)-5-(4-Nitro-Benzilideno)-
Imidazolidina-2,4-Diona, fornecido pelo Laboratério de Planejamento de Sintese de
Farmacos da Universidade Federal de Pernambuco (LPSF/UFPE), com pureza estimada
por DSC (Calorimetria Exploratéria Diferencial). Na etapa de solubilidade foram
utilizados etanol (J.T.BAKER®), acetonitrila (J.T.BAKER®), metanol (J.T.BAKER®) e

acetona (Dinamina®) e agua destilada.

4.1.2 Sintese do Protétipo

O LPSF/Fz4 foi sintetizado pela N-alquilacdo do anel imidazolidinico

utilizando-se cloreto de 4-clorobenzila, seguido da condensacéo tipo Knoevenagel com
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4-nitro-benzaldeido (Esquema 1) obtido com rendimento de 69% e fator de retencéo (rf)
de 0,56 no sistema de solventes cloroférmio/metanol (95:5). Apresentou massa

molecular igual a 357,06 e ponto de fusdo de 224 — 226°C.

r::l-cHz@—-::l
Q N"H o /cuz@m
N
KOH , MeOH
|8 . [
\

H H
No,—~_)-cHo

CH;COOH

CH,COONa

Y

cHZQ—cl
1
o L

8

O,N

I—Z

LPSF/FZ4

Esquema 1- Rota sintética do LPSF/FZ4

4.1.3 Caracterizacao fisico-quimica

A fim de implementar o QbD para garantir a qualidade farmacéutica, este
trabalho traz métodos que garantem a caracterizagdo fisico-quimica do LPSF/FZ4 a
nivel de molécula, de particula e de aglomerado (Figura 1). Tal divisdo foi feita para
melhor entendimento das caracteristicas do prototipo, tendo em vista que as
caracteristicas dos diferentes niveis estruturais podem influenciar nas etapas do

desenvolvimento de um produto farmacéutico.
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Figura 1- Métodos utilizados na caracterizacdo do LPSF/FZ4
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4.1.3.1 Caracterizacao a nivel molecular

Espectrofotometria de absor¢éo na regido do infravermelho (1V)

O espectro no infravermelho foi obtido utilizando-se o equipamento
PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR,)
com cristal de seleneto de zinco. As amostras analisadas foram transferidas diretamente
para o compartimento do dispositivo de ATR, sendo o resultado obtido da média de 10

varreduras, de 4000 a 650 cm™, na resolucéo de 4 cm™.

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H%)

Os espectros de *H RMN unidimensional foram obtidos em um espectrometro
Varian® VNMRS-400, operando na frequéncia de 399,7 MHz, utilizando-se CDCl;
como solvente. A solucdo do protétipo (0,2 M) foi adicionada em tubos de 5 mm de
RMN, totalizando um volume de 600 puL. Como referéncia para a calibragdo do espectro
de RMN utilizou-se o tetrametilsilano, TMS (deslocamento quimico = 0). O
experimento foi realizado a temperatura de 27°C. A sequéncia de pulsos utilizada para
obtenc&o do espectro de RMN de *H foi a de pulso simples (single pulse) com pulso de
5,3 microsegundos, correspondente a 45°, tempo de aquisicdo de 2,049 s, 32 transientes,

largura espectral de 6410,3 Hz e 262 k pontos de memoria.

Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV)

Foram preparadas solugbes do LPSF/FZ4 (10 pg/mL, n=3) 98% lote 1,
utilizando como solvente acetonitrila e &gua purificada (35:65). Os espectros foram
tracados com varreduras na regido do ultravioleta na faixa entre 200 e 600 nm,
utilizando-se um espectrofotdmetro de absorcdo UV-visivel Shimadzu® para a

determinacdo do comprimento de onda especifico do protétipo.

Espectrometria de massas (MS)

O espectrometro utilizado para analisar as amostras do LPSF/FZ4 foi um
equipamento marca Shimadzu®, com ionizacdo por nebulizacdo térmica e analisador de
massas por tempo de voo (IT-TOF), sendo utilizado para diluicdo do protétipo em

acetonitrila, com scan de 80 a 300 m/z.
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Estudo de Solubilidade

Preparacao das solucdes e amostras

O teste de solubilidade foi realizado (a 25°C) com diferentes solventes (agua,
alcool etilico absoluto, metanol, acetonitrila e acetona). As amostras de LSPF/FZ4
foram solubilizadas nos solventes ja citados, ultrassonicadas por 5 min e posteriormente
filtradas obtendo-se uma solucdo saturada. Uma aliquota foi retirada dessas solugdes
para diluicdo, utilizando-se como sistema de solventes fase organica: agua purificada
(35:65 v/v) até atingir concentracdes de leitura. As amostras foram preparadas em

triplicatas e realizadas varredura na faixa de 200 a 600 nm. .

Preparacao das curvas de calibragdo

Posteriormente, prepararam-se curvas de calibracdo partindo-se de solucGes
estoque do padrao de LPSF/FZ4 (50 pg/mL). As amostras de LPSF/FZ4 foram
analiticamente pesadas e solubilizadas nos diferentes solventes. Uma aliquota foi
retirada dessas solucdes para diluicdo da mesma maneira como descrito anteriormente,
para a obtencgdo das seguintes concentragdes: 0,2, 0,5, 1 e 2 pg/mL. As amostras foram

preparadas em triplicatas e lidas no comprimento de onda de 346 nm.

Coeficiente de particéo (logP)

Com o advento da informética e consolidacdo da internet varios programas de
acesso podem ser encontrados para estimar o valor log P (Tetko, 2005). Um estudo
realizado anteriormente por Kajitani et al. (2009) constataram que a realizagdo do
calculo teorico de log P é suficiente para avaliar o seu valor. Assim, o log P de
LPSF/FZ4 foi calculado através de um dos sites que permitem esse calculo, o
Laboratério de Quimica Computacional Virtual (VCCLAB, 2012).

4.1.3.2 Caracterizacao a nivel de particula

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG)

As curvas DSC foram obtidos em Calorimetro Exploratério Diferencial da
Shimadzu® DSC-60 interligado ao software Shimadzu® TA-60WS, com atmosfera de
nitrogénio de 50 mL.min™ e razdo de aquecimento de 10°C.min™, na faixa de

temperatura de 25-300°C. As amostras foram colocadas em porta amostra de aluminio
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hermeticamente fechados com 2 mg (x 0.2) de prototipo. As determinacbes foram
realizadas em triplicata. indio e zinco foram utilizados para calibrar a escala de
temperatura e a resposta de entalpia. Para a verificacdo tomou-se como base a Equacao
de van’t Hoff (Equacgdo 1).

In (K?) _ AH® l 1 1 }
Ky R Ty T, Eqg. 1

Para a termogravimetria (TG) as analises foram realizadas por meio de
termobalanca, modelo TGA Q60, da marca Shimadzu®, em atmosfera de nitrogénio
com fluxo de 50 mL.min, sendo a massa da amostra de cerca de 3 mg (+ 0.4) de
LPSF/FZ4, acondicionadas em cadinho de alumina, na faixa de temperatura de 25-
600°C, na razdo de aquecimento de 10°C.min™*. Oxalato de calcio foi utilizado para

calibrar a escala de temperatura e a perda de massa.

Difracao de raios X (DRX)

Os difratogramas do farmaco foram obtidos no difratometro SIEMENS® (X-Ray
Diffractometer, D-5000), equipado com anodo de cobre. As amostras foram analisadas
no intervalo de angulo de 2 — 60 6 a uma velocidade de digitalizagdo de 0,02° 20/s. As
amostras foram preparadas em suportes de vidro com uma fina camada de material do

po6 sem solvente.
4.1.3.3 Caracterizacdo a nivel de aglomerado

Morfologia e analise granulométrica

A avaliacdo da morfologia dos cristais de LPSF/FZ4 foi realizada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) utilizando-se um microscépio Jeol® JSM-5900, ap6s
serem fixadas em fita de dupla face de carbono e metalizadas com ouro por 15 min
(Metalizador Baltec® SCD 050). As eletromicrografias foram obtidas em uma camara
com tensdo de excitacdo de 15 KV.

Foi utilizado um analisador de tamanho de particula Microtac® $3500, modelo de
difracdo Fraunhofer®, comprimento de onda do laser de 780 nm para a analise
granulométrica do protétipo a uma temperatura de atomizagdo de 25°C com fluxo de ar

70 mL/h. As amostras foram dispersas em agua purificada na razdo de 1 mg/mL. Esta
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dispersdo foi agitada no banho Ultrassdnico Unique® mod USC-1400% com potencia
ultrassonica 135 Watts, durante 5 mim antes de ser analisada. As analises foram

realizadas em quintuplicada.

Area superficial

A medida da éarea superficial especifica foi obtida por adsorcdo fisica de
nitrogénio sobre o p6 material, pelo método Brunauer-Emmett-Teller(BET).

Para a realizacdo do ensaio, foi utilizado um analisador de &rea superficial
ASAP2440 micrometrics®, munido do software para determinar a area superficial
(Sger). Foram pesados aproximadamente 200 mg das amostras as quais foram
desgaseificadas por 48 h a 110°C para remover qualquer material adsorvido na
superficie do material.

Foram analisadas as amostras do protétipo LPSF/FZ4 na temperatura de

atomizacéo de 160°C, com fluxo de ar de 350 mL/h.

PARTE EXPERIMENTAL I

4.2 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE DO LPSF/FZ4 E CINETICA DE
DECOMPOSICAO TERMICA SOB CONDICOES ISOTERMICAS E NAO
ISOTERMICAS

4.2.1 Material

LPSF/FZ4 (Lot. 01), 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilideno)-imidazolidina-
2,4-diona, fornecido pelo Laboratério de Planejamento de Sintese de Farmacos (LPSF),
da Universidade Federal de Pernambuco, com pureza elevada de 98% estimada por
DSC (Calorimetria Exploratdria Diferencial). Os excipientes usados foram celulose
microcristalina  (CM) (Blanver Farmoquimica Ltda®), P-ciclodextrina (BCD)
(Roquete®), polivinilpirrolidona (PVP) (Xiamem®), septrap 80 (Polissorbato) (Seppic®),
dioxido de silicio coloidal (Aerosil®) (Henkel®), laurilsulfato de sédio (LSS)
(Nuclear®), amido (Colorcon®), estearato do magnésio (Ind. Quimica Anastacio S/A®),
lactose (Pharma Nostra®).
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4.2.2 Metodologia

O fluxograma (Figura 2) apresenta o protocolo utilizado para a avaliagdo da
estabilidade térmica do LPSF/FZ4. Primeiramente, medidas de calorimetria diferencial
exploratoria (DSC) e termogravimetria (TG), somadas as investigagdo da cinética de
degradacdo térmica dinamica e isotérmica foram realizadas para caracterizacdo do
prototipo. Posteriormente para a andlise da interacdo farmaco excipiente, misturas
fisicas binarias (1:1 p/p) foram selecionadas para répida interpretacdo. A investigacao
das possiveis interferéncias responsaveis pelas alteracdes no perfil térmico do composto

foi procedida pela cinética de degradacao e analise no infravermelho.

Figura 2- Fluxograma para a avaliacdo da estabilidade térmica do LPSF/FZ4

Caracterizacdo
térmica do
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Mistura Binaria

DSCe TG
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degradacéo

4.2.2.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
As curvas de DSC para o protétipo foram obtidas por meio de um calorimetro da

marca Shimadzu®, modelo DSC-60, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50
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mL.min-1, sendo a massa das amostras analisadas em torno de 2,0 mg (x 0.2),
acondicionadas em cadinhos de aluminio, na razdo de 10°C/min, até a temperatura de
600°C. As determinagdes foram realizadas em triplicata. Realizou-se a calibragdo do
DTA e do DSC utilizando como padrdes o Indio (156,6°C + 0,3) e Zinco (419,6°C +
0,3). O fluxo de calor e entalpia foram calibrados utilizando do Indio (28,59 + 0,3 J.g-

1), sob as mesmas condic¢des das amostras.

4.2.2.2 Termogravimetria (TG)

A caracterizacdo termoanalitica através de TG foi realizada em triplicata por
meio de termobalanca, modelo TGA Q60 da marca Shimadzu®, em atmosfera de
nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™, sendo a massa da amostra de cerca de 3 mg (+
0.4) de LPSF/FZ4, acondicionadas em cadinho de alumina na faixa de temperatura de
25-600°C na razdo de 10°C/min. A calibracdo do instrumento foi verificada antes dos
ensaios empregando-se um padrdo de oxalato de calcio monoidratado, conforme norma
ASTM E1582-93 (The American Society for Testing and Materials, 1993) (ARAUJO et
al., 2006, STORPITS et al., 2009, KLANCNIK et al., 2010).

4.2.2.3 Estudo cinético de decomposicao

A investigacdo cinética de degradacdo ndo isotérmica do LPSF/FZ4 foi obtida a
partir dos dados de TG pela aplicacdo do método de Ozawa (AMERICAN SOCIETY
FOR TESTING AND MATERIALS, 1984).

Foram utilizadas razdes de aquecimento 2,5, 5,0, 7,5, 10 e 12,5° C.min-1, escala
de temperatura entre 30-600 ° C, em cadinhos de aluminio com aproximadamente 2 mg
de amostras e atmosfera dindmica de nitrogénio em 50 mL - min-1. Para o estudo
cinético isotérmico, as curvas TG foram obtidas a partir do aquecimento das amostras
até as temperaturas de 260, 270, 280, 290 e 300°C, razdo de 10°C.min™, e mantidas em
condices isotérmicas em atmosfera de N, (50 mL min™) durante o tempo necessario
para uma perda de massa 10% (+0,5) em cadinhos de aluminio com aproximadamente 6
mg de amostras. O calculo da energida de ativacédo € baseado na equacdo de Arrhenius

(Equacdo 2).

—EBg
= Aermr Eq. 2



53

Em que A representa o fator de frequéncia ou constante pré-exponencial; k a constante

de velocidade; E, € a energia de ativacdo; R a constante dos gases e T a temperatura.

4.2.2.4 Espectrometria na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando o equipamento
PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR)
com cristal de seleneto de zinco. As amostras do prototipo e das misturas droga-
excipiente analisadas foram transferidas diretamente para o compartimento do
dispositivo de ATR, sendo o resultado obtido da média de 10 varreduras, de 650 a 4000

cm™ na resolucdo de 4 cm™.
PARTE EXPERIMENTAL III

4.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO DE
DOSEAMENTO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VIS LPSF/FZ4

4.3.1 Material

4.3.1.1 Matérias-Primas e reagentes

No desenvolvimento do método analitico foi utilizado o LPSF/FZ4 padrdo de
trabalho (lote PS01) com pureza de 98%, estimada por DSC (Calorimetria Exploratéria
Diferencial) e para a validacdo da metodologia analitica foi utilizada o LPSF/FZ4
matéria-prima (lote 03) com pureza de 97% estimada por DSC, produzidos pelo
Laboratorio de Planejamento de Sintese de Farmacos, da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE- Recife, Pernambuco, Brasil). Para construgédo da curva controle foi
utilizado um Padréo de Trabalho do LPSF/FZ4 (lote PS01).

Agua ultra-purificada obtida por Milli-Q Millipore® (Milli-Q® System),
acetonitrila (Merc® e Carlo Erba®), etanol (J.T.Baker®), metanol (J.T.Baker®) foram
utilizados como solventes para a preparacdo das amostras e das curvas controle. Todos
os solventes empregados foram de grau analitico. Utilizaram-se vidrarias volumétricas

calibradas com certificado de calibragdo por lote do fabricante Satelit®.
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4.3.1.2 Equipamentos

Balanca Analitica (Bioprecisa®, modelo FA2104N), Ultrassom 1500 (Barson®),
Espectrofotdmetro UV-Visivel (Micronal®, modelo B-582), forma utilizados no estudo.
Para a reprodutibilidade foram utilizados os seguintes equipamentos: balanca analitica
(Marte®, modelo AY220), Ultrassom 2.510 (Barson®), Espectrofotdmetro UV-visivel

(Shimadzu®, modelo mini-1240).

4.3.2 Desenvolvimento do Método Analitico

Para o desenvolvimento do método como solventes de solubilizagdo do
LPSF/FZ4, testou-se a solubilidade deste composto nos solventes acetonitrila, metanol e
etanol a temperatura de 25°C. Observou-se o comportamento da NEQ em diferentes
solventes, com o0 objetivo de identificar a melhor solucdo diluente para o método
analitico desenvolvido. Foram levadas em consideracdo o poder de solubilizacdo do
farmaco, estabilidade da solucdo, e sensibilidade do farmaco frente ao comprimento de
onda utilizado. Diante disto, desenvolvimento do método seguiu-se com a realizacdo de
uma varredura no UV-Visivel de 200 a 800 nm, do padrdo de trabalho, nos diferentes
solventes propostos, objetivando-se identificar o comprimento de onda no qual o
prototipo apresentasse valor maximo de absorvancia.

Apos a identificacdo do melhor solvente e determinacdo do comprimento de
onda, foram testadas variagbes, avaliando-se 0s seguintes parametros: tempo de
sonicacdo (5, 10 e 15 min) e variacdo da concentracdo do diluente acetonitrila:dgua
(35:65, 40:60 e 45:55 (v/v)).

4.3.3 Preparacao das amostras

Foram pesadas, em triplicata, 10 mg do LPSF/FZ4 e diluidos em acetonitrila.
P6s sonicacdo durante 10 minutos, as amostras foram aferidas em baldo volumétrico
obtendo-se uma concentracao final de 100 pg/mL. Foram retiradas aliquotas da amostra
volumétrica que foram diluidas em solugdo acetonitrila: agua (35:65 v/v) obtendo-se a
concentracdo final de 6 pg/mL. As amostras foram lidas no comprimento de onda 346

nm.

4.3.4 Preparacéo da curva-controle
Foi preparada uma solucdo mae de LPSF/FZ4 com o padrdo de trabalho em

acetonitrila, com posteriores diluicdes volumétricas utilizando a solucdo acetonitrila:
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agua (35:65 v/v), para obtencdo da curva de calibragdo com as concentragdes de 2, 4, 6,
8 e 10 pg/mL.

4.3.5 Validacao do método analitico

O método foi validado seguindo parametros de linearidade, intervalo, robustez,
precisdo, exatiddo, especificidade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo de
acordo com as normas estabelecidas na International Conference on Harmonization
(ICH Q2A e ICH Q2B) e a RE 899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

A confiabilidade dos parametros estudados pode ser observada pelo coeficiente
de variacdo (CV%) ou desvio padréo relativo de uma série de medidas. Para os estudos
realizados, foi determinado um coeficiente de variagdo menor que 5 % (BRASIL,
2003). Para cada pardmetro avaliado foi realizado anélise estatistica dos resultados
obtidos, utilizando a Analise de Variancia One-Way e Two-Way e teste t Student.

O parametro seletividade foi verificado através da comparacdo do valor obtido
pela mesma analise realizada com amostras obtidas com a matéria-prima LPSF/FZ4 e
de amostra contaminada com o precursor de sintese LPSF/FZ1, uma vez que o
LPSF/FZ1 tem sua estrutura quimica muito semelhante a NEQ LPSF/FZ4.

A variacdo média do estudo foi realizada no intervalo de 33 a 166%. Foi
preparada uma solucdo mée de LPSF/FZ4 em acetonitrila com 10 minutos de agitacdo
por ultrassonicacdo na concentracdo de 100 pg/mL. Posteriores diluicdes volumétricas
foram realizadas, utilizando o sistema solvente acetonitrila:agua (35:65 v/v) para
constituicdo e analise de trés curvas auténticas nas concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10
pug/mL. Os resultados foram tratados estatisticamente, por calculo de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados. O critério minimo aceitavel do coeficiente de
correlacéo (r) é de 0,99 (Brasil, 2003).

Jé& os limites de detecgdo e de quantificacdo foram calculados pela razdo entre o
desvio padrao dos coeficientes lineares (b) das trés curvas do ensaio de linearidade pela
média dos coeficientes angulares (a) das respectivas curvas multiplicadas por 3 e 10,
respectivamente.

No pardmetro robustez foi analisada a possivel influéncia de pequenas variagdes
ocasionadas pelo tempo de agitacdo (9, 10 e 11 min) e pelo fabricante do solvente

utilizado, acetonitrila (Merck®e Carlo Erba®).
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A precisdo foi avaliada em 3 niveis: repetibilidade (precisdo intera-corrida),
precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) e reprodutibilidade (precisdo inter-
laboratorial). Na repetibilidade, 0 método foi verificado por 6 determinacgdes auténticas
a 100% da concentracdo do teste (6 pg/mL), analisadas em um pequeno intervalo de
tempo. Na precisdo intermediaria, foram realizadas analises em 2 dias diferentes com 2
analistas diferentes e a reprodutibilidade foi realizada em dois laboratoérios diferentes
em triplicata de amostras.

A exatiddo do método foi determinado ap6s o estabelecimento da linearidade e
do intervalo, sendo verificada a partir de amostras obtidas com a matéria-prima

LPSF/FZ4, em triplicata, para cada concentracao tedrica.

PARTE EXPERIMENTAL IV

4.4 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALI’TI(;O DE
DOSEAMENTO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE-DAD) DO LPSF/FZ4

4.4.1 Material

4.4.1.1 Matérias-Primas e reagentes

No desenvolvimento do método analitico, foi utilizado o LPSF/FZ4 padréo de
trabalho (lote PS01) com pureza de 98%, estimada por DSC (Calorimetria exploratoria
diferencial) e para a validacdo da metodologia analitica foi utilizada o LPSF/FZ4
matéria-prima (lote 03) com pureza de 97% estimada por DSC, produzidos pelo
Laboratorio de Planejamento de Sintese de Farmacos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE- Recife, Pernambuco, Brasil). Para constru¢do da curva controle,
foi utilizado um Padrdo de Trabalho do LPSF/FZ4 (lote PSO1).

Agua ultra-purificada obtida por Milli-Q Millipore® (Milli-Q® System),
acetonitrila (Merck® e Carlo Erba®), etanol (J.T.Baker®), metanol (J.T.Baker®) grau
HPLC, foram utilizados como solvente para a preparacdo das amostras e das curvas de
calibragdo e filtradas em membranas filtrantes de porosidade de 0,22 um Milliporee.
Utilizaram-se vidrarias volumétricas calibradas com certificado de calibracdo por lote

do fabricante Satelit®.
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4.4.1.2 Equipamentos

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu® equipado com bomba binéria
LC — 10 ADVP, auto-injetor SIL — 10 ADVP, detector UV SPD — 10 AVP, controlador
de sistema SCL — 10 AVP e forno para coluna CTO — 10 ASVP, Balanca Analitica
(Bioprecisa®, modelo FA2104N), Ultrassom 1500 (Barson®), foram utilizados no

estudo.

4.4.2 Desenvolvimento do Método Analitico

Com os dados de melhor solvente e comprimento de onda, previamente no
desenvolvimento do método analitico de doseamento espectrofotometria de UV-Vis,
deu-se continuidade ao desenvolvimento do método analitico de doseamento por
CLAE-DAD avaliando-se os seguintes parametros: temperatura do forno (variando de
25 a 80°C), fase mdvel acetonitriila:agua (60:40; 70:30), fluxo (1,0; 1,5 e 2,0 mL/min) e
volume de injecédo (10,0 e 20,0 pL).

A partir dos cromatogramas obtidos, avaliou-se a adequacdo do sistema
cromatografico através dos parametros: fator de capacidade, nimero de pratos, fator de

assimetria e resolucéo entre os picos.

4.4.3 Preparacdo das amostras

As amostras foram pesadas analiticamente, diluidas em baldo volumétrico com
acetonitrila e sonicadas por 10 min. Retirou-se da amostra uma aliquota volumétrica que
foi diluida em solugéo acetonitrila: 4gua (70:30, v/v) obtendo-se a concentragdo final de
40 pg/mL. Em seguida, as amostras, foram filtradas em membranas filtrantes de

porosidade de 0,22 um Millipore®.

4.4.4 Preparacao da curva controle

Partindo da solugdo-estoque da NEQ em acetonitrila (250 pg/mL), foram
realizadas diluicGes em fase movel acetonitrila:dgua (70:30) para obtencéo das seguintes
concentracfes: 20, 40 e 60 pg/mL. A curva-controle foi preparada diariamente e

utilizada para os calculos das concentragoes.

4.4.5 Condicdes cromatograficas
As condicdes cromatograficas definidas a partir do desenvolvimento do método

foram: coluna C18, Lichrospher®, (250 mm x 4,6 mm; 5 pm), fase movel
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acetonitrila:dgua (70:30), fluxo de 2 mL/min, detector UV 349 nm, temperatura do
forno de 40 °C e volume de injecdo de 10 pL. Como pré-requisito para validacdo de

métodos analiticos, os equipamentos e instrumentos foram qualificados e certificados.

4.4.6 Validacao do método analitico

O método foi validado seguindo parametros de linearidade, intervalo, robustez,
precisdo, exatiddo, especificidade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo de
acordo com as normas estabelecidas na International Conference on Harmonization
(ICH Q2A e ICH Q2B) e RE 899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

A confiabilidade dos parametros estudados pode ser observada pelo coeficiente
de variacdo (CV%) ou desvio padrao relativo de uma série de medidas. Para os estudos
realizados, foi determinado um coeficiente de variagdo menor que 5% (BRASIL, 2003).
Para cada parametro avaliado foi realizado anélise estatistica dos resultados obtidos,
segundo Anélise de Variancia (ANOVA) e teste t Student.

O parametro seletividade foi verificado através da comparagdo do valor obtido
pela mesma analise realizada com amostras obtidas com a matéria-prima LPSF/FZ4 e
de amostra contaminada com o precursor de sintese LPSF/FZ1, uma vez que o
LPSF/FZ1 tem sua estrutura quimica muito semelhante a NEQ LPSF/FZ4.

A variagdo média do estudo foi realizada no intervalo de 50 a 150%. Foi
preparada uma solugédo mée de LPSF/FZ4 em acetonitrila com 10 minutos de agitagao
por ultrassonicacdo na concentragdo de 250 pg/mL. Posteriores dilui¢bes volumétricas
foram realizadas, utilizando o sistema solvente acetonitrila:agua (70:30 v/v) para
constituicdo e andlise de trés curvas auténticas nas concentrac@es de 20, 30, 40, 50 e 60
Hg/mL. Os resultados foram tratados estatisticamente, por calculo de regresséo linear
pelo método dos minimos quadrados. O critério minimo aceitavel do coeficiente de
correlacéo (r) € de 0,99.

Ja os limites de deteccdo e de quantificacdo forma calculados pela razéo entre o
desvio padrao dos coeficientes lineares (b) das trés curvas do ensaio de linearidade pela
média dos coeficientes angulares (a) das respectivas curvas multiplicadas por 3 e 10,
respectivamente.

No parametros robustez foi analisada a possivel influéncia de pequenas
variagdes ocasionadas pela temperatura do forno (39, 40 e 41°C) e pelo fluxo (1,9; 2,0;
2,1 mL/min).
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A precisdo foi avaliada em 2 niveis: repetibilidade (precisdo intera-corrida),
precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas). Na repetibilidade, o método foi
verificado por 6 determinagdes auténticas a 100% da concentracdo do teste (40 pg/mL),
analisadas em um pequeno intervalo de tempo. Na precisdo intermediaria, foram
realizadas analises em 2 dias diferentes com 2 analistas diferentes em triplicata de
amostras.

A exatiddo do método foi determinado apds o estabelecimento da linearidade e
do intervalo, sendo verificada a partir de amostras obtidas com a matéria-prima

LPSF/FZ4, em triplicata para cada concentragdo tedrica.

PARTE EXPERIMENTAL V

45 DESENVOLVIMENTO DE’I\/IETODO ANALITICO DE DOSEAMENTO
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA
IDENTIFICACAO DE ISOMERO DO LPSF/FZ4

4.5.1 Material

4.5.1.1 Matérias-Primas e reagentes

No desenvolvimento do método analitico foi utilizado o LPSF/FZ4 padrdo de
trabalho (lote PS01) com pureza de 98%, estimada por DSC (Calorimetria Exploratéria
Diferencial), produzidos pelo Laboratério de Planejamento de Sintese de Farmacos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE- Recife, Pernambuco, Brasil).

Agua ultra-purificada obtida por Milli-Q Millipore® (Milli-Q® System), etanol
(J.T.Baker®), metanol (J.T.Baker®) grau HPLC, foram utilizados como solvente para a
preparacdo das amostras e filtradas em membranas filtrantes de porosidade de 0,22 pm
Millipore®. Todos os solventes empregados foram de grau analitico. Utilizaram-se
vidrarias volumétricas calibradas com certificado de calibracdo por lote do fabricante
Satelit®.

4.5.1.2 Equipamentos

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu® equipado com bomba binéria
LC — 10 ADVP, auto-injetor SIL — 10 ADVP, detector UV SPD — 10 AVP, controlador
de sistema SCL — 10 AVP e forno para coluna CTO — 10 ASVP, Balanca Analitica
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(Bioprecisa®, modelo FA2104N), Ultrassom 1500 (Barson®), forma utilizados no

estudo.

4.5.2 Desenvolvimento do Método Analitico

Com os dados de melhor solvente e comprimento de onda, previamente
determinados no desenvolvimento do método analitico de doseamento
espectrofotometria de UV-Vis, deu-se continuidade ao desenvolvimento do método
analitico de doseamento por CLAE-DAD avaliando-se 0s seguintes parametros:
temperatra do forno (variando de 25 a 50°C), fase mével metanol:dgua (75:25; 70:30,
60:40), vazao (1,0; 1,2 e 1,5 mL/min) e volume de injecdo (10,0 e 20,0 pL).

4.5.3 Preparacao das amostras

As amostras foram pesadas analiticamente, diluidas em baldo volumétrico com
etanol e sonicadas por 10 min. Retirou-se da amostra uma aliquota volumétrica que foi
diluida em solucdo metanol:agua (70:30 v/v) obtendo-se a concentracdo final de 50
pug/mL. Em seguida, as amostras, foram filtradas em membranas filtrantes de porosidade

de 0,22 um Millipore® e colocada em viels.

4.5.4 Condicdes cromatograficas

As condigdes cromatograficas definidas a partir do desenvolvimento do método
foram: coluna C18, Lichrospher®, (250 mm x 4,6 mm; particula 5 pm), fase movel
metanol:adgua (70:30), fluxo de 1 mL/min, detector UV 349 nm, temperatura do forno
de 40°C e volume de inje¢do de 20 puL. Como pré-requisito para validacdo de métodos

analiticos, os equipamentos e instrumentos foram qualificados e certificados.
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PARTE EXPERIMENTAL VI

4.6 ESTUDO DE SOLUBILIDADE DE FASES

4.6.1 Material

O LPSF/FZ4 (lote 06, teor 97%) com a pureza estimada por DSC, sintetizado
pelo LPSF da UFPE.

Para a realizacdo do diagrama de solubilidade foram utilizado os polimeros
Polivinilpirrolidona (PVP) K-30 (APSEN®); PEG 4000 (Vetec®); PEG 6000 (USP®);
Hidroxipropilmetilcelulose (Methocel K4AMCRPR, Colorcon®) e 0S
surfactantes/emulsionantes Polissorbato 80 (Tween 80, Vetec®); Laurilsulfato de Sédio
(LSS) (Vetec®) e Monoestearato de Polioxietileno 40 (Myrj 52%) (Spectrum®).

Também foi utilizada agua purificada obtida pelo sistema de osmose reversa
(Gehaka®) na preparagdo das amostras para a anélise de doseamento.

4.6.2 Diagrama de solubilidade de fases

Para realizacdo do diagrama de fases aplicou-se a metodologia sugerida por
Higuchi e Connors (1965) com modificagdes. O estudo foi realizado em triplicata, a
temperatura de 25 + 2°C. Em tubos de ensaio de 20 mL adicionou-se excesso do
LPSF/FZ4 (~10mg), e posteriormente 5 mL de solucdo aquosa dos carreadores em
concentracdes crescentes (0 %, 0.1 %; 0.5 %, 1 %, p/v).

As misturas foram agitadas em banho com &gua (Banho Dubnoff, Nova Etica®)
durante 24 horas. Posteriormente, as suspensdes foram filtradas em filtros de nylon com
poros de 0.48 um e quantificadas em espectrofotometro de UV-Vis (Modelo B582,
Micronal®), no comprimento de onda de 346 nm, utilizando o método previamente

validado.

4.6.3 Determinacao da energia livre de Gibbs
Os valores de energia livre de Gibbs (AG’) foram calculados para cada carreador

nas concentracOes testadas de acordo com a equacao 3:

Sc
AG = —2303RT.log—
950 Eq. 3
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Onde, R é a constante universal dos gases perfeitos (8.314472 J. K. mol™), T é
a temperatura em Kelvin, Sc é a solubilidade do LPSF/FZ4 numa determinada

concentracdo do carreador e So € a concentracdo do LPSF/FZ4 em &gua na auséncia de

carreador, ambos em pg/mL.



Resultados e
Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
PARTE EXPERIMENTAL |

5.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA NOVA ENTIDADE
QUIMICA: 3-(4-CLORO-BENZIL)-5-(4-NITRO-BENZILIDENO)-
IMIDAZOLIDINA-2,4-DIONA (LFPS/FZ4)

5.1.1 Espectrometria na regido no infravermelho (1V)
O espectro na regido IV do LPSF/FZ4 (Figura 3) apresenta picos caracteristicos

principalmente com relacdo as bandas tipicas das amidas que representam o anel
imidazolico presente na molécula, que sdo representadas pelas bandas devido as
vibracOes de deformacdo axial de C=0O que absorve no comprimento de onda de 1685
cm™ (banda de amida 1), bem como uma banda de deformacdo angular N-H bastante
aguda em 1661 cm™ (banda de amida I1). Segundo dados na literatura, a presenca do
anel imidazolidinénico, confere, além da atividade anti-helmintica, outras propriedades

bioldgicas (OLIVEIRA et al, 2008).

Figura 3- Espectro na regido do Infravermelho do LPSF/FZ4
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Além das bandas de deformacéo axial de C-H préximos 3185 cm™ resultante de
vibragbes dos aromaticos presentes na molécula, somada as bandas de deformacéao
angular fora do plano das ligagdes C-H dos anéis que aparecem em 991 cm™. A banda
referente a 2945 cm™ é relativa & deformacéo axial assimétrica e simétrica de C-H do
metileno.

O grupo nitro é considerado parasitoforico devido a sua favoravel contribuicéo
para a atividade antiparasitaria. Segundo Oliveira et al (2004), a presenca deste grupo
em derivados imidazolidina-2,4-dionas conferiu melhor atividade esquistossomicida,
como observado no LPSF/FZ4, portanto é fundamental a identificacdo de bandas no
espectro de IV que caracterizacdo a presenca do grupo NO, Observou-se ainda banda
caracteristica de N-H em 3185 cm™.

Foi possivel observar que as posicdes das bandas de deformacdo axial
assimétrica e simétrica de NO, ocorreram em 1543 cm™ e 1342 cm™ respectivamente.
Devido as interacdes entre as frequencias de deformacao angular fora do plano de NO, e
do C-H do anel. As bandas de baixa frequencia sdo de pouca importancia na
identificacdo do padrdo de substitui¢do do anel.

Encontramos ainda na regido de 1087 cm™ a vibragdo de deformacéo axial
referente a ligacdo Cl-benzeno. O padrdo de substituicdo dos anéis aromaticos sao
melhor evidenciados no espectro de RMN’H, devido a posicao dos deslocamentos dos

hidrogénios dos mesmos, corroborando a posi¢éo para.

5.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN’H)

O espectro de RMN’H do LPSF/FZ4 apresentou um singleto em ¢ 11, 229
provenientes do proton N-H do anel imidazolina. Os hidrogénios dos aromaticos
apresentarm deslocamentos quimicos na faixa de & 7,3 — 8,2 na forma de quatro
dubletos, o que confirma a posicdo para dos seus sibstituintes: os protons observados
em campo baixo sdo referentes ao anel substituido com o grupo nitro devido ao seu

efeito mais acentuado de desbilndagem (Figura 4).
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Figura 4 — Espectro de RMN’H do LPSF/FZ4
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Apesar dos avancos nas técnicas espectrométricas empregadas na elucidacéo
estrutural, notadamente em ressonancia magnética nuclear, existem muitos casos em
que a elucidacdo completa ndo se da de maneira inequivoca. Dessa forma, a obtencéo do
monocristal da molécula da substancia organica, passa a ser a etapa determinante da
elucidacdo estrutural. Adicionalmente, a obtencdo de monocristais se faz necessaria
também para a obtencéo da estrutura tridimensional cristalina (CUNHA, 2008).

A difracdo de raios X de monocristais € o principal método para determinar a
configuracdo absoluta de uma molécula e tais resultados fornecem parametros
estruturais tridimencionais precisos e confiaveis (DESCHAMPS., 2010), podendo
relacionar estrutura-atividade dos farmacos que sdo pré-requisitos para o projeto
racional de medicamentos (BARREIRO., 1996).

A figura 5 mostra a conformacéo cristalografica do LPSF/FZ4 onde descreve a
orientacdo relativa dos trés fragmentos planares, o grupo imizalidindnico (A),
nitrobenzeno (B) e clorobenzeno (C), representando assim a identidade da molécula,
pois apenas ela apresenta-se com essa seqiiéncia de atomos ligados. Os dado
cristalograficos estdo apresentados nas tabelas 2 e 3.
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Figura 5 - Representacdo ORTEP-3 da molécula do LPSF/FZ4

Tabela 2. Distancias e angulos das interac6es de hidrogénio

C15 -H15 C15 ..02 H15 .02 C15 -H15 ..02 (*)
0.930(3) 3.265(4) 2.403(2) 154.11(2)
N2 -H1 N2 .02 Hl .02 N2 -H1 ..02 (*)
0.860(2) 2.841(3) 2.021(2) 158.95(1)
Cl11 -H1l Cll ..03 H1l ..03 Cll -H1l ..03 (**)
0.930(3) 3.350(5) 2.555(3) 143.78(2)

Operadores de simetria :

*) (1-x, -y, 1-2)
(%) (x+1/2, -y+1/2+1,2-1/2)
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Tabela 3. Principais dados cristalogréficos da LPSF/FZ4

Ci7H12CIN3 Oy Dy=1.499 Mgm

M, = 357.75 Fooo =736

Monoclinic, P2;/n Mo Ka radiation A = 0.71073 A
a=17.9881 (9) A 0 =1.0-27.5°

b = 4.47660 (10) A H=0.27mm*

¢ =19.8120 (10) A T=293 (2) K

B = 96.627 (2)° 9157 reflexdes usadas na determinacgao da

cela
V =1584.71 (12) A® 0.41 x 0.21 x 0.18 mm
Z=4 R[F? > 26(F%)] = 0.064
3519 reflexdes independentes 226 parametros refinados
2479 reflexdes com | > 26(1) S=1.08

5.1.3 Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV)

Uma vez que diferentes substancias tém diferentes padrdes de absorcdo, a
espectrofotometria permite-nos, por exemplo, identificar substancias com base no seu
espectro. Para o LPSF/FZ4 a varredura espectrofotométrica por absorcdo ultravioleta
mostrou absorvancia maxima em 346 nm no qual esta relacionada com os tipos de
ligacOes da espécie quimica. A absorvancia em 346 nm é atribuida a dois tipos de
transicOes eletrdnicas diferentes n-n* ¢ n-n*, correspondentes as carbonilas das amidas
e a presenca dos grupos funcionais insaturados, respectivamente. A soma destas

absorvancias leva ao aparecimento de regides de absor¢éo no UV.

5.1.4 Espectrometria de massas (IT-TOF)

A figura 6 mostra que o LPSF/FZ4 sofre ionizagdo negativa, pois foi mais eficaz
em evidenciar o real pico majoritario do prot6tipo, sendo observado com 100% da
intensidade um pico caracteristico em 356,0254 m/z, ja que a massa molecular do
LPSF/FZ4 é 357,06 g/mol, entdo [M - 1] = 356,0254 m/z.
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Figura 6- Espectro de massas do LPSF/FZ4
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5.1.5 Solubilidade

Aplicando-se a equacdo ¢ = Abs.M™

, calculou-se a absortividade molar do
LPSF/FZ4 nos diferentes solventes. De acordo com Alves 2010, uma vez realizado o
calculo da absortividade molar do farmaco, pode-se descobrir a concentracdo molar de
qualquer amostra desconhecida solubilizada no solvente em questdo. Sendo assim,
escolheu-se a absortividade molar em acetonitrila para o calculo da solubilidade aquosa
do LPSF/FZ4, uma vez que a acetonitrila mostrou-se ideal, apresentando alto poder de
solubilizacéo do prototipo e garantiu a estabilidade da solucéo.

O uso da absortividade molar para a determinacdao da solubilidade demonstrou
vantagens dentro do limite de confiabilidade analitica, mostrou que pode ser utilizada
no setor de Desenvolvimento Analitico para facilitar o desenvolvimento de novos
métodos, investigacao de desvios de qualidade e/ou adaptagdo dos mesmos.

Os resultados obtidos (Tabela 4) fornecem informagdes importantes do
comportamento do protétipo, possibilitando a escolha dos solventes mais adequados
para a completa solubilizacdo do LPSF/FZ4 e que permitam a maxima estabilidade da

solucéo, proporcionando a quantificacdo adequada do mesmo.
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Tabela 4: Resultados experimentais para o estudo de solubilidade quantitativo do
LPSF/FZ4

Solventes Abs (médian3)  Conc Real (mg/mL) E'
Etanol 0,121 1,76 29280,4
Metanol 0,073 1,17 25352,6
Acetonitrila 0,127 2,45 22449,5
Acetona 0,112 15,0 30887,3
Agua 0,083 0,041

Abs: absorvancia; Conc Real: Concentragao real; E’: absortividade molar

O protétipo ndo apresenta alta solubilidade aquosa, devido as suas propriedades

quimicas e estruturais, como mostra a Figura 7.

Figura 7- InteracGes de hidrogénio intermoleculares do LPSF/FZ4

A conformagdo estrutural do LPSF/FZ4 apresenta fortes forgas de atragéo
interatbmica, o que permite que as moléculas se arranjem de forma que 0s grupos
hidrofébicos das moléculas permanecam voltadas para fora da rede cristalina,

diminuindo sua solubilidade em solventes mais polares.
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5.1.6 Coeficiente de particao (log P)

O log P de LPSF/FZ4 foi calculado através de um dos sites que permitem esse
calculo, o Laboratério de Quimica Computacional Virtual (VCCLAB, 2012) e foi
obtido um valor de 3, 21. Este valor indica o LPSF/FZ4 é muito soltvel em lipideos

(log P> 3) (Aulton, 2005).

5.1.7 Analise térmica

A curva de DSC realizada para a verificacdo da faixa de fusdo do LPSF/FZ4
(Figura 8) na razdo de 10°C.min™ evidenciou um pico endotérmico correspondente a
temperatura de fusdo de 230°C (+ 2°C) com um consumo de energia de 175 + 5 J.g" e
um pico exotérmico em 362°C correspondente a degradacdo, que foi confirmado pelo
curva TG. O evidente e elevado ponto de fusdo e elevada energia envolvida no
processo, corroboram com o fato da estrutura do LPSF/FZ4 ser cristalina e seus
reticulos serem mantidos por fortes forcas intermoleculares, como mostra a figura
supracitada. A curva TG apresentou uma Unica etapa de decomposi¢do em um intervalo
de temperatura entre 320 e 370°C (£ 2°C) com 60% (£3 %) de perda de massa,

demonstrando um comportamento térmico estavel até 320°C.

Figura 8 - Curvas TG e DSC do LPSF/FZ4 obtidas a 10°C/min, com massa de 3
mg, sob atmosfera de N, em fluxo de 50 mL/min
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A pureza do LPSF/FZ4 foi calculada em triplicata através da aplicacdo da
equagao de Van’t Hoff na linearizagdo do evento de fusdo, através do desvio da
linearidade do mesmo, o qual ocorre pela presenca de impurezas. Conhecendo-se 0
desvio da linearidade, pode-se inferir sobre o fator de corregédo na linearizagéo da reta.
Logo, a pureza do LPSF/FZ4 mostrou-se em torno de 98,22 % (x 0,03%), com um fator

de correcdo calculado para as impurezas de 17,12%.

5.1.8 Difragéo de raios X e MEV

O perfil difractométrico do farmaco revela a presenca de 2 picos de maior
intensidade em 6,1 e 16,01° 20, além de diversos picos secundarios de menor
intensidade em torno de 18,6 a 29,8°, evidenciando o comportamento cristalino do
LPSF/FZ4. Tal comportamento também foi observado nas fotomicrografias obtidas pelo
MEV (Figura 9), podendo-se observar a morfologia estrutural, onde as particulas se

apresentaram sob forma de agulha, o que representa um estado cristalino do farmaco.

Figura 9- Difratograma de Raios-X e Fotomicrografias do LPSF/FZ4

Intensidade

Diante do fato de que o formato cristalino do farmaco influencia na solubilidade
e velocidade de dissolucdo (NERY et al., 2008) isso confirma que LPSF/FZ4 apresenta
baixa solubilidade em &gua, o que justifica em Guedes et al. (2008) a tentativa de
aumentar a solubilidade e melhorar a biodisponibilidade com recursos técnicos, a
formagdo de complexos de inclusdo em ciclodextrina e a dispersdo molecular de

prototipos pouco soluveis.
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5.1.9 Granulometria a laser e Area superficial especifica

O gréfico de distribuicdo granulométrica do LPSF/FZ4 esta apresentado na
Figura 10, o mesmo permite determinar que a prevaléncia das particulas estdo
distribuidas no intervalo entre 10 e 100 um e que 60% das particulas apresentaram

tamanho médio de aproximadamente 63 pm.

Figura 10- Distribuicdo de frequéncia do tamanho das particulas de LPSF/FZ4
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A distribuicdo granulométrica dos insumos exerce influéncia importante em
aspectos relacionados as etapas da producédo industrial de um medicamento, como em
processos de mistura e de enchimento, assim como em sua estabilidade e eficacia
bioldgica (CURY et al., 2007).

No caso do LPSF/FZ4, depois de sintetizado o mesmo passou pelo processo de
liofilizacdo que diminuiu o tamanho de particula, como mostrou a figura supracitada,
bem como resultou no aumento da area superficial que ficou em torno de 5.2277 m2/g,
de acordo com a andlise da medida de area superficial especifica obtida por adsor¢ao
fisica de nitrogénio sobre o material, pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET).

Esse conhecimento se faz de extrema importancia, visto que estes parametros
fisicos possuem influéncia direta na solubilidade, propriedades reologicas e,
consequentemente na dissolucdo e biodisponibilidade de uma forma farmacéutica
(GUIMARAES et al., 2010).
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PARTE EXPERIMENTAL II

5.2 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE DO LPSF/FZ4 COM DIFERENTES
EXCIPIENTES E CINETICA DE DECOMPOSICAO TERMICA SOB
CONDICOES ISOTERMICAS E NAO ISOTERMICAS

5.2.1 Caracterizacao termoanalitica

A curva DSC do LPSF/FZ4 mostrou um pico endotérmico correspondente ao
evento do processo de fusdo, na faixa de temperatura de 228 a 234°C com um consumo
de energia de -178 Jg™, seguido por processo de decomposicdo. O resultado foi
confirmado pela andlise de TG e pode ser melhor visualizado através da aplicacdo da
primeira derivada (DTG), que o processo de decomposicdo térmica ocorreu em uma

fase na faixa de temperatura entre 323 e 370°C, com perda de massa de 60,85%

seguido por carbonizagédo (Figura 11).

Figura 11- DSC e TG/ DTG do LPSF/FZ4 obtidos em atmosfera de dindmica do
nitrogénio (50 mL/min) e razéo de aquecimento de 10 ° C/min
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5.2.2 Determinacéo da pureza

Devido ao LPSF/FZ4 ser até o momento um protétipo, e ndo possuir SQR ou
substancias similares, é importante a determinacdo da pureza e essa ferramenta é muito
importante para os estudos de pré-formulacdo. A pureza foi determinada através do

desvio da linearidade do evento de fusdo, o qual ocorre pela presenca de impurezas,
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calculada através da equacdo de Van’t Hoff (ICTAC, 2012). Logo, a pureza média do
LPSF/FZ4 por DSC mostrou-se em torno de 98,24% + 0,03.

Na Figura 12 observa-se um grafico denominado 1/F (T x 1/F), que mostra a
curva de temperatura de fuséo versus o inverso da fragdo fundida, normalmente uma
reta que permite a correcdo das areas parciais. A inclinacdo da reta € proporcional ao
teor de impurezas e a interseccdo com o eixo das ordenadas corresponde a temperatura
do material puro (STORPITS et al., 2009). Neste caso, 0 LPSF/FZ4 funde em 229°C e

apresenta um valor médio do teor de pureza ja descrito acima.

Figura 12- Curva DSC do LPSF/FZ4 obtida a 2°C/min e sob atmosfera dindmica de N,
de uma amostra de LPSF/FZ4 e grafico de linearizagdo de Van’t Hoff
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5.2.3 Estudo cinético de termo decomposi¢do do LPSF/FZ4

Ha& duas maneiras de conseguir os parametros cinéticos: através do método
convencional de estudo isotéermico por TG, que utiliza a equacdo de Arrhenius para
determinar estes parametros cinéticos e o estudo nao isotermico que utiliza 0 método de
Ozawa originado pela aproximacao linear com base em calculo integral da equacéo de
Arrhenius (SALVIO-NETO; MATOS., 2011, SOVIZI., 2010).

Os dados cinéticos nao-isotérmicos foram determinados pela plotagem da perda
de massa versus temperatura de cinco curvas TG em diferentes razdes de aquecimento
(Figura 13). Foi utilizado o método de Ozawa, baseando-se nos célculos da integral a

partir da equagdo da Arrhenius para obtencdo dos parametros cinéticos no inicio da
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etapa de decomposicao térmica em torno de 340-370°C do LPSF/ FZ4: Ea (energia de
ativacdo) 98,22 kd/mol, A (fator de frequencia) 5,28 x10” min™ e ordem de reacéo 1,0.

Figura 13- Curvas TG e o gréfico de Ozawa do LPSF/FZ4 obtido nas razBes de
aquecimento de 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 12,5 °C/min sob atmosfera dinamica de nitrogénio no
método ndo-isotérmico

TGA
x.
100,00} T ._""\\ D
- SRR Y cvaow
| I R - YT L m
no. ool S hEN Y a4 0w
| v .". I'.
VAL L
Lhwy LI Y ]
| _ _ . . Sl
saoal 12,5% C/min : IE. X
- 10*C fmin AT
TR
. 7,57 C/min LY
A0t ; LT N
| —— 5,0°C/min | \1_‘1 ———
—— 2,5°C/min eSEmEna
2000 ) . ) ) ) ) ) ) .
nanm F00.0a 400L00 B a0o.0a

Temperatura *C

O gréafico de Ozawa demonstra uma boa correlacdo linear entre as cinco razdes
de aquecimento (FELIX; CIDES DA SILVA; MATOQOS, 2009). As cinco curvas TG
indicam que a perda de massa entre 250 e 400°C, ocorreu em uma Unica etapa, 0 que
corrobora com a ordem de reacdo assumida de primeira ordem, uma vez que uma Unica
reacdo contribui para a perda de massa, ou seja, hd apenas uma reacao significativa
ocorrendo e ndo ¢ afetado por processos paralelos (HOWELL; RAY, 2006). Mostram
também que as curvas de TG sao deslocadas para maiores temperaturas, quando as taxas
de aguecimento aumentam (BERTOL et al., 2010, CIDES et al., 2006).

O método isotérmico usa comumente a mesma taxa de aquecimento e as
temperaturas sdo mantidas constantes na regido de interesse, ou melhor, antes do
processo de decomposicdo, como mostra a curva TG/DTG (Figura 14) para monitorar a
cinética da reacdo de decomposicdo térmica no estado sélido, portanto, o tempo de
decomposicéo é estimado para um determinado intervalo de perda de massa (ALVES et
al., 2010).

Os dados apresentados na Figuras 14 mostram as isotermas utilizadas na
determinacdo da energia de ativacdo do LPSF/ FZ4. Esta foi realizada aquecendo a

amostra a 260, 270, 280, 290 e 300°C e mantidas constantes estas temperaturas sob uma



77

atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL/min) por um tempo suficiente para a perda de
massa em pelo menos 10%. Estas curvas mostram o aumento da velocidade do processo

de termodecomposicao evidenciado através das constantes.

Figura 14- Curvas isotérmicas do LPSF/ FZ4 nas temperaturas 260, 270, 280, 290 e
300°C na atmosfera de N, (50 mL/min)
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Estas curvas foram utilizadas para obter o grafico de Int vs a reciproca da
temperatura 1/T (K ™) para o LPSF/FZ4 (Figura 15) também chamado de grafico de
Arrhenius, onde a equacdo da reta foi obtida por regressao linear (y = ax + b), para
avaliar a validade do modelo cinético, menssurar a linearidade e o coeficinete de
correlacdo (r) (RODRIGUES et al., 2005). O valor da energia de ativacdo para o
LPSF/FZ4 foi de 174,13 KJ mol™, calculada a partir do produto do coeficiente angular
da inclinacio da reta com a constante geral dos grases R (8,314 J mol™ K™).

Calculou-se a estabilidade (em dias) com base na equacdo de Arrehenius,
utilizando 25°C como padrdo de temperatura ambiente. O resultado foi um tempo
estimado de estabilidade térmica de 132 dias, ou seja, aproximadamente 4 meses para

um decaimento de 10% de massa, indicando que esta NEQ é instavel.
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Figura 15- Gréfico de Arrhenius, Intvs 1/ T, para a decomposicao térmica das
amostras de LPSF/FZ4
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5.2.4 Estudo de compatibilidade
Amostras binarias de LPSF/FZ4: excipiente na proporcdo de 1:1 p/p forma
colocados em recipientes de vidro &mbar para dar peso composto de 60 mg. Foram
adicionadas 3 mg da mistura binaria no porta-amostra de aluminio hermeticamente
fechada do DSC e submetidas as mesmas condigOes descritas anteriormente.
O comportamento das misturas binarias mostraram pequenas mudancas na forma
do pico com poucas variagbes da temperatura de fusdo, indicando auséncia de
incompatibilidade na maioria dos casos. Os dados TG e DSC obtidos no estudo de

compatibilidade estdo demonstrados na Tabela 5.
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Tabela 5: Dados termoanaliticos do LPSF/FZ4 e das misturas binarias com excipientes

Amostra Tonset T AH T onset %
re rsaore  (3.gY)  decomposicdo  decomposicéo

LPSF/FZ4 228,4 | 231,8 | -178,0 323,5 60,8
LPSF/FZ4+Amido 2254 | 229,2 -53,4 2914 49,2
LPSF/Fz4+Aerosil 220,8 | 227,1 -29,4 317,4 25,1
LPSF/FZ4+BCD 226,6 | 229,6 -61,5 315,8 43,2
LPSF/FZ4+Celulose | 2254 | 228,9 | -69,6 332,2 25,4/32,9
LPSF/FZ4+Estearato | 223,1 | 229,5 | -115,8 300,2 19,0/29,1
LPSF/FZ4+LSS 2215 | 226,2 -88,9 327,7 24,4
LPSF/FZ4+Lactose 226,4 | 2305 | -26,0 282,0 18,7/15,5
LPSF/FZ4 + 217,4 | 224,77 -44,6 313,9 25,6
Polissorbato

LPSF/FZ4+PVP - - - 321,7 16,0/35,8

Para a mistura binaria LPSF/FZ4:PVP ocorreu o desaparecimento do ponto de
fusdo do protétipo (Figura 7), isso é indicativo de uma forte interagdo, mas ndo
necessariamente correspondente a incompatibilidade. O comportamento da mistura
evidencia a missibilidade do protétipo no PVP fundido ocorrendo total solubilizacdo do
LSPF/FZ4, representada por um pico alargado e de baixa intensidade, devido a grande
variagdo dos pontos de fusdo individuais.

Na curva DSC da mistura binaria de LPSF/FZ4:Polissorbato (Figura 16), houve
uma queda considerdavel da temperatura de fusdo de mais de 10°C do inicio da
temperatura de fusdo do prot6tipo, que pode ser indicativo de ocorrencia de interacdo
protétipo-excipiente. De acordo com as curvas TG/DTG (Figura 17) o inicio da

temperatura de decomposicdo diminuiu de 323 para 313°C.
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Figura 16- Curvas DSC do LPSF/FZ4 e excipientes obtidos em atmosfera dinamica de

nitrogénio (50mL/min) e razdo de aquecimento 10°C/min
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A curva DSC da lactose mostra um pico endotérmico em 145 ° C correspondente

a perda de agua, pico exotérmico em 173°C referente a transicao cristalina, e um evento

endotérmico em 215°C correspondente ao ponto de fusdo, e logo seguida da

decomposicéo térmica (CIDES et al., 2006). Na mistura LPSF/FZ4:Lactose, observou-

se um leve retardo do inicio da temperatura de fusdo do prototipo, no entanto a curva

TG da mistura binaria (Figura 15) revelou interagdes entre o protétipo e a lactose, que

pode ser de natureza fisica. Este fato é justificado porque a curva TG (Figura 16)

mostrou a antecipacdo da temperatura de decomposicdo térmica em torno de 40°C

abaixo da degradacdo do prototipo. Tais resultados também podem ser observados em

outras aminas e amidas como glimepirida, primaquina,

glipzida e glibenclami

(SALVIO-NETO; MATOS, 2011; BERTOL et al., 2010; CIDES et al., 2006).

da

Figura 17- Curvas TG do LPSF/FZ4 e excipientes obtidos em atmosfera dinamica de

nitrogénio (50mL/min) e razdo de aquecimento 10°C/min
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O espectro na regido do IV foi usado como técnica suplementar de ordem
investigativa das possiveis interagdes quimicas entre o prototipo e 0s excipientes e para
confirmar os resultados obtidos pela analise térmica.

A Figura 18 mostra os espectros IV do LPSF/FZ4 e da mistura fisica
LPSF/FZ4:Polissorbato, a mesma mostra a presenca de bandas caracteristicas
correspondentes ao protétipo e ao excipiente. N&o ocorreu  aprarecimento e
desaparecimento de novas bandas, nem alteracdo na intensidade das bandas no
espectro, confirmando auséncia de mudanca na estrutura do protétipo ( TITA et al.,
2011). Resultado similar também pode ser observado para a mistura fisica
LPSF/FZ4:Lactose.

Figura 18 - Espectro na regido do IV das misturas fisicas 1:1 LPSF/FZ4 com
Lactose, PVP e Polissorbato 80
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As figuras 19 e 20 mostram as curvas TG da cinética de decomposi¢do sob
condi¢des isotérmicas da degradacdo do LPSF/FZ4 associado com a lactose. As
amostras foram mantidas em 200, 205, 210, 215 e 220°C para 10% de perda de massa,
representando na Figura 19 a correlagéo entre a perda de massa e temperatura, bem
como, com o0s dados do experimento e a partir do método de regressdo linear, que foi

construido o grafico de Arrhenius (Figura 20).

Figura 19- Curvas isotérmicas da mistura fisica 1:1 entre LPSF/ FZ4 e lactose em
diferentes temperaturas na atmosfera de N, (50 mL/min)
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Figura 20 - Gréafico de Arrhenius, Intvs 1/ T, para a decomposic¢ao da mistura fisica
1:1 entre LPSF/FZ4 e lactose
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A superposi¢do das curvas TG obtidas em diferentes razes de aquecimento
(2,5; 5; 7,5; 10; 12,5°C/min) para a cinética de decomposicdo sob condi¢des nédo

isotermicas (método de Ozawa) para a degradacdo do LPSF/FZ4 e lactose sdo
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mostradas na Figura 21. A Tabela 6 lista os valores dos parametros cinéticos obtidos

pelo estudo ndo isotérmico e a energia de ativacdo (Ea) e o coeficiente de correlagéo (r)
obtidos pelo estudo isotérmico.

Figura 21 - Curvas TG e o grafico de Ozawa da mistura fisica 1:1 entre LPSF/FZ4 e
lactose obtido em cinco razdes de aquecimento sob atmosfera dindmica de nitrogénio no
método n&o-isotérmico
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Tabela 6: Paramentros cinéticos obtidos pelo método nao isotérmico e Energia de

ativacéo
Amostra N&o-isotermica Isotérmica
Ea/kJmol™ A/min™ Ordem Ea/kJmol™ r
LPSF/FZ4 98,22 5,28x10’ 1,0 174,13 0,96037
LPSF/FZ4:LACTOSE 54,95 2,49x10* 1,2 148,34

Foi observado uma reducdo na Ea obtida pelo método de Ozawa do prototipo
associado com a lactose (54,95 kJ.mol™) quando comparado ao protétipo (98,22 kJ.mol’
1), da mesma forma também pode-se observar para o estudo isotermico (174,13 —
148,34 kJ.mol™), representando aproximadamente uma diferenca de 30% na energia de
ativacdo. Esses resultados confirmam a baixa estabilidade do protétipo na presenca da
lactose corroborando com os resultados obtidos no estudo de compatibilidade por
analise termica e espectroscopia na regido do IV (SALVIO-NETO; MATOS., 2011).
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PARTE EXPERIMENTAL II1

5.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO DE
DOSEAMENTO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VIS DO LPSF/FZ4

5.3.1 Desenvolvimento do método analitico

Conforme avaliagéo da solubilidade da NEQ, observou-se que esta apresenta-se
soltvel nos solventes testados - acetonitrila, metanol e etanol. Para a acetonitrila a NEQ
mostrou-se facilmente sollvel, enquanto que para os solventes metanol e etanol a NEQ
apresentou mais dificuldade em ser solubilizado além de formar facilmente precipitado
apos algumas horas de preparacdo da amostra. Estes resultados fornecem informac6es
importantes do comportamento da NEQ, o que possibilitou a escolha inicial do solvente
mais adequado para completa solubilizacdo do LPSF/FZ4 e que permita também a
méaxima estabilidade da solucdo a fim de proporcionar a quantificacdo adequada da
NEQ. Apos a escolha do solvente, foram realizadas varreduras utilizando concentraces
diferentes de acetonitrila:agua a fim de compor a solucdo diluente. A proporcao deste
sistema (35:65, 40:60 e 45:55) foi determinada de acordo com a estabilidade do
LPSF/FZ4 em permanecer soltvel por 24 h em repouso apds completa solubilizagéo.

As varreduras espectrofotométricas realizadas para verificacdo dos sistemas que
apresentavam as melhores absortividades na faixa de comprimento de onda de 200 a
800 nm demonstraram que todos o0s sistemas testados apresentam absortividade
proximo a 346 nm. Diante disto, utilizaram-se os critérios toxicidade e estabilidade,
além da proporcdo maior de dgua no sistema, o que facilita as leituras provenientes de
estudos de preparacGes de dispersdes solidas e ensaios de dissolugdo, logo optando-se
pelo sistema de diluicdo acetonitrila:agua (35:65 v/v) (Figura 22).
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Figura 22- Estrutura quimica do LPSF/FZ4 e varredura espectrofotométrica no

sistema solvente selecionado acetonitrila:agua (35:65 v/v)
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De acordo com as andlises efetuadas para determinacao do tempo de agitacdo na
preparacdo das amostras, foi possivel definir ultrassonicagdo por 10 minutos, a ser
padronizado, uma vez que este se apresentou como o mais eficiente para o método
proposto (Tabela 7). Como houve diferenca estatistica significante a nivel de 95% de
confianca entre os tempos de sonicacdo (5, 10 e 15 min), avaliou-se 0 CV% para

escolha do melhor tempo de sonicagédo, sendo o menor CV% o do tempo de 10 minutos.

Tabela 7: Resultados experimentais do desenvolvimento do método
espectrofotométrico em relacdo a tempo de ultrassonicacdo, com intervalo de confianca
de 95%, utilizando-se a ANOVA One-way

Tempo de Sonicacdo (min)  Amostral Amostra2 Amostra3 Média CV%

(Abs) (Abs) (Abs)
5 0,435 0,439 0,438 0437 047
10 0,457 0,460 0,458 0458 0,33
15 0,453 0,450 0449 0450 0,46

F calculado = 92,3939 F tabelado = 5,1432
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5.3.2 Validacdo do método analitico

5.3.2.5 Especificidade
Os resultados de exatiddo do método evidenciaram uma concordancia entre 0s
valores de absorvancia das médias obtidas para a matéria-prima pura e para matéria-

prima contaminada (Tabela 8).

Tabela 8: Resultados da Especificidade do método

Amostras Sem contaminante Com contaminante
[ 1% [ 1%
1 94,55 108,71
2 95,64 101,74
3 103,70 100,87
Média 97,96 103,77
DP 4,998 4,298
CV% 0,051 0,041

A analise estatistica através do teste t de Student comprovou a similaridade dos
resultados em um intervalo de confianca de 95%. O resultado mostra que o t calculado
(0,358) é menor que o t tabelado (4,302).

5.3.2.1 Linearidade e Intervalo

A analise de regressédo linear dos minimos quadrados apresentou um coeficiente
de correlacdo linear 0.9972, indicando linearidade dentro dos limites das concentragdes
estudadas, obtendo-se a equacgéo da reta y = 0,0559 (+ 0,00149) x + 0,1138 (+£0,00988)
(figura 23).
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Figura 23- Gréfico de linearidade do método desenvolvido
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5.3.2.2 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

De acordo com as estimativas dos limites de deteccdo e quantificacdo, o método
apresentou sensibilidade para identificar e quantificar o LPSF/FZ4, diferenciando as
leituras dos ruidos do equipamento, com valores 0,106 pg/mL e 0,354 pug/mL para os

limites de deteccdo e limite de quantificacdo, respectivamente.

5.3.2.3 Robustez

Para os pardmetros tempo de agitacdo, verificou-se estatisticamente através da
ANOVA One-Way, presumindo varidncias equivalentes, que ndo ha diferenca
significativa entre os resultados admitindo-se um nivel de 95% de confianca entre a
média das concentracdes, apresentando o F calculado de 0,135 e um F critico de 5,143.
Para o parametro marca do solvente utilizado, verificou-se estatisticamente através do
Teste t Student, presumindo equivaléncia entre as médias, que ndo ha diferenca
significativa entre os resultados admitidos a um nivel de 95% de confianga entre as

médias das concentracdes, apresentando o t calculado de 0,645 e um t critico de 4,302.
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5.3.2.4 Preciséo

O metodo desenvolvido mostrou ser preciso nos trés niveis avaliados,
repetibilidade, precisdo intermediéria e reprodutibilidade.

Na repetibilidade, os resultados obtidos apresentam um desvio padrao de 0,008 e
coeficiente de variacdo de 0,018%, abaixo do valor maximo especificado (BRASIL,
2003).

Na precisdo intermediaria, foi provado que o método é preciso para analises
feitas por analistas diferentes dentro de um mesmo dia e em dias diferentes, pois através
do tratamento estatistico utilizando ANOVA One-Way com probabilidade estatistica de

p<0,05 os F calculados para as analises foram menores do que o F critico (Tabela 9).

Tabela 9: Dados da Precisdo Intermediéria para 0 método espectrometrico

Analista Dia Dia Il

Analista 1 99,419 107,189 Test F dia

Analista 2 103,195 101,452 F calculado dia = 1,238
F critico = 9,552

Média quadratica dia = 51,412 Test F analista

Média quadratica analista = 13,099 F calculado analista = 1,491
F critico = 9,552

O método foi reprodutivo quando avaliado em laboratorios diferentes, utilizando

equipamentos diferentes. Os resultados avaliados podem ser visualizados na Tabela 10.

Tabela 10: Resultados experimentais obtidos para a reprodutibilidade

Laboratério 1 2 3 Média CV%
| 9455 95,64 100,00 96,73 2,979 F calculado = 3,1558
I 100,87 103,05 98,03 100,65 2,496 F tabelado = 7,7086

5.3.2.6 Exatidao
A exatiddo do método foi averiguada através da andlise de trés concentracdes
distintas (33, 100 e 166%), encontrando-se o0s resultados dentro dos limites

especificados (Tabela 11).
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Tabela 11: Dados referente a Exatiddo do método

Amostras 2 pg/mL % 6 ug/mL % 10 pg/mL %
1 2,15 107,84 5,90 98,47 9,830 98,30
2 2,27 113,72 5,86 97.82 9,777 97,77
3 2,16 108,49 6,22 103,70 9,686 96,86
Média 2,20 110,02 6,00 100,00 9,76 97,64
DP 0,064 3.224 0,193 3,224 0,072 0,727
CV% 2,930 2,930 3,224 3,224 0,745 0,745

Para este parametro, foi aplicado o teste t Student, o qual demonstrou que o t
calculado para cada concentracdo foi de 0.0057, 1.00 e 0.0049, respectivamente, sendo
estes menores que o t tabelado (2.776), comprovando que ndo houve diferenca

significativa entre as trés concentracdes analisadas.

PARTE EXPERIMENTAL IV

5.4 DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DE METODO ANALI'TICEO DE
DOSEAMENTO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE-DAD) DO LPSF/Fz4

5.4.1 Desenvolvimento do Método Analitico

Apos avaliacdo dos resultados preliminares, onde se considerou a resolugdo do
pico e o tempo de retencdo, a fase mdvel selecionada foi composta por acetonitrila:dgua
na proporc¢édo de 70:30, com fase estacionaria, coluna C18, Lichrospher, 250 mm x 4,6
mm; particula 5 um, justificando uma melhor resolucdo devido a ter a silica modificada
com o grupamento octadecil, visto que o composto hidrofébico se apresenta com
tendéncia a ficar mais retido (FARIA, et al., 2006).

Apos testar diferentes temperaturas para o forno (25 a 80°C) foi verificado que,
para este método, a temperatura influenciou na resolucdo do pico, sendo a temperatura
de 40°C a que se apresentou mais adequada. O fluxo e o volume de injecdo foram
fixados durante o estudo, sendo determinada a vazdo de 2 mL/min e o volume de
injecdo de 10 pL, apresentando cromatograma com tempo de retencdo de 2,246 min
(Figura 24).



90

Figura 24 - Cromatograma do LPSF/FZ4 do método cromatogréfico

desenvolvido
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Obteve-se como resultado o numero de pratos tedricos de 3179,398; fator de
cauda de 1,894 e fator de capacidade 0,000.

5.4.2 Validagdo do método analitico

5.4.2.1 Especificidade

Como resultado do teste para comprovacdo da especificidade tem-se um
cromatograma para onde contaminamos uma a amostra de LPSF/FZ4 com LPSF/FZ1 e
se podendo-se observar, que o pico do LPSF/FZ1 nédo é visto no comprimento de onda
que o método analitico foi desenvolvido, 349 nm. O LPSF/FZ1 s é detectado quando
se utiliza o comprimento de onda de 220 nm, no entanto o seu tempo de retencdo nao

sobrepde o tempo de retencdo do LPSF/FZ4 (figuras 25 e 26).
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Figura 25 - Cromatograma de analise da amostra de LPSF/FZ4 associada ao LPSF/FZ1
- parametro e especificidade
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Figura 26 - Cromatograma em 3D de andlise da amostra de LPSF/FZ4 associada ao

LPSF/FZ1 - parametro e especificidade
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5.4.2.2 Linearidade

A analise de regressédo linear dos minimos quadrados apresentou um coeficiente
de correlacao linear 0,9997, indicando linearidade dentro dos limites das concentracfes
estudadas, obtendo-se a equacgédo da reta y = 19042,2 (x161,7) x + 6994,26 (+6861,6)
(figura 27).
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Figura 27 - Gréafico de linearidade do método desenvolvido
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5.4.2.3 Limites de deteccéo (LD) e de quantificacédo (LQ)

De acordo com as estimativas dos limites de detec¢do e quantificacdo o método
apresentou sensibilidade para identificar e quantificar o LPSF/FZ4, diferenciando as
leituras dos ruidos do equipamento, com valores 0,006 pg/mL e 0,022 ug/mL para o

limite de deteccéo e limite de quantificacdo, respectivamente.

5.4.2.4 Robustez

Para o parametro tempo do forno, verificou-se estatisticamente através da
ANOVA One-Way, presumindo varidncias equivalentes, que ndo ha diferenca
significativa entre os resultados admitindo-se um nivel de 95% de confianca entre a
média das concentracdes, apresentando o F calculado de 0,026 e um F critico de 5,143.
Para o parametro fluxo, verificou-se estatisticamente através da ANOVA One-Way,
presumindo variancias equivalentes, que nao ha diferenca significativa entre os
resultados admitidos a um nivel de 95% de confianca entre as médias das

concentracdes, apresentando o F calculado de 3,742 e um F critico de 5,143.

5.4.2.5 Precisao
O método desenvolvido mostrou ser preciso nos dois niveis avaliados,

repetibilidade e precisdo intermediaria.
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Na repetibilidade os resultados referentes a sua avaliagdo estdo na tabela 12, em
que a ANVISA (BRASIL, 2003) recomenda que 0 CV% nao excedam 5%, assim, 0s

valores encontrados atendem aos limites estabelecidos.

Tabela 12: Repetibilidade do LPSF/FZ4

Amostra Area [ ]mg/mL
1 770955 40,48914
2
771079 40,49565
3
757348 39,77452
4
758153 39,8168
> 763651 40,10555
6
763596 40,10266
Média
764130,3 40,13072
bP 5951,536 0,312564
CV%
0,778864 0,778864

Na precisdo intermediaria foi provado que o meétodo é preciso para analises

feitas por analistas diferentes dentro de um mesmo dia e em dias diferentes (tabela 13),

pois atraves do tratamento estatistico utilizando ANOVA two-way (fator duplo com

repeticdo) em que o F calculado para dias foi 2,9288; para analistas 0,4410 e para a

interacdo dias e analistas o F calculado foi 0,1746; todos inferiores ao Fcritico de 10,23.

Tabela 13: Dados da Precisdo Intermediaria

Amostra 1 2 3 Meédia DP CV%

Analistal | 770595 775957 772603 773051,7 2709,01 0,350431
—
©
&) Analista 2 771627 771706 771594 771642,3 57,55287 0,007458
N Analista 1 776816 776798 770595 774736,3 3586,511 0,462933
©
o) Analista 2 774020 | 774429 774798 774415,7 389,1713 0,050254
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5.4.2.6 Exatidao

A exatiddo do método foi averiguada atraves da analise de trés concentracfes
distintas (50%, 100%, 150%), encontrando-se o0s resultados dentro dos limites
especificados (Tabela 14).

Tabela 14: Dados referente a Exatiddo do método

Amostras 20 ug/mL  Area 40 pg/mL Area 60 ug/mL  Area

1 20,9674 399241 40,4891 770955 60,6490 1154821
2 20,9992 399847 40,5235 771611 59,9279 1141089
3 20,9831 399541 40,5694 772485 60,3201 1148558

Média 20,9832 399543 40,5274  771683,7 60,2990 1148156

DP 0,0159 303,005 0,0403 7675841 03610 6874821

CV% 0,0758 0,0758 0,0994 0,0994 0,5987 0,5987

Para este parametro, foi aplicado o teste t Student, o qual demonstrou que o t
calculado para cada concentracdo foi de 8,73.10; 0,0019 e 0,2878; respectivamente,
sendo estes menores que o t tabelado (4,3026), comprovando que ndo houve diferenca

significativa entre as trés concentra¢des analisadas.

PARTE EXPERIMENTAL V

5.5 DESENVOLVIMENTO DE,METODO ANALITICO DE DOSEAMENTO
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA
IDENTIFICACAO DE ISOMERO DO LPSF/FZ4

Como base no método ja validado por CLAE-DAD, manteve-se a coluna de
octadecilsilano (C18) e modificou-se a fase mdvel para metanol:agua (70:30, v/v) a 1,0

mL/min, onde observou-se a presenca de mais de um pico no cromatograma (figura 28).
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Figura 28 - Cromatograma da matéria-prima obtido pelo método desenvolvido
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No entanto ambos 0s picos apresentaram o0 mesmo comprimento de onda quando

observada as varreduras espectrometricas correspondentes a cada um deles (Figura 29).

Figra 29 - Varreduras espectrofotometricas: (A) pico maior e (B) pico menor
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Como base na literatura, compostos imidazolidinicos podem apresentar isdmeros

Z e E, fato este que nos levou a buscar se o pico menor presente no cromatograma seria
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um isémero e ndo um contaminante, uma vez que ndo se conseguiu separa-lo por
técnicas de purificacdo como recristalizacéo.

Logo, buscou-se utilizar a metodologia analitica de dosemanento desenvolvida
em um CLAE-MS-MS a fim de comprovar a presenca de um isébmero na amostra
(Figura 30).

Figura 30 - Cromatograma obtido com o metodo desenvolvido em CLAE -MS-MS
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Com base na Figura 30, afirmar que ambos 0s picos presentes no cromatograma
pertencem a mesma substancia, uma vez que sua massa molecular é a mesma, [M -1] =
356. Logo, na amostra analisada tem-se a presenga dos isomeros Z e E do LPSF/FZ4,
sendo o pico maior o isbmero Z e 0 pico menor o isdbmero E, o qual aparece em uma
proporcao em torno de 4% comparado ao isdmero marjoritario.

O Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos possui outras
imidazolidinas no seu acervo de moléculas que apresentam também misturas de
isbmeros e através de analises mais aprofundadas ja realizadas nessa classe de
moléculas se pode afirmar que o isdbmero Z é uma configuracdo mais estavel, sendo
ent&o o isbmero majoritario (BRANDAO, 2000; SANTOS, 2005).
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PARTE EXPERIMENTAL VI

5.6 ESTUDO DE SOLUBILIDADE DE FASES

5.6.1 Diagrama de solubilidade de fases

A realizacdo de um estudo de solubilidade de fases € importante a fim analisar,
previamente, o comportamento do LPSF/FZ4 na presenca de diferentes carreadores e
principalmente verificar qual sera o incremento de solubilidade em &gua que essas
substancias proporcionaram ao composto terapéutico. Sendo assim, este estudo serve
como um indicador de quais carreadores serdo candidatos a compor a dispersao sélida.

Como ja descrito, um dos tipos de carreadores utilizados para a obtencdo de
dispersdes solidas sdo os polimeros hidrofilicos. Dentre eles, o0 PVP, o PEG e 0 HPMC
sdo muito utilizados para este fim, pois ocasionam resultados satisfatérios para o
incremento de solubilidade farmacos insoltveis ou pouco soltveis em agua. Além dos
polimeros hidrofilicos, os surfactantes/emulsionantes, também ja mencionados,
surgiram com a intengdo de proporcionar aos farmacos ou protétipos, com problemas de
solubilidade, maior biodisponibilidade quando comparada a proporcionada pelos
polimeros hidrofilicos e com a grande vantagem de evitarem a recristalizagéo.

O LPSF/FZ4 é uma NEQ inssoltvel, uma vez que sua solubilidade em &gua foi
1,12 pug/mL. Além disso, no geral, neste estudo de solubilidade de fases foi observado,
através dos resultados obtidos, que os diferentes carreadores utilizados influenciaram de
forma distinta o comportamento do LPSF/FZ4 em relacdo a sua solubilidade em agua.

A escolha dos carreadores foi feita através da analise dos seguintes parametros: a
linearidade das curvas obtidas para cada carreador, o incremento de solubilidade aquosa
proporcionado e a espontaneidade no processo de solubilizacdo da substancia a ser
analisada (no caso do estudo, do prot6tipo).

A linearidade das curvas obtidas para cada carreador € um parametro importante
a se verificar porque permite prever o comportamento da solubilidade da substancia
analisada com o aumento da concentracdo do carreador. Este parametro foi analisado a
partir do coeficiente de correlacdo (R?) de cada curva e da concentracdo do prot6tipo
dissolvido nas concentracGes de carreadores testadas. Na tabela 9, pode-se observar que
os valores de R* ficaram entre a faixa de - 0,8860 e 0,9993 o que significa que nem
todos os carreadores apresentam um incremento linear da solubilidade, tornando

impossivel prever, em alguns casos, 0 comportamento da solubilidade do LPSF/FZ4 em
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solugdo com o aumento da concentragéo do carreador. Os carreadores que apresentam
um comportamento mais previsivel e linear ao LPSF/FZ4 foram o polissorbato 80, o
LSS e o Myrj 52. Isso significa que tais carreadores proporcionaram um incremento de
solubilidade proporcional a sua concentragao.

Tabela 15: Analise do estudo de solubilidade do LPSF/FZ4 obtidos com os carreadores

a 25 °C para as concentracdes de melhor desempenho.

Carreador Coeficiente R? %o de incremento
angular (conc. carreador %)
Polimeros
PVP K-30 3,10 x 10 0,6065 403,35 (1%)
PEG 4000 2,35 x10° -0,8860 256,08 (0,5%)
PEG 6000 -4,27 x 107 0,4521 336,33 (0,1%)
HPMC -2,88 x10* -0,4664 1428,04 (0,5%)
Surfactantes
Polissorbato 80 1,65 x 10° 0,9711 5956,79 (1%)
LSS 5,60 x 10! 0,9558 2105,29 (1%)
Myrj 52 553 x 107 0,9993 1941,26 (1%)

O incremento de solubilidade proporcionado foi verificado pelo coeficiente
angular, pela solubilidade do protétipo em agua quando associado aos carreadores e
pela porcentagem de incremento de solubilidade proporcionado pelos carreadores em
relacdo ao protdtipo sozinho em agua. Como pode ser visto na Tabela 10 os coeficientes
angulares das curvas dos carreadores apresentam-se na seguinte ordem crescente de
valores: HPMC < PEG 6000 < PEG 4000 < PVP K-30 < Myrj 52 < LSS < Polissorbato
80. Essa relacdo é semelhante a ordem crescente da porcentagem de incremento de
solubilidade (PEG 4000 < PEG 6000 < PVP K-30 < HPMC < Myrj 52 < LSS <
Polissorbato 80). De acordo com esses dados, pode-se verificar que, dentre os polimeros
hidrofilicos, o HPMC proporcionou maior incremento de solubilidade aquosa ao
LPSF/FZ4 e dentre os agentes surfactantes/emulsionantes o melhor resultado foi obtido

com o polissorbato 80. Tal constatacdo pode ser confirmada pelas Figuras 31 e 32.
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Figura 31 - Curvas do diagrama de solubilidade com polimeros hidrofilicos
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Figura 32 - Curvas do diagrama de solubilidade do LPSF/FZ4 com o0s agentes
surfactantes/emulsionantes
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A espontaneidade do processo de solubilizacdo do LPSF/FZ4 foi verificada pelo
calculo da energia livre de Gibbs (AG"). Segundo Patel et al. (2008), este dado esta
diretamente relacionado ao incremento de solubilidade ocasionado pelo carreador, pois
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quanto mais negativo for AG® (AG°< 0), melhor sera o efeito solubilizante do carreador.
Conforme os resultados anteriores, 0s valores mais negativos sdo para o HPMC, dentre
os polimeros hidrofilicos, e o para o0 polissorbato 80, dentre o0s agentes
surfactantes/emulsionantes.

Além disso, os valores de AG® sdo geralmente proporcionais a concentra¢do do
agente solubilizante (PATEL et al., 2008). Como exposto na Tabela 16, os valores de
AG* foram proporcionais a concentracfes de todos os carreadores, exceto para 0 HPMC
que teve valor de AG® mais negativo na concentragédo de 0,5 % e para o PEG 6000 cujo
valor de AG® mais negativo apresentou-se para a concentracdo de 0,1 %. Tais excegOes
corroboram com os valores de R? encontrados para esses dois carreadores, 0s quais
mostram que o LPFS/FZ4 nédo apresentou melhora na solubilidade proporcional ao
aumento da concentracdo dos polimeros HPMC e PEG 6000. Para o HPMC na
concentracdo de 1 %, o valor de AG® foi positivo, evidenciando a ndo espontaneidade
do processo de solubilizacdo entre este carreador e o protétipo. Isto ocorreu
provavelmente devido a viscosidade do HPMC em &gua, ja que o polimero quando
solubilizado forma uma malha polimérica de densidade dependente da concentracao de
HPMC que dificulta a difusdo de moléculas no meio, por este motivo o HPMC néo foi
selecionado para compor a dispersdo sélida, visto que o incremento da solubilidade do
LPSF/FZ4 deve ser imediato (0 a 2h).

Tabela 16: Valores de energia livre de Gibbs (AG°=J.mol™) para o processo de
solubilizagéo do LPSF/FZ4 em meio aquoso com diferentes carreadores a 25 °C.

Carreador PVP K- PEG PEG Polissorbato .
% 30 HPMC 4000 6000 80 LSS Mryj52
0.1 207812 yocc oo 210137 301086 604989 ciibeo oo
05 207812 o000 212009 212009 TIBBOL oo e
1 346194 10051 -217537 -207305  -9738,92

7563,72 7362,37

O estudo de Guedes et al. (2011) verificou que o sistema binario LPSF/FZ4:PVP
(9:1) melhorou significativamente a taxa de dissolucdo do prot6tipo, no entanto apesar
deste aumento na solubilidade da nova entidade quimica ele ainda ndo apresenta
condigdes de solubilidade desejada para que possa ser disponibilizado na forma de

medicamento.
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6 Conclusao

Os resultados obtidos da avaliacdo fisico-quimica do LPSF/FZ4 frente a
diferentes técnicas foram de fundamental importancia, pois permitiu caracteriza-
lo do ponto de vista morfoldgico e quimico, fornecendo informacdes relevantes
sobre a qualidade da matéria-prima. A caracterizacdo baseada nos principios do
Quality by design detém informacdes importantes e permite o desenvolvimento
de medicamentos de forma racional.

O estudo do comportamento térmico por técnicas termoanaliticas, empregadas
no presente trabalho, permitiu fornecer informacdes detalhadas sobre uma nova
entidade quimica mesmo em estdgios mais iniciais 0s estudos quando da
identificacdo até o desenvolvimento de uma formulagdo. A calorimetria
exploratoria diferencial permitiu identificar o LPSF/FZ4 através de sua faixa de
entalpia de fusdo, fornecendo ainda dados quantitativos sobre sua pureza.

A comparacdo entre 0s métodos isotérmico e nao isotérmico mostrou uma boa
concordancia para os valores dos parametros cinéticos (energia de ativacdo)
demonstrando alta estabilidade térmica do protétipo. A decomposigdo cinética
ocorreu em velocidade constante, ordem um (uma unica reacdo que contribui
para a perda de massa), ou seja, ha apenas uma reacao significativa ocorrendo e
ndo é afetado por processos concorrentes.

O resultados do estudo de compatibilidade de algumas misturas binarias foram
estudados usando TG / DTG, DSC, IV e cinética de decomposicdo. Os
resultados mostraram a utilidade da analise térmica como um método rapido e
conveniente na realizacdo de uma triagem de candidatos a excipiente durante
os estudos de pré-formulacdo, porque permitiu a demonstracdo de interacfes ou
incompatibilidade droga-excipiente. Nestes estudos, foi observada possivel
interagdo do LPSF/FZ4 com a lactose, confirmada através do estudos cinéticos
(isotérmico e ndo-isotérmico) que indicaram uma diminuicdo de
aproximadamente 30% do valor da energia de ativacdo da degradacdo do
protétipo sozinho e associado com a lactose, mostrando uma diminuicdo na
estabilidade da droga.

Os métodos apresentado foram desenvolvidos e validados segundo o ICH (ICH
Q2A, 2005; ICH Q2B, 2005) e a ANVISA (RE n° 899, 2003) e apresentaram a
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confiabilidade requerida para um método analitico, apresentando-se robusto,
linear, especifico e seletivo, preciso e exato garantindo a qualidade da anélise e
assim as boas praticas de laboratdrio e fabricagéo.

No estudo de solubilidade de fases, o polimero hidrofilico e o surfactante
emulsionante que obtiveram o melhor desempenho foram o PVP-K30 e o
polissorbato 80, respectivamente. Sendo assim, estes carreadores foram

escolhidos para compor as dispersdes solidas.
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7 Perspectivas

e Obtencdo de misturas fisicas e dispersdes solidas binarias e ternarias, partindo
do(s) melhor (es) polimeros e surfactante emulsionantes definidos no diagrama
de fases;

e Caracterizacéo fisico-quimica das dispersdes solidas obtidas, utilizando técnicas
de microscopia eletrébnica de varredura, analise térmica, IV, estudo de
dissolucdo, entre outras;

e Avaliacdo da atividade esquistossomicida das dispersdes sélidas obtidas frente a
NEQ, através de estudos in vivo.

e Validar o método dessenvolvido por CLAE para identificacdo de isdmero.
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APENDICE A - Espectro na regido do Infravermelho do LPSF/FZ4.

1000

1087,7

1342,35

1500

1661,42

1685

2000
E

2500

2945,25
3000

3185,74

3500



APENDICE B —RMN’H do LPSF/FZ4
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APENDICE B - Espectro de massa LPSF/FZ4
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APENDICE C - Curvas TG e DSC do LPSF/FZ4 obtidas a 10°C/min, com massa de 3

mg, sob atmosfera de N, em fluxo de 50 mL/min.
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APENDICE D - Espectro na regi&o do IV das misturas fisicas 1:1 LPSF/FZ4 com
Lactose, PVP K-30 e Polissorbato 80
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APENDICE E- Espectro na regido do IV da Lactose, PVP K-30 e Polissorbato 80
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APENDICE F — Curvas de DSC do LPSF/FZ4 e excipientes obtidos em atmosfera

dindmica de Ng (50mL/min) e razao de aquecimento de 10°C/min
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APENDICE G - Cromatograma do LPSF/FZ4 obtido com o método desenvolvido
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APENDICE H — Artigo de revisio publicado na Revista de Ciéncias Farmacéuticas
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