e
ne~-
[~

US IMPAVIDA
v vy

0

| ¥

W/

&

|

VIR

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

AMANDA CARLA QUINTAS DE MEDEIROS VIEIRA

INCREMENTO DA SOLUBILIDADE AQUOSA DE UM NOVO DERIVADO
TIAZOLIDINICO (LPSF/GQ-130) PARA TERAPIAS ANTI-INFLAMATORIAS
UTILIZANDO A TECNICA DE DISPERSOES SOLIDAS

Recife
2013



AM2ANDA CARLA QUINTAS DE MEDEIROS VIEIRA

INCREMENTO DA SOLUBILIDADE AQUOSA DE UM NOVO DERIVADO
TIAZOLIDINICO (LPSF/GQ-130) PARA TERAPIAS ANTI-INFLAMATORIAS
UTILIZANDO A TECNICA DE DISPERSOES SOLIDAS

Dissertacdo submetida ao Programa de Pos-
graduacdo em Inovagdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito para obtencdo do grau de Mestre em
Inovacao Terapéutica.

Orientador: Prof. Dr. Pedro José Rolim Neto

Recife
2013



Catalogacao na fonte
Elaine Barroso
CRB 1728

Vieira, Amanda Carla Quintas de Medeiros
Incremento da solubilidade aquosa de um novo derivado tiazolidinico

(LPSF/GQ-130) para terapias anti-inflamatérias utilizando a técnica de
dispersdes sélidas/ Amanda Carla Quintas de Medeiros Vieira— Recife: O

Autor, 2013.

161 folhas : il., fig., tab.

Orientador: Pedro José Rolim Neto

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco,
Centro de Ciéncias Bioldgicas, Inovacéo Terapéutica, 2013.

Inclui bibliografia e anexos

1. Tiazois 2. Inflamac¢&o I. Rolim Neto, Pedro José (orientador) Il
Titulo

547.594 CDD (22.ed.) UFPE/CCB- 2013- 197




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM INOVAGAO TERAPEUTICA

Recife, 25 de fevereiro de 2013.

Dissertacdo de Mestrado defendida e APROVADA, por decisdo unanime, em 25 de fevereiro
de 2013, cuja Banca Examinadora foi constituida pelos seguintes professores:

PRESIDENTE E PRIMEIRO EXAMINADOR INTERNO: Prof Dr Pedro José Rolim
Neto
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco)

Assinatura;

SEGUNDO EXAMINADOR INTERNO: Prof2 Dr2 Maria Bernadete de Sousa Maia
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco)

Assinatura;

PRIMEIRO EXAMINADOR EXTERNO: Prof2 Dr2 Geisiane Maria Alves Presmich
(Programa Pos-Graduagdo em Produtos Naturais da Universidade Federal da Paraiba)

Assinatura;




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR
Prof. Dr. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

VICE-REITOR

Prof. Dr. Silvio Romero de Barros Marques

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

Prof. Dr. Francisco de Souza Ramos

DIRETORA DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Prof®. Dr*. Angela Maria Isidro Farias

VICE-DIRETORA DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Prof®. Dr?. Silvia Regina Arruda de Moraes

COORDENADORA DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO
TERAPEUTICA
Prof. Dr. César Augusto Souza de Andrade

VICE-COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUAQAO EM INOVAQAO
TERAPEUTICA
Prof. Dr. Luiz Alberto Lira Soares



A amavel Prof2. Suely Lins Galdino (in memoriam),
com amor e eternas saudades.



AGRADECIMENTOS

Inicialmente agradeco a Deus, inteligéncia suprema e causa priméria de todas as coisas, por
ter me dado o direito a vida;

Continuando, agradeco:

Ao meu orientador, Prof. Dr. Pedro José Rolim Neto, que me forneceu subsidios para
realizacdo deste trabalho através de apoio técnico-cientifico, amizade, confianca e
demonstragdes publicas de uma personalidade guerreira e otimista;

A minha familia, Anténio José de Medeiros Vieira (pai), Jaciara Maria Quintas de
Medeiros Vieira (mde), Caio Cézar Quintas de Medeiros Vieira (irmdo) e Barbara de
Araujo Batista (cunhada), por todo o carinho, amor, apoio moral e financeiro;

A Leandro Medeiros, pela dedicagio, serenidade, companheirismo e amor;

Aos mais novos integrantes da minha vida, Laura Quintas e Miguel Fortes, os sobrinhos
mais maravilhosos que Deus pode me conceber;

Ao meu cachorrinho, pelo amor primario e puro, além dos momentos de alegria e
descontracao;

A Cybelly Marques de Melo e André Luis Nascimento, pelo apoio imensuravel durante
todo o periodo da execucdo deste trabalho. Sem vocés eu ndo teria conseguido...!

Ao Laboratdrio de Tecnologia dos Medicamentos (LTM) pela oportunidade de realizar este
trabalho e a todos os seus integrantes, com destaque para Larissa Rolim, Lariza Alves,
Keyla Emmanuelly, Ricardo Tadeu e Caio Cezar, que contribuiram de forma direta ou
indireta na construcao deste trabalho cientifico;

A Giuseppe Trevisan Cruz, por ter auxiliado no tratamento estatistico deste trabalho;

A todos que compdem o grupo PPGIT, pela unido, forca de vontade e determinacéo
visualizada a cada dia, que inspiram a todos no caminho.

Aos professores participantes desta banca de defesa, pela atencdo dada ao trabalho e toda a
contribuicéo cientifica dispensada;

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPEs), pelo auxilio
financeiro no desenvolvimento deste projeto na forma de bolsa de estudos.



AGRADECIMENTOS

Por fim, fago um agradecimento especial aquela a quem dedico este trabalho, Prof2. Suely
Lins Galdino (in memorian). Meus sinceros agradecimentos a este anjo, que hoje tanto brilha
no céu! Que honra ter convivido por quase dois anos com ela. Quantos ensinamentos morais,
guantos momentos de alegria e, claro, quantos momentos de muito trabalho. Trabalho este
que nos preenchia, que nos trazia o sentimento de vida. Ah, quem dera se todos possuissem as
lentes da Prof®. Suely! Guardo em meu coracdo cada sorriso, cada apoio, cada abraco...
guardo comigo também um sentimento profundo de ndo poder ter dito, enquanto houve
tempo, “muito obrigada por tudo aquilo que fez em minha vida, muito obrigada por tudo o
que fez pela vida das pessoas”. Compartilho com os leitores deste trabalho o poema preferido

desta mulher guerreira, seu lema de vida, de Jodo Cabral de Melo Neto.

Tecendo a Manhé (Jodo Cabral de Melo Neto)

"Um galo sozinho ndo tece a manha:
ele precisara sempre de outros galos.
De um que apanhe esse grito que ele
e o lance a outro: de outro galo
que apanhe o grito que um galo antes
e o lance a outro; e de outros galos
que com muitos outros galos se cruzam

os fios de sol de seus gritos de galo

para que a manhd, desde uma tela ténue,
se véa tecendo, entre todos os galos.
E se encorpando em tela, entre todos,
se erguendo tenda, onde entrem todos,
se entretendendo para todos, no toldo
(a manhd) gque plana livre de armacao.
A manhd, toldo de um tecido t&o aéreo

que, tecido, se eleva por si: luz baldo".



Agir, eis a inteligéncia verdadeira. Serei 0 que
quiser. Mas tenho que querer o que for. O éxito
esta em ter éxito, e ndo em ter condicOes de éxito.
Condicbes de palécio tem qualquer terra larga,
mas onde estara o palacio se ndo o fizerem ali?
(Fernando Pessoa)



RESUMO

VIEIRA, A.C.Q.M. Incremento da solubilidade aquosa de um novo derivado tiazolidinico
(LPSF/GQ-130) para terapias anti-inflamatorias utilizando a técnica de dispersdes solidas.
2013. 160f. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brasil.

O LPSF/GQ-130 é uma tiazolidinodiona que apresentou atividade anti-inflamatoria
promissora em estudos in vivo, porém, sua insolubilidade aquosa repercute em dissolucéo
e absorcdo inadequada no organismo. Assim, este trabalho objetivou incrementar esta
propriedade atraves da técnica de dispersdes solidas (DS). A caracterizacdo quimica e
fisico-quimica do prot6tipo permitiu a confirmacdo da molécula através das técnicas
espectrométricas tradicionais, bem como a determinacdo da sua faixa de fusdo (171,3 a
176,5°C) e pureza (99,37% = 0,19), atraves da andlise térmica. A obtencdo da cinética de
degradacdo térmica ndo isotérmica elucidou sua energia de ativacdo (95,14 KJ.mol™), ordem
de reacdo (0) e temperatura de decomposi¢do térmica (238,3 a 297,4°C). Estudos preliminares
de estabilidade identificaram intensa susceptibilidade a degradacdo em condices basicas e
oxidativas. Os aspectos fisicos da NEQ envolvem estruturas cristalinas (5,5; 16,3 e 44,18°
20), de formato acicular, com didmetro médio dos aglomerados de 12,48 um. A validagdo do
método de doseamento por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) foi
realizada em coluna Cyg (25 cm x 4mm , 5um ) fase reversa, com fase mdvel composta por
acetonitrila:H,O (85:15) e fluxo de 2 mL.min™, sendo a solubilidade aquosa do protétipo
inferior ao limite de quantificacdo do método (0,0001 pg.mL™). O desenvolvimento do
método de dissolucdo apresentou o meio de pH 1,2 com 1% de lauril sulfato de s6dio como
condicdo Otima para a execucdo das analises. As dispersdes solidas foram obtidas través do
método do solvente (diclorometano), utilizando como matriz a hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC). O lote HPMCO2 apresentou incremento de 28,57 e 11% na eficiéncia de dissolucédo
(ED%) da DS binaria (120 min), em comparagdo ao LPSF/GQ-130 isolado a mistura fisica
(MF), respectivamente. A solubilidade da DS em &agua e em meio de dissolucdo foi
incrementada em 7,7x10%% e 1,99x10%%, respectivamente. A obtencdo dos sistemas ternarios
demonstrou maior ED% para a MF do que para a DS (47,45 e 44,97, respectivamente).
Assim, pode-se concluir que o método empregado na obtencdo da DS foi eficiente para a
obtencdo de DS binérias, entretanto, ndo repercutiu em melhoras para o sistema ternario.
Ambos o0s sistemas constituem matérias-primas aperfeicoadas para o desenvolvimento
tecnoldgico de formas farmacéuticas a base deste prototipo.

Palavras-chave: LPSF/GQ-130. Hidroxipropilmetilcelulose. Dispersédo sélida. Dissolug&o.



ABSTRACT

VIEIRA, A.C.Q.M. Enhancement of aqueous solubility of a new thiazolidine derivative
(LPF/GQ-130) to anti-inflammatory treatment through solid dispersion development. 2013.
160f. Dissertation (Master). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco,
Brazil.

The LPSF/GQ-130 is a thiazolidinedione which showed promising anti-inflammatory
activity in in vivo studies. However, its aqueous insolubility leads to wrong dissolution
and absorption by the body. Thus, this work aimed enhances this property trough solid
dispersion technique (SD). The chemical and physic-chemical characterization allowed
the molecule confirmation trough the traditional techniques of spectrometry, as well as
its melting range (171.3 to 176.5°C) and purity (99,37% + 0,19), by thermal analysis. The
non-isothermal kinetic of thermal degradation of LPSF/GQ-130 showed its activation energy
(95.14 KJ.mol™), its reaction order (0) and its temperature of thermal decomposition (238.3 to
297.4°C). Preliminary studies of stability showed higher susceptibility to degradation in basic
and oxidative conditions. The physical characteristics are crystalline structures (5.5; 16.3 and
44.18° 20), needle format, and agglomerates with an average diameter of 12.48 um. The
validation of assay method by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was made
in Cig (25 cm x 4mm, 5um) reverse phase chromatography column. The mobile phase was
constituted of acetonitrille:H,O (85:15) and 2 mL.min™ rating flow. The LPSF/GQ-130
aqueous solubility was below the quantification limit of the HPLC method (0.0001 pg.mL™).
The dissolution method development showed the best dissolution medium to LPSF/GQ-130
(pH 1.2 + 1% sodium laurylsulfate). The SD was obtained though solvent method
(dichloromethane), applying hydroxypropylmethylcellulose as matrix of the system. The
HPMCO02 bath enhanced 28.57 and 11% the dissolution efficiency (DE%) against pure
LPSF/GQ-130 and their physical mixture, respectively. The SD aqueous and dissolution
medium solubility was enhanced in 7.7x10°% and 1.99x10°%, respectively. The ternary solid
dispersion showed smaller DE% then its physical mixture (47.45 and 44.97, respectively).
Thus, it is possible to conclude that the solvent method did not reflect in improvement to the
ternary systems. Both systems became improved raw materials than pure LPSF/GQ-130 to the
technological development of new medicines.

Key-words: LPSF/GQ-130. Hydroxypropylmethylcellulose. Solid dispersion. Dissolution.
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1 INTRODUCAO

O processo inflamatério consiste na primeira linha de defesa dos organismos vivos a
estimulos lesivos exdgenos ou enddgenos, o qual possui grande complexidade, dinamismo e
coordenacdo (RODRIGUEZ-VITA; LAWRENCE, 2010). Entretanto, em algumas situacdes
pode haver exacerbacdo e prolongamento deste por falhas nos mecanismos de controle
fisiologico, que podem evoluir e provocar danos em diversos 6rgdos e doengas cronicas
(TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2005). O tratamento atualmente empregado para esta
condicdo gira em torno do emprego de medicamentos anti-inflamatdrios nao-esteroidais
(AINES) e esteroidais (corticosteroides).

Embora figurem entre os medicamentos mais prescritos em todo o mundo (SOUZA et
al., 2012), nos ultimos anos tem sido questionada a seguranca do uso de AINES e esteroides
em decorréncia dos efeitos colaterais marcantes provocados, sobretudo na sua utilizacdo
cronica (BATLOUNI, 2010). Este cenario conduz diversas pesquisas para a busca de novas
opcOes terapéuticas anti-inflamat6rias com principios ativos eficazes, mais especificos e que
acarretem menos efeitos adversos (SANTQOS, 2009).

O receptor ativador da proliferacdo dos peroxissomos (PPAR) foi recentemente
identificado como um novo alvo bioldgico para a terapéutica anti-inflamatéria, onde
demonstrou regular a homeostase do processo inflamatério através de um mecanismo
diferente daquele realizado pelos farmacos disponiveis no mercado, sobretudo em resposta a
atividade agonista de tiazolidinadionas (OXER, 2008). Neste sentido, o Laboratério de
Planejamento e Sintese de Farmacos da Universidade Federal de Pernambuco — LPSF/UFPE,
sintetizou um novo derivado tiazolidinico, LPSF/GQ-130, que demonstrou, através de estudos
in vivo realizado em camundongos, resultados promissores e baixa toxicidade aguda
(SANTOS et al.,, 2005), mostrando-se como potente candidato para obtencdo de um
medicamento inovador.

No entanto, a baixa solubilidade aquosa desta nova entidade quimica (NEQ) representa
um entrave tecnoldgico critico, pois proporciona problemas de absorcdo no trato
gastrointestinal e consequentemente biodisponibilidade inadequada para sua agdo terapéutica.
Neste sentido, uma das mais tradicionais abordagens para o incremento da biodisponibilidade
de farmacos com essa caracteristica se da através do aumento da velocidade e taxa de

dissolugdo pela formacéo de dispersées sdlidas (DS) (ALVES, 2010).

VIEIRA, A. C. Q. M. Incremento da solubilidade aquosa de um novo derivado tiazolidinico (LPSF/GQ-130) para terapias
anti-inflamatorias utilizando a técnica de dispers6es solidas.



29

Para tanto, a obtencdo destes sistemas deve ser subsequente a realizacdo da carta de
identidade do protétipo a partir da sua caracterizagdo quimica e fisico-quimica, além de
estudos que direcionem quesitos de estabilidade (RODRIGUES et al., 2005; SOARES, 2011)
e o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos capazes de fornecer informacGes
precisas sobre o prototipo e seus sistemas. Estes itens possuem o intuito de obter as
especificacbes necesséarias para o desenvolvimento racional de uma forma farmacéutica,
tornando-a viavel para os estudos clinicos posteriores e para a possivel insercdo de um

medicamento inovador no mercado farmacéutico nacional.
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O BJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

o Incrementar a solubilidade aquosa da nova substancia LPSF/GQ-130 através da

técnica de dispersoes sélidas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o LPSF/GQ-130 através de ensaios quimicos e fisico-quimicos;

e Desenvolver e validar método analitico por CLAE para doseamento do LPSF/GQ130
isolado;

¢ Desenvolver e validar método de dissolucdo para o LPSF/GQ-130 ;

e Desenvolver sistemas binarios e ternarios de dispersdes solidas utilizando carreadores
hidrofilicos e tensoativos;

e Caracterizar os sistemas obtidos através das seguintes técnicas: andlise térmica,
solubilidade em meio de dissolucdo, solubilidade em agua, perfil de dissolucdo, eficiéncia de

dissolucdo e espectrometria de absorcao na regido do infravermelho.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 INFLAMACAO

A inflamacéo constitui 0 mecanismo central de reparacdo dos tecidos apds a ocorréncia
de um dano, seja ele de natureza quimica, fisica ou biologica (TLASKALOVA-
HOGENOVA, 2005; ABBAS et al.,, 2008). Iniciado pela fase aguda (com duragéo de
aproximadamente trés dias), de carater ndo imunoldgico, o processo inflamatorio atrai células
ativadas do sistema fagocitico e macréfagos teciduais para o local da lesdo, as quais secretam
histamina, serotonina e citocinas. Este ltimo grupo de mediadores da inflamacao atraem para
o foco inflamatério, através de um processo auto-regulatério, mondcitos e neutrofilos
(VOLTARELLI, 1994).

A inflamacdo cronica, com duracdo de semanas, meses e até anos, possui carater
imunolégico e produz e libera outros mediadores quimicos para o local afetado, responsaveis
pelas caracteristicas da area inflamada. Dentre esses mediadores, encontram-se a histamina,
0s metabolitos do &cido araquiddnico, o fator de ativacdo plaquetaria, a bradicinina, o 6xido
nitrico (NO), os neuropeptideos e diferentes citocinas (COUTINHO et al., 2009). As citocinas
permanecem regulando a agdo celular de todo o processo inflamatdrio, tanto favorecendo a
aderéncia leucocitaria ao endotélio, quanto atraindo e ativando células inflamat6rias moéveis
(BOTTING, 2006), além de ativar o fator de transcricdo NF-kB (nuclear factor kappa ), que
é responsavel pela resposta celular a estimulos exdgenos e enddgenos (ZHANG, 2008).

Neste processo, 0 NO permite 0 aumento da permeabilidade vascular devido a sua
potente acdo vasodilatadora, além de regular o recrutamento de leucécitos e exercer acdo
citotoxica contra micro-organismos (ABBAS et al., 2008); ja os metabdlitos do acido
araquidoénico, via de maior impacto na geracdo das caracteristicas inflamatorias, sdo
responsaveis por exacerbar o edema e promover dor, calor e rubor no local da lesdo
(COUTINHO, 2009). Estes metabolitos sdo produzidos a partir da ativacdo da enzima
fosfolipase A2 em resposta a injuria, que hidrolisa os fosfolipidios de membrana, liberando
acido araquidénico para o citoplasma. Este substrato, por sua vez, sofre a acdo de duas vias
enzimicas: a via das ciclooxigenases (COXs) e a via das lipooxigenases (LOXs)
(BATLOUNI, 2010), produzindo assim seus metabdlitos.

Particularmente, a via das COXs & responsavel pela sintese da prostaglandina (PG) H,
(PGH,), a qual estimula a formac&o de diversas outras PG e prostaciclinas, como PGl,, PGD,,

PGE,, PGF,, além do tromboxano A, (TXA,). Nesta via, existe a atuacdo de duas isoformas
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de COX: a ciclooxigenase 1 (COX-1), constitutiva, presente na maioria dos tecidos e
essencial para manutencdo do estado fisiolégico normal de muitos tecidos; e a ciclooxigenase
2 (COX-2), que se expressa naturalmente nas células vasculares endoteliais normais e nos
outros tecidos corporeos € produzida por inducdo do processo inflamatorio, mediante aumento
das concentragdes séricas de citocinas, endotoxinas e fatores de crescimento. Ja a via das
LOXs produz principalmente leucotrienos (LT) e lipoxinas (FITZGERALD, 2004). A agdo
inflamatdria dos principais mediadores produzidos pela via do acido araquidénico pode ser

visualizada no Quadro 1.

Quadro 1 — Acdo inflamatéria dos principais metabdlitos do &cido araquidbnico envolvidos no processo
inflamatdrio.

Mediador Quimico Acéo Inflamatéria
Acdo vasodilatadora; Exacerbacdo de edema; Promocao de hipersensibilidade
PGE, . . .
a estimulos dolorosos; Envolvimento da patogenia da febre;
Acdo vasodilatadora; Exacerbacdo de edema; Envolvimento na patogenia da
PGD,
dor e da febre;
PGE Acéo vasodilatadora; Exacerbacdo de edema; Envolvimento na patogenia da
20

dor e da febre;

Acdo vasodilatadora; Potencializacdo dos efeitos quimiotaticos; Aumento da
PGI, permeabilidade de outros mediadores. Estimulo dos nociceptores, reduzindo o
limiar da dor; Provoca sensibilizagdo periférica.

TXA, Aumenta interacao entre leucécitos e plaquetas.

Exerce atividade quimiotatica para leucdcitos, eosinofilos e mondcitos;
LTB, Promove a producdo de superdxidos, que contribuem para os danos teciduais
da inflamacdo; Inibe formag&o de edema.

LTC, Aumento da permeabilidade vascular; Provoca vasoconstricgao.
LTD, Aumento da permeabilidade vascular; Inibe vasoconstricc¢ao.
LTE, Aumento da permeabilidade vascular;

Fonte: autoria propria (Baseado nos textos de COUTINHO, 2009; BATLOUNI, 2010; SOUZA et al., 2012;
SANTOS, 2009).

Deste modo, o processo inflamatorio apresenta-se como mecanismo natural e essencial
para manutencdo da integridade dos organismos frente as constantes e inevitaveis agressoes a
gue estdo expostos. No entanto, por vezes este processo perde o equilibrio com as outras
funcdes celulares (BARRETO et al., 2011), manifestando-se de modo desorganizado. Assim,
o0 lado negativo da inflamagé&o € viabilizado, promovendo uma série de desordens que podem
evoluir e provocar danos em diversos 6rgdos, bem como doencas cronicas (TLASKALOVA-
HOGENOVA et. al., 2005), tais como: asma, artrite reumatdide, esclerose mudltipla,
osteoartrite, lUpus eritematoso, psoriase e aterosclerose (SANTOS, 2009). Além destas, ha os
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eventos inflamatdrios crénicos subclinicos, também conhecidos como inflamacdo sistémica
de baixo grau, que estdo ligados a uma série de desordens metabdlicas, proporcionando
aumento de risco para doencas cardiovasculares e diabetes tipo Il na obesidade,
particularmente nos casos de adiposidade visceral (FANTUZZI, 2005).

Neste contexto, o uso de medicamentos anti-inflamatorios torna-se imprescindivel para
cessar o evento inflamatorio descontrolado, visando ndo comprometer a vitalidade dos tecidos

envolvidos e oferecer uma melhor qualidade de vida aos pacientes portadores dessas doencas.

3.2 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS

3.2.1 Anti-inflamatoérios Classicos

A classe de farmacos anti-inflamatérios figura dentre os grupos mais amplamente
prescritos na pratica clinica em todo o mundo. O investimento global para o tratamento da dor
em 2009 alcancou 50 bilhdes de ddlares, dos quais 27 bilhGes foram investimentos das sete
maiores economias mundiais da época, a saber. EUA, Franca, Japdo, Alemanha, Italia,
Espanha e Reino Unido (MELNIKOVA, 2010). Segundo Inotai e colaboradores (2010), o
aumento do consumo de determinados farmacos anti-inflamatdrias aumentou de 2,07 a 325%,
em um estudo realizado em seis paises europeus, no periodo de 2002 a 2007. No Brasil, o
diclofenaco de potassio alcancou o primeiro lugar na venda de farmacos na indudstria
farmacéutica, no ano 2000. Esta informacéo é confirmada por estudos sobre o uso da droga no
pais, em que os AINEs obtiveram um dos melhores lugares no ranking dos medicamentos
mais utilizados pela populagdo (RIBEIRO; SERVALHO; CESAR, 2006).

As terapias anti-inflamatdrias classicas sdo baseadas na inibicdo da COX, sendo seu
grupo farmacoldgico denominado de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), ou através
da inibicdo da expresséo génica da COX-2, mediante uso de corticoides, também conhecidos
como anti-inflamatorios esteroidais. Ambas as vias previnem a geracdo de prostaglandinas e,
no caso dos corticdides, ocorre inibigdo da expressdo da fosfolipase A2, blogueando, portanto,
toda a cascata do acido araquiddnico (SOUZA et al., 2012).
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3.2.1.1 Anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES)

Os AINEs constituem um grupo de farmacos que compartilham uma variedade de
atividades farmacologicas e efeitos colaterais. Esta classe de farmacos possui ampla gama de
indicacdes terapéuticas, tais como: antipirética, analgésica, anti-inflamatéria e profilaxia de
doencas cardiovasculares (DUBOIS et al., 1998). Sua acdo analgésica é indicada para o alivio
da dor leve e moderada (EBELL, 2004). J4 no campo da acao anti-inflamatoria, sdo utilizadas
no tratamento da lesdo muscular, tendinite, bursite e no alivio da dor pos-operatoria, além da
indicacdo para as doengas crbnicas reumaticas, tais como: artrite reumatdide, osteoartrite,
artrite gotosa e espondilite anquilosante (POUNTOS et al., 2011a). Nestes ultimos casos, 0s
AINEs sdo frequentemente associados a farmacos anti-reumaticos modificadores da doenca,
visando alcancar a regressdo da doenca, além dos efeitos paliativos dos anti-inflamatorios ndo
esteroidais (WOODFORK; DYKE, 2008).

Os AINES foram descobertos a partir da elucidacdo do acido salicilico (Figura 1a) pelos
europeus, mediante isolamento do componente ativo das folhas da casca do salgueiro, a
salicilina, frequentemente utilizada pelos ingleses para tratar febre e inflamacdo (RAO;
KNAUS, 2008). Apos a descoberta, esse fitofarmaco foi substituido pelo farmaco sintético,
diminuindo o custo de sua obtencédo, sendo inserido no mercado pela Industria Farmacéutica
Bayer® em 1899, na forma de 4cido acetilsalicilico, palatavelmente mais agradavel (Figura
1b) (VANE, 2000). Posteriormente, a intervencdo da quimica fina proporcionou modificacdes
moleculares que permitiram o aumento do arsenal de moléculas disponiveis para o tratamento
da inflamacédo e das doencas inflamatérias, como a artrite reumatéide, a partir da introducéao

de moléculas como a indometacina no mercado (Figura 1c).

Figura 1 — Estrutura molecular de alguns AINEs.
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S ~CH,COOH
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Cl
GOODMAN; GILMAN, 2006. a) Acido salicilico; b) Acido acetilsalicilico; ¢) indometacina.

A acdo anti-inflamatdria dos AINEs € explicada pelo efeito inibitorio exercido na COX
que, como visto no topico 3.1, é responsavel pela sintese de prostaglandinas: mediadores

guimicos responsaveis pelo aspecto e sensorial inflamatorio dos tecidos acometidos
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(TANAKA et al., 2009). Entretanto, a COX-1 e a COX-2 sdo enzimas com estruturas
quimicas similares, possuindo 60% de homologia na sequéncia de aminoacidos e padroes
singulares de expressdao (BATLOUNI, 2010). Este fato dificultou a obtencdo de farmacos
mais especificos, e por este motivo grande parte dos AINES sao ndo seletivos, ou seja, inibem
tanto a agdo da COX-1 quanto da COX-2.

Assim, além de serem efetivos na inibi¢do da producédo de prostaglandinas indutoras do
processo inflamatdrio, os AINEs ndo seletivos também inibem a acdo fisiologica da COX-1,
que exerce atividade extremamente importante para a manutencdo da homeostase corporea
(Quadro 2).

Quadro 2 — Atividade fisiol6gica das prostaglandinas e tromboxanos produzidos pela ciclooxigenase 1, no ciclo
do &cido araquiddnico.
Mediador
Quimico

Acéo Fisiologica

Protecdo da mucosa gastrointestinal; Regulacdo da vasculatura renal; Regulacéo
PGE, dos efeitos diuréticos e natriuréticos renal; Manutengdo da taxa de filtragdo
glomerular; Broncodilatagéo.

PDG, Regulacdo da funcao renal (perfusdo do 6rgdo); Broncodilatag&o.

PGF,a Regulagéo dos efeitos diuréticos e natriuréticos renal.

Inibicdo da agregacdo plaquetaria e desagregagdo de aglomerados pré-formados,
contribuindo para a regulacéo do equilibrio trombo-hemorrégico junto ao TXA,;

PGI, Protecdo da mucosa gastrointestinal; Regulagdo da vasculatura renal (perfusdo do
0rgéo);. Manutencdo da taxa de filtragdo glomerular.
TXA Ativacdo plaquetéria; Vasoconstricgdo; Regulacdo do equilibrio trombo-
2

hemorragico junto ao PGl,; Importante na fase final do parto.
Fonte: autoria prépria. Baseado nos textos de COUTINHO, 2009; BATLOUNI, 2010 e SOUZA et al., 2012.

Neste contexto, a literatura aponta diversos efeitos colaterais provocados pelo uso de
AINEs néo seletivos. Uma vez que a PGI, e 0 PGE; sdo fundamentais para proteger a parede
estomacal dos efeitos corrosivos do acido cloridrico, bem como para manter a condigéo
naturalmente saudavel da mucosa gastrica (ANTMAN, 2005), a inibicdo da COX-1 pode
levar ao desencadeamento de manifestacGes que vao desde nduseas a Ulceras hemorragicas,
podendo inclusive levar o usuario a obito. Portanto, o uso de altas doses ou 0 consumo
prolongado desta classe de farmacos, juntamente com sua administracdo junto a
corticoesterdides e/ou anticoagulantes, tabagismo e/ou bebidas alcodlicas, aumenta a
probabilidade de obtencéo destes efeitos (POUNTOS et al., 2011a).

Adicionalmente, o declinio dos niveis de prostaglandinas renais vasodilatadoras diminui
a perfusdo renal total e redistribuem o fluxo sanguineo para o cortex, sobretudo quando ocorre

estimulagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona e/ou estimulacdo do sistema nervoso
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simpatico. Tais processos podem resultar em vasoconstriccdo renal aguda, isquemia medular
e, em certas condigdes, insuficiéncia renal aguda (BATLOUNI, 2010). Portanto, o uso de
AINEs ndo seletivos pode provocar variaveis graus de disfuncdo renal, que vao desde o
comprometimento reversivel da taxa de filtracdo glomerular até danos renais irreversiveis
(WINKELMAYER et al., 2008, POUNTOS et al 2011a), variando conforme o tipo de AINE
utilizado. Segundo Griffin e colaboradores (2000), a indometacina propée 0 maior risco,
seqguindo do ibuprofeno e piroxicam, sendo este Gltimo o de menor risco em relacdo aos
outros AINEs.

A disfuncdo erétil (DE) também se encontra dentre os possiveis efeitos colaterais
provocados pelo uso continuo de AINEs ndo seletivos. Segundo Shiri e colaboradores (2006),
a consequente inibicdo da sintese de prostaglandinas e TXA, pelos AINEs pode
interferir no processo fisioldgico da erecdo peniana através da via do NO, que constitui um
sinal fisiologico essencial. Apesar de diversos estudos terem associado a DE com pacientes
portadores de artrite (SEYAM et al., 2003; PIRILDAR; MUEZZINOGLU; PIRILDAR,
2004), os estudos de Shiri e colaboradores (2006) elucidaram a independéncia da DE com a
doenca incidente, apresentando a relacdo com a terapia farmacoldgica utilizada, que neste
caso, eram 0s AINES.

Ademais, Pountos e colaboradores (2011a; 2011b) detectaram associagdo negativa entre
0 uso de AINEs e o processo de reparo 6sseo, podendo haver retardo na unido da fratura e,
portanto, resultados inadequados.

Devido a extensa variedade de efeitos colaterais provocados pelos AINES ndo seletivos,
surgiu o interesse em desenvolver farmacos inibidores especificos da COX-2, por se acreditar
que, desta forma, impedir-se-ia 0 processo inflamat6rio sem expor o usuario aos seus efeitos
adversos. Desta forma, a descoberta destes inibidores seletivos levou a obtencdo da segunda
geragdo de farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais, os inibidores seletivos de
cicloxigenase-2, também denominados COXIBEs, os quais possuem grupos sulfonamidas e
sulfona, responsaveis pelo direcionamento a COX-2 (LAZZARONI; BATTOCCHIA;
PORRO, 2007).

O primeiro COXIBE aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) foi o
colecoxibe, em dezembro de 1998 (WHELTON, 2001; KUMMER; COELHO, 2002), sendo
posteriormente incluidos o valdecoxibe, parecoxibe, rofecoxibe, etoricoxibe e o lumiracoxibe
(BATLOUNI, 2010). Entretanto, trés anos apo6s a inser¢do do colecoxibe no mercado, o
mesmo foi retirado devido a constatacdo de efeitos cardiovasculares significativos. Estes

efeitos provavelmente seriam provocados pela inibicdo da fracdo de COX-2 naturalmente
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presente no endotélio vascular, responsavel pela producdo de prostaciclina. Uma vez que a
prostaciclina atua no equilibrio trombo-hemorrégico, sua inibigdo torna o organismo bastante
susceptivel a eventos tromboticos e outras complicacfes cardiovasculares (FITZGERALD,
2004; ANTMAN, DEMETS; LOSCALZO, 2005; BATLOUNI, 2010; POUNTOS et al.,
2011a). Assim, atualmente o mercado brasileiro também cancelou o registro do lumiracoxibe
e do eterocoxibe 120mg, restringiu 0 uso do parecoxibe ao ambiente hospitalar e solicitou
adequacao do texto da bula do colecoxibe. Os demais farmacos deste grupo foram inclusos na
lista C1 de principios ativos controlados, segundo a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC)
n® 79 publicada em 4 de novembro de 2008 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA) (BRASIL, 2008), visando a reduzir o acesso inadequado a tais medicamentos.

3.2.1.2 Anti-inflamatorios esteroidais

Os anti-inflamatérios esteroidais, corticoides ou glicocorticoides (GC), sdo hormdnios
esteroides provenientes do metabolismo do colesterol, possuindo como nucleo quimico béasico
derivados do colesterol-ciclopentano perhidrofenantreno (figura 2) (DAMIANI et al., 2001).
O cortisol, representante natural dos GCs, foi sintetizado pela primeira vez em 1946, e
utilizado no tratamento da artrite reumatoide dois anos mais tarde. Entretanto, apesar de
ampla efetividade como agente anti-inflamatério e imunossupressor, diversos efeitos
colaterais foram constatados, limitando seu uso terapéutico (LOWENBERG et al., 2008). Tal
descoberta levou, em 1950, a sintese de novos analogos, como a prednisolona, dexametasona,
betametasona,  beclometasona, = metilprednisolona, prednisolona e triancinolona
(LOWENBERG et al., 2008; ANTONOW, MONTEIRO; ARAUJO, 2007).
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Figura 2 — Nucleo dos glicocorticoides e alguns exemplos de seus derivados

SCHIMMER; PARKER, 2007. a) colesterol-ciclopentano perhidrofenantreno; b) prednisolona; c) dexametasona;
d) cortisol.

O mecanismo de a¢do classico desta classe de farmacos envolve sua interacdo com um
receptor de glicocorticéides (RG) e a regulacdo da expressao de proteinas. Neste mecanismo,
a ativagdo do RG pelos GCs modula a transcricdo de genes (BARNES; ADCOCK, 2009),
induzido a codificacdo de genes anti-inflamatérios chave, os quais codificam moléculas anti-
inflamatdrias, além de reprimir seletivamente genes especificos que codificam citocinas
inflamat6rias, quimiocinas, moléculas de adesdo, enzimas, mediadores lipidicos da
inflamacéo, dentre outros (FERNANDES et al., 2008).

Outro mecanismo anti-inflamatério mediado pelos GCs estd relacionado com a
interferéncia da interagdo do NF-kP e o RG a partir do aumento da producao de proteinas
capazes de se ligar e inibir a ativacdo do NF-kpB, quais sejam: Ikp e leucina zipper induzida
por corticéides (GLI1Z). Ademais, os GQ induzem a expressdo dos receptores ativados por
proliferadores de peroxissomos tipo o (PPAR-a), o qual € capaz de inibir a ativacdo do NF-kf
e a expressao de genes inflamatérios (CUZZOCREA et al., 2008).

Deste modo, os mecanismos de acdo dos GC exercem profundos efeitos sobre quase
todos os sistemas organicos, além de apresentarem poderosos efeitos anti-inflamatérios e
imunossupressores, fazendo com que esta classe medicamentosa encontre-se dentre oS
farmacos mais amplamente utilizados na terapéutica. Portanto, além de tratar distarbios
inflamatdrios, como a artrite reumatoide na reumatologia, suas indicacdes se estendem para
diversas especialidades médicas, como dermatologia (DESHMUKH, 2007), endocrinologia,
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oncologia, oftalmologia (ANTONOW; MONTEIRO; ARAUJO, 2007), gastroenterologia
(FARRELL; KELLEHER, 2003) e pneumologia (ZELE et al., 2010).

Por outro lado, a ampla acdo dos GCs também interfere nos mecanismos bioquimicos
responsaveis pela homeostase corporea, fazendo com que esses farmacos proporcionem uma
série de efeitos colaterais (DAMIANI et al, 2001; ANTONOW; MONTEIRO; FLAMMER,;
ROGATSKY, 2011), principalmente quando administrados em altas doses e por periodos
prolongados (LOWENBERG et al., 2008). Dentre as funcles fisiologicas acometidas
encontram-se o balanco hidro-eletrolitico, o metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas, os sistemas cardiovascular, masculo-esquelético e nervoso central e a formacao de
elementos sanguineos, além de outros tecidos organicos a partir de uma variedade de vias
metabolicas (CHANEY, 2002).

Segundo Deshmukh (2007), o efeito dos GC sobre fluidos e eletrolitos decorre da sua
acdo mineralocorticoide, que provoca retencao de sal e 4gua, gerando edema, ganho de peso e
hipertensdo, além de hipocalemia, que pode manifestar um quadro de fraqueza severa. Por
outro lado, a hiperglicemia é causada principalmente pelo aumento da capacidade hepéatica em
realizar a gliconeogénese e reducdo da sensibilidade a insulina. Ja o incremento da producéo
de lipideos no figado apresenta-se como consequéncia do aumento da lipdlise no tecido
adiposo, que estimula a redistribuicdo de reservas de gorduras, carboidratos e proteinas. Esta
disfuncdo metabdlica, em adicdo ao aumento do apetite, pode levar ao desenvolvimento da
sindrome de cushing (face de lua, acimulo de gordura na nuca e obesidade central).

Diante do exposto, Damiani e colaboradores (2001) insistem na verificacdo da relacéo
risco-beneficio diante de uma terapia com GCs, que muitas vezes é desfavoravel ao paciente.
Segundo o autor, alguns dos pontos a serem avaliados sdo os tipos de preparacdo
medicamentosa; a via de administracdo; a dose, esquema de administracdo e tempo de uso; a
doenca a ser tratada e se ndo ha outra alternativa terapéutica que desencadeie menos efeitos

colaterais; e idade e sexo do paciente.
3.3 NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS

A necessidade de inovacdo no campo das doencas inflamatorias tem aumentado o
interesse da comunidade cientifica, observado pelo movimento das pesquisas cada vez mais
avancadas das éareas da quimica, farmacologia, modelagem molecular, dentre outros
(SANTQOS, 2009). Deste modo, diversos novos alvos terapéuticos e agentes farmacéuticos
tém sido testados quanto a sua atividade anti-inflamatéria, como os componentes de
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transducdo de sinal (KULKARNI et al, 2006), duplo inibidores da COX-2 e da 5-LOX
(CHARLIER; MICHAUX, 2003) e citocinas pro-inflamatérias (KOPF et al., 2010), dentre
outros.

Neste contexto, um novo alvo bioldgico para terapia anti-inflamatoria foi recentemente
descoberto: os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs). Os PPARs
constituem uma familia de fatores de transcricdo pertencentes a superfamilia dos receptores
nucleares (LEMBERGER; DESVERGNE; WAHLI, 1996), e foram originalmente
identificados em 1990, por Isseman e Green. Sua designacdo decorre da sua ativacdo por
farmacos que induzem a proliferacdo de peroxissomos como resposta celular a compostos
quimicos e a certas condicOes fisiopatologicas (OXER, 2008). Tal resposta repercute em
varias modificacbes no metabolismo, proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como na
resposta imunolégica (STRAUS; GLASS, 2007).

Estes receptores regulam a expressdo génica em resposta a ligantes especificos (MARX
et al., 2012), denominados de elementos responsivos aos proliferadores de peroxissoma
(PPREs). Tais elementos responsivos situam-se em sitios regulatorios de cada gene. Neste
processo, 0 PPAR liga-se ao PPRE como um heterodimero, juntamente com um fator proteico
adicional, o receptor doacido 9-cis retindico (RXR) (TAVARES; HIRATA; HIRATA, 2007),
responsavel por estabelecer ligagdes de alta afinidade do complexo PPAR-PPRE, e promover
uma ativacao efetiva da transcricdo (OXER, 2008). Sob atuacéo de agonistas, a conformacéo
do PPAR é alterada e estabilizada, criando um sitio de ligacdo, com posterior recrutamento de
coativadores transcricionais, resultando em aumento na transcricdo génica especifica, de
acordo com o PPRE em questdo (CLARK et al., 2011).

Atualmente trés diferentes membros de PPAR foram identificados, denominados de
PPARa, PPARB (PPARS ou NUC-1) e PPARy (CLARK et al., 2011). Estes trés tipos de
receptores possuem estruturas e dominios funcionais similares, porém distribuicdo e funcdes
diferentes (OXER, 2008). De acordo com Bull (2003), apesar de bastante onipresente e ser
mais expresso que os outros receptores de PPAR, sabe-se muito pouco sobre o PPAR-B. Os
dados a respeito deste receptor demonstram que 0 mesmo exerce atividade importante no
controle do metabolismo e transporte de lipoproteinas, especialmente nos macrofagos
(OLIVER, 2001), além de desempenhar papel na placentacéo e adiposidade, entretanto ndo se
tem relatos sobre sua atividade especifica (BULL, 2003). Segundo Clark e colaboradores
(2011), os PPARs-p podem formar ligacbes com fibratos, acidos graxos especificos e

eicosanoides.
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O PPAR-a, por sua vez, se expressa predominantemente nos tecidos do figado, coracao
e rins (DUEZ;, FRUCHART; STAELS, 2001; DAYNES; JONES, 2002). Os ativadores
enddgenos deste receptor compreendem os acidos graxos poliinsaturados, alguns eicosanoides
e fibratos (CLARK et al., 2011). A principio, sua atividade bioldgica estava relacionada
apenas ao metabolismo de acidos graxos, devido a sua acéo regulatéria sob inUmeros genes
importantes no metabolismo lipidico, como acetil-CoA-sintetase, HMG-CoA-sintetase, apo-
Al e apo-CllI1 (MARX; LIBBY; PLUTZKY, 2001). Entretanto, varios estudos demonstram
gue 0 PPAR-a pode inibir genes inflamatodrios e, consequentemente, reduzir os mediadores
pré-inflamatorios, como as interleucinas (IL) (IL-6, IL-1a, IL-12, COX-2), quando ligados a
seus agonistas (CHUNG et al., 2008).

Ja 0 PPAR-y (Figura 3) € o PPAR mais estudado (BULL, 2003). Este se expressa em
diferentes tipos celulares, incluindo o sistema imunoldgico, adipdcitos, colondcitos,
hepatocitos, fibroblastos, células mamarias, precursores da medula 6ssea, dentre outros
(CLARK et al.,, 2011). Apesar de originalmente se acreditar que o PPAR-y apenas
influenciaria na diferenciacdo de adipdcitos e na homeostase da glicose (MORAES;
PIQUERAS; BISHOP-BAILEY, 2006), seu papel na resposta inflamatoria recentemente
descoberto tem-se demonstrado bastante importante. De acordo com Chung e colaboradores
(2008), este receptor inibe a expressao de genes inflamatérios, modulando, dentre outras vias,
a acdo do NF-kB, AP-1, transdutores de sinal e ativadores de transcri¢do. Adicionalmente,
além do seu papel como fator de transcrigdo, a ativacdo do PPAR-y provoca uma atuagdo

trans-repressora de genes inflamatérios de macrofagos (SOUZA et al., 2012).

Figura 3 — Estrutura terciaria do PPAR-y.

Protein Data Bank (PDB), em janeiro de 2012 — disponivel em www.rcsh.org — a partir do PDB ID: 1PRG.

Deste modo, 0 mecanismo bioquimico desenvolvido a partir da ativacdo deste receptor é
capaz de inibir a expressdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-1a, IL-6, 6xido

nitrico sintase induzivel, dentre outros mediadores da inflamagdo (MARX et al., 2012). Além
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do mais, estudos demonstram que a ativagédo deste receptor pode, ainda, reduzir tanto doengas
inflamatorias intestinais quanto neoplasias (como o tumor de colon) (BULL, 2003),
indicando-o como potencial alvo terapéutico no controle do processo inflamatério e de
doencas inflamatorias crénicas.

Os ativadores do PPAR-y incluem os ligantes naturais (endogenos), como os
metabdlicos da prostaglandina D2 (15-deoxi- '*'*-J, prostaglandina, ou 15d-PGJ,), 4cido
linoleico oxidado e um componente da lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada. Seus
ligantes sintéticos (exdgenos) sdo as tiazolidinodionas (p. ex.: pioglitazona e rosiglitazona),
grupo indicado para o tratamento do diabetes, mas que recentemente tem sido citado como
novo agente anti-inflamatério (OXER, 2008; MARX et al., 2012).

3.3.1 Tiazolidinodionas

A presenca do anel tiazolidinico (Figura 4a) em penicilinas e derivados relacionados foi
0 primeiro reconhecimento das tiazolidinas na natureza (LIMA et al., 2010). Este grupamento
quimico fundamental representa uma classe de farmacos de grande interesse cientifico, em
virtude de suas propriedades quimicas e atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana
(ALBUQUERQUE et al., 1999; LIESEN et al., 2008), antiprotozoaria (LIESEN et al., 2008),
antirretroviral (RAWAL et al., 2005), analgésica (SANTOS, 2009; LIMA et al., 2010),
hipoglicemiante (LEITE et al., 2007) e anti-inflamatéria (SANTOS, 2005; COUTO, 2006;
PEREIRA, 2007; MAGALHAES, 2007; SANTOS, 2009; LIMA et al., 2010).

Figura 4 — Estruturas quimicas dos anéis de tiazolidina e tiazolidina-2,4-diona.
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LIESEN, 2008; SANTOS, 2009. Estruturas quimicas dos anéis de a) tiazolidina e b) tiazolidina-2,4-diona.

Em 1980 o Japdo desenvolveu as tiazolidinodionas (TDZ), as quais possuem uma
estrutura quimica parcial comum, a tiazolidina-2,4-diona (Figura 4b). A primeira TDZ
aprovada pelo FDA foi a troglitazona (Sankyo), em 1997. Destinada para o tratamento do
diabetes tipo 2, este farmaco apresentou sérios efeitos hepatotoxicos que culminou na morte
de um numero consideravel de pacientes nos Estados Unidos e Japdo, sendo retirada do
mercado em 2000 (BUCKINGHAM, 2005). A partir disto, diversos trabalhos foram
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desenvolvidos propondo o desenvolvimento de novas TDZs, as quais compuseram sua
segunda geragéo, aprovada pelo FDA em 1999: o maleato de rosiglitazona (Avandia®, Gsk) e
o cloridrato de pioglitazona (Actos®, Abbott) (SALTIEL; OLEFSKY, 1996; SANTOS, 2009).
Entretanto, em uma revisao sistematica realizada no ano de 2010 por Steven, Nissen e
Wolski observou-se o incremento do risco de infarto do miocardio em 28% dos usuérios de
rosiglitazona. Esta e outras andlises anteriores culminaram na retirada da rosiglitazona do
mercado brasileiro, assim como ocorreu no mercado europeu, segundo a Agéncia Européia de
Medicamentos (do inglés, EMEA), e na venda restrita no mercado norte-americano. Por outro
lado, a pioglitazona permanece em uso na atualidade por diversos paises, incluindo os Estados
Unidos, Japdo, Brasil e paises da Europa (SALTIEL; OLEFSKY, 1996; ANVISA, 2011).
Recentemente, diversos estudos verificaram atuacdo neuroprotetora contra isquemia
cerebral e hemorragia intracerebral a partir de algumas TZDs (CHEN et al., 2006; LUO et al.,
2006; PEREIRA et al., 2006; ZHAO et al., 2007). Tal fato chamou a atencéo da sua possivel
atividade anti-inflamatoria, tornando-se, mais tarde, moléculas anti-inflamatdrias conhecidas.
Segundo Barros e colaboradores (2010), este efeito farmacoldgico se torna cada vez maior
guanto mais estavel for o conjunto de ligacGes estabelecido (ligacbes de alta afinidade) entre o
ligante e o receptor (como, por exemplo, ligacGes de hidrogénio), a qual repercute na inibicéo
da expressdo do NF-kp, resultando na inibigdo de substincias criticas para que o processo

inflamatorio seja desencadeado ou continue a ser proliferado.
3.3.1.1 LPSF/GQ-130

Em torno dos estudos realizados com as TDZs, o Laborato6rio de Planejamento e Sintese
de Farmacos, situado na Universidade Federal de Pernambuco (LPSF-UFPE), desenvolveu
uma nova série desta classe quimica: os derivados da 3-benzil-5-benzidileno-tiazolidina-2,4-
diona (Figura 5), com pretendida atividade anti-inflamatoria, as quais apresentaram resultados

satisfatorios.

Figura 5 — Estrutura quimica do 3-benzil-5-benzidileno-tiazolidina-2,4-diona
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O estudo de Santos (2009) contemplou a sintese e a verificagdo do potencial anti-
inflamatorio, bem como da atividade antinociceptiva e a toxicidade aguda de cada prot6tipo
obtido. A figura 6 representa o diagrama de sintese utilizado para obtencdo de quatro
moléculas derivadas do 3-benzil-5-benzidileno-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ), cujas

estruturas foram devidamente comprovadas através de analises espectrométricas.

Figura 6 — Diagrama de sintese do LPSF/GQ e seus derivados.
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Segundo o autor, todos os LPSF/GQs apresentaram atividade anti-inflamatoria em
modelos experimentais in vivo, na dose de 10 umol/kg, administrada por via oral (SANTOS,
2009) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Atividade anti-inflamatéria dos derivados do LPSF/GQ.

Substéncia de Quantidade Numero de PMNL Inibi¢do da migracgéo
Tratamento administrada (por cavidade) celular (%0)
(pmol/kg) / Via de
administracao

LPSF/GQ-158 10/v.0 10,8 +/- 0,8 x10° 58,5
LPSF/GQ-159 10/ v.0 10,1 +/- 0,8 x10° 61,1
LPSF/GQ-104 10/ v.0 11,12 +/-0,SE7 x10° 57,5
LPSF/GQ-130 10/ v.0 7,7 +1- 0,5 x10° 70,4
Indometacina 28/ v.0 6,5 +/- 0,5 x10° 75,1
Rosiglitazona 10/ v.0 13,8 +/- 0,6 x10° 45,4
Controle - 26,2 +/- 1,5 x10° -

(solucéo salina)
Legenda — PMNL.: Leucécitos Polimorfonucleares; v.o.: via oral

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, o LPSF/GQ-130 (5-(4-cloro-
benzidileno)-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona) obteve os melhores parametros e,
por isso, foi selecionado para prosseguir os estudos.

No estudo de toxicidade aguda, a nova entidade quimica (NEQ) LPSF/GQ-130 ndo
levou nenhum animal a ébito com a dose Unica investigada de 2.000 mg/kg, além de n&o ser
detectada nenhuma variacdo de peso significativa em relacdo ao grupo controle, durante todo
0 periodo do experimento (14 dias). Portanto, pode-se concluir que o protétipo apresenta
baixa toxicidade aguda (SANTOS et al., 2005; SANTQOS, 2009).

Também foi realizada a contagem de leucécitos ap6s inducdo da inflamacéo a partir de
injecdo na cavidade peritoneal de tioglicolato de s6dio 3% (agente flogistico), com e sem
tratamento prévio com o LPSF/GQ-130 e substancias de referéncia. O estudo seguiu 0s
critérios de Bonhomme-Faivre e colaboradores (2000). Este estudo também permitiu a
verificacdo da relagdo dose-resposta na peritonite induzida, onde o tioglicolato de sédio 3%
avalia a migracao celular de mastocitos e monaocitos, € 0 zimosan avalia a participagdo de
outras celulas, como os neutréfilos, no mecanismo de acéo do prototipo (Tabela 2) (SANTOS,
2009).
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Tabela 2 — Estudo dose-resposta do derivado tiazolidinico LPSF/GQ-130 na peritonite induzida por tioglicolato
3% e zimosan.

Inducdo por Tioglicolato 3% Inducéo por Zimosan
Substancia de Dose  N°de PMNL**  Inibichoda Dose*  N°dePMNL** Inibi¢do da
Tratamento * migracao migragao
celular (%) celular (%)
LPSF/GQ-130 3 8,9+/-1,4 x10° 66,0 3 14+/-1,6x10° 46,3
10 7,7+1-0,5 x10° 70,4 10 15+/-0,7 x10° 40,6
30 8,5+/-0,6 x10° 67,3 30 9,1+/-0,6 x10° 64,1
Rosiglitazona X X X 10 8,5+/-1,1 x10° 66,2
Indometacina X X X 28 12,5+/-1,8 x10° 52,3
Controle - 26,2+/-1,5 x10° - - 25,4+/-0,8 x10° -

SANTOS, 2009.*Dose em umol/kg, administrada por via oral; **Numero de polimorfonucleares expresso por
cavidade.

Entretanto, em nenhum dos dois modelos realizados observou-se a relagdo dose-
dependéncia. Este estudo denota destacada importancia, pois sugere baixa solubilidade aquosa
da NEQ, o que promove uma absorcdo erratica e, consequentemente, biodisponibilidade e
atividade ndo proporcional a dose administrada (SANTOS, 2009). Além da intensa
repercussdo clinica na administracdo oral, esta caracteristica também representa um impasse
significativo no desenvolvimento de medicamentos, pois interfere nos processos de obtencéo
da forma farmacéutica e, obviamente, nos estudos de controle de qualidade que determinam a
seguranca do mesmo. Desta forma, torna-se clara a necessidade de uma intervencéo
tecnoldgica para contornar este problema (RAMA et al., 2006; ALVES, 2010).

3.4 DISPERSOES SOLIDAS COMO ALTERNATIVA NO INCREMENTO DO PERFIL DE
DISSOLUGCAO DE COMPOSTOS INSOLUVEIS

Estima-se que aproximadamente 40% dos farmacos disponiveis no mercado e que de 70
a 90% das NEQs que se encontram sob pesquisa e desenvolvimento apresentam baixa
solubilidade aquosa (ZHANG et al., 2011) . Uma vez que esta propriedade fisico-quimica
pode repercutir na dissolugéo erratica do farmaco no organismo, necessitando muitas vezes do
aumento do seu aporte para alcancar a dosagem terapéutica e, alem disso, pode influenciar na
incidéncia dos efeitos colaterais do medicamento, esforgos constantes séo realizados visando
incrementar o perfil de dissolu¢do aquosa das substancias ativas. Segundo Yu e colaboradores
(2010), esta caracteristica representa um dos aspectos mais desafiadores no desenvolvimento
de medicamentos.

Neste contexto, varias técnicas tém sido descritas na literatura com este objetivo. Dentre
as mais citadas, encontram-se a micronizagdo de particulas; a formacao de sais; a obtencao de
pro-drogas ou polimorfos; a complexacdo com ciclodextrinas; e a obtengdo de dispersdes
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solidas (DS), dentre outras (CHOWDARY et al., 2011). Apesar de as trés primeiras serem
comumente utilizadas com a finalidade de incrementar o perfil de dissolu¢do dos farmacos
pouco sollveis em agua, elas possuem limitacbes praticas consideraveis e a
biodisponibilidade desejada nem sempre é alcancada (JOSHI, 2004). A complexa¢cdo com
ciclodextrinas ¢ um processo de alto custo, cuja eficAcia nem sempre compensa o
desprendimento financeiro. J4 o sistema de DS tem mostrado resultados promissores no
incremento da biodisponibilidade destas substancias (CHIOU; RIEGELMAN, 1971; JOSHI,
2004), além de se apresentar como um artificio de aplicacdo industrial, pois se trata de uma
técnica simples e de baixo custo (ALVES et al., 2012; DHIRENDRA et al., 2009).

As DS sdo sistemas nos quais um ou mais componentes ativos encontram-se dispersos
em uma matriz biologicamente inerte a fim de melhorar a solubilidade, aumentar a taxa de
dissolucdo, modular a acédo terapéutica e a permeabilidade do farmaco através das membranas
absortivas, e assim, incrementar sua biodisponibilidade oral (ALVES et al., 2012; SINHA et
al., 2010). Este sistema, primeiramente descrito na década de 60 (HIRASAWA; OKAMOTO;
DANJO, 1998; ALVES et al.,, 2012), produz uma significante reducdo no tamanho da
particula do farmaco, com consequente aumento da uniformidade e superficie de contato,
propiciando uma dissolucdo e absor¢do mais rapida (BIKIARIS et al., 2005; JANSSENS et
al., 2008; DINUZIO et al., 2010). As metodologias frequentemente utilizadas para sua
obtengdo compreendem o uso da fusdo, evaporagdo do solvente, fusdo-solvente e malaxagem
(ALVES et al.,, 2012; CHOWDARY et al.,, 2011; PATEL et al., 2008). Outros métodos
descritos na literatura sd@o a co-precipitacdo (SINGH et al., 2010) e o método da gota
(SHAHAROODI, 2003).

As primeiras DS foram obtidas a partir de carreadores cristalinos, sendo classificadas
como de primeira geracdo. Estas dispersdes eram baseadas na formagdo de misturas eutétias
(LEUNER; DRESSMAN, 2000), as quais reduziam o tamanho da particula do farmaco e
aumentava sua molhabilidade. Entretanto, estes sistemas possuem a desvantagem de formar
DS cristalinas, que sdo termodinamicamente mais estaveis e ndo liberam o farmaco téo
rapidamente quanto no estado amorfo (VASCONCELQOS; SARMENTO; COSTA, 2007). Na
década de 70 Chiou e Riegelman obtiveram DS a partir de polimeros hidrofilicos, os quais
dispersam molecularmente o farmaco na forma irregular do carreador amorfo, sendo
denominadas de DS de segunda geragdo. Segundo Leuner e Dressman (2000), estes sistemas
podem ser classificados de acordo com a miscibilidade entre o farmaco e o carregador e de
acordo com a maneira como o farmaco encontra-se disperso no carreador polimérico. O

Quadro 3 traz as diferencas entre os sistemas supracitados.

VIEIRA, A. C. Q. M. Incremento da solubilidade aquosa de um novo derivado tiazolidinico (LPSF/GQ-130) para terapias
anti-inflamatorias utilizando a técnica de dispers6es solidas.



50

Quadro 3 — Classificagdo das Dispersdes Solidas carreadores poliméricos.

Classificacdo Descrigdo llustracao
Farmaco e carreador apresentam
N Continua solubilidade entre si em qualquer
uanto a miscibilidade «
Q proporcéo

entre farmaco-carreador -
. Farmaco e carreador apresentam
Descontinua - - .
solubilidade limitada entre si

DS de estrutura cristalina, onde as
moléculas do farmaco podem tanto
substituir moléculas do carreador quanto
encaixar-se no intersticio entre as
moléculas do carreador. A substituigdo
s0 se fara possivel se o tamanho das
moléculas do farmaco ndo diferir de 15%
no tamanho das moléculas do carreador.

Substituicdo

DS de estrutura cristalina em que o

Quanto a distribuicéo do farmaco dissolvido ocupa 0 espago
farmaco no carreador intersticial entre as moléculas do
Intersticial carreador. Para tanto, o didmetro das

particulas do farmaco ndo podem
exceder 0,56 vezes o didmetro das
particulas do carreador.

DS em que o farmaco encontra-se
Amorfo molecularmente disperso num sistema
irregular amorfo.

LEUNER;DRESSMAN, 2000.

Apesar de poder incrementar cerca de centenas de vezes a solubilidade aquosa do
principio ativo envolvido (HUANG; TONG, 2004), alguns sistemas poliméricos apresentam
instabilidade e, portanto, tornam-se sujeitos a transicoes cristalinas, tanto durante os processos
de obtencdo do sistema quanto durante seu periodo de armazenamento (SZTERNER et al.,
2010). Esta problematica é particularmente importante em virtude da gama de parametros
intensamente afetados pela transi¢do cristalina de substancias farmacéuticas ativas, como as
propriedades fisico-quimicas, termodindmicas, cinéticas, interfaciais, mecanicas (RAW et al.,
2004; GARLAND, 2007; LEE et al., 2011), de estabilidade e, obviamente, solubilidade
(STAHLY, 2007). Uma vez que estes itens sdo essenciais para o desenvolvimento bem
sucedido de candidatos a medicamentos, tais divergéncias podem gerar impacto direto tanto
no desempenho e estabilidade do produto farmacéutico, como também na capacidade de
processamento do principio ativo e da mistura na producdo do medicamento (RAW et al.,

2004; LI, 2008). Segundo Sinha e colaboradores (2010) condigdes de estresse comuns, como
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forca de cisalhamento, aquecimento e resfriamento, comumente observado na obtengdo de
grandes escalas de DS, sdo capazes de gerar recristalizacao.

Com o intuito de contornar este problema, alguns fatores como interacGes farmaco-
polimero ou confinamento molecular provocam reducdo da mobilidade molecular e, assim,
inibem a recristalizacdo da substancia ativa (YU et al., 2010; SUN; JU; LEE, 2011). Segundo
Al-Obadi (2011), a imobilizacdo molecular pode ser alcancada através do uso de carreadores
ou matrizes capazes de formar ligacdes ndo covalentes com o farmaco, como as ligacGes de
hidrogénio (YU et al., 2010; AI-OBAIDI, 2011). Ademais, algumas interacdes especificas
podem gerar desvio positivo na temperatura de transicdo vitrea da substancia ativa,
proporcionando maior estabilidade do sistema (DINUNZIO et al., 2008). Os surfactantes ou
agentes com propriedades emulsionantes também exercem este papel, com consequente
incremento no perfil de dissolucdo. Estes sistemas ternarios (farmaco, polimero e tensoativo)
caracterizam a terceira geracdo das DS (ALVES, 2012), e possuem 0 objetivo de alcancar o
mais elevado grau de biodisponibilidade dos farmacos pouco sollveis, além de estabilizar tais
sistemas (VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007).

Em comparacdo as formulagbes convencionais de capsulas e comprimidos, as DS
apresentam a destacada vantagem de liberar o farmaco carreado na forma de particulas de
tamanho inferior a 1 um, em contraste com um tamanho superior a 5 pm, no caso dos
medicamentos convencionais (Figura 7) (SERAJUDDIN, 1999; ALVES et al, 2012).

Figura 7 — Representacdo esquematica do aumento da biodisponibilidade de farmacos pouco hidrossoliveis
através de DS.

FARMACOS POUCO SOLUVEIS EM AGUA

Comprimidos/Capsulas Dispersdes Solidas
Desintegragao Desintegragao
Farmacono TGI
Particulas solidas grandes Particulas solidas finas
(usualmente 5-100 pm) (usualmente < 1 pm)
Baixa taxa de dissolugao Alta taxa de dissolugao
ABSORCAOSISTEMICA

Fonte: Adaptado de ALVES et al., 2012

Craig (2002) prop6s uma explicacdo para esta reducdo no tamanho de particula a partir

da utilizacdo de polimeros hidrofilicos como matriz da DS. Os autores propdem a formacéo
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de laminas ricas em polimeros, que quando entram em contato com o meio de dissolucéo
geram um gradiente de concentragdo entre a area externa do aglomerado de p6 e a area
interna. Assim, através do fendmeno da difuséo, o farmaco atravessa as laminas ricas em
polimero para alcancar o meio de dissolucdo. Este processo é suficientemente rapido, de
modo que as particulas de farmaco sollveis no polimero ndo conseguem se rearranjar para

formar formas cristalinas maiores, e sdo assim liberadas para o meio (Figura 8a).

Figura 8 — Diagrama esquematico proposto por Craig e colaboradores (2002) que mostra o destino de particulas
de fa&rmaco durante o processo de dissolugéo a partir de dispers@es sdlidas usando polimeros hidrofilicos.
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Fonte: CRAIG, 2002

Este fendbmeno € frequentemente observado quando se utiliza um aporte pequeno de
farmaco na obtencdo das DS. Nesta situacdo, a velocidade de dissolucdo do farmaco €
determinada pela velocidade de dissolucdo do carreador. Seguindo esta afirmacdo, Lloyd e
colaboradores (1999), em estudo com diferentes formas cristalinas do paracetamol,
verificaram que se a taxa de dissolucdo do farmaco for dominada pelas propriedades do
carreador, a forma fisica do principio ativo sera irrelevante para taxa de liberacédo final.

Por outro lado, a utilizacdo de grandes aportes de farmaco na obtencéo das DS torna sua
taxa de dissolugcdo tdo pequena quanto a do farmaco puro. Nestas situacfes, a estrutura
cristalina do farmaco utilizado possui grande repercussdo na dissolucdo da dispersao final.
Além disso, quando a velocidade necessaria para atravessar as laminas ricas em polimero é
muito pequena, as moléculas da substancia ativa conseguem se rearranjar de tal modo que
suas propriedades fisicas sdo mantidas (Figura 8b), ndo sendo observados beneficios
significativos na dissolucdo (CRAIG et al., 2002).
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3.4.1 Principais métodos empregados para obtencao de DS

As DS podem ser obtidas através de diferentes métodos, entretanto cada um deles gera
um produto com caracteristicas fisico-quimicas e de estabilidade particulares. Assim, a
avaliacdo desta interferéncia € estabelecida como pré-requisito significativo no
desenvolvimento destes sistemas, visando a escolha do método mais eficiente e estavel
(BIKIARIS et al., 2005).

3.4.1.1 Obtencdo de Dispersdes Sélidas por meio da Fusdo

As DS podem ser obtidas através do aquecimento do farmaco junto ao carreador até
uma temperatura ligeiramente superior ao ponto de fusdo daquele que apresentar o valor mais
elevado, sendo mantido em aquecimento até alcancar a formacao de uma solu¢cdo homogénea,
macro e microscopicamente, seguido do resfriamento sob agitagdo constante. Este método,
denominado “método de fusdo”, apresenta maior probabilidade de quebra do estado cristalino
do farmaco para o estado amorfo (KIM et al., 2006), e a depender de sua solubilidade no
carreador, pode gerar solucdes solidas, situacdo em que o farmaco permanece molecularmente
disperso no polimero, ainda que no estado sélido (JUPPO et al., 2003). Por outro lado, 0o
método demonstra-se inadequado para farmacos termolabeis e/ou quando ocorre
polimorfismo, devido a potencial transicdo cristalina durante a fusdo dos compostos (ZAJC et
al., 2005).

A utilizacdo do método por extrusdo de fase quente (hot melt extrusion) foi iniciada em
1971 na indUstria farmacéutica, e tem ganhado grande aceitacdo como método de escolha para
obtencdo de DS nos ultimos anos (DINUZIO et al., 2010; SINGH et al., 2010; QI et al.,
2007). Segundo Qi e colaboradores (2008), trata-se de um método industrialmente viavel por
possuir uma Unica etapa e ndo envolver o uso de solventes. Este processo é considerado como
uma plataforma tecnoldgica que proporciona a oportunidade de misturar intensivamente o
farmaco e o carreador sob elevadas temperaturas, obtendo a DS apds arrefecimento (GUNS et
al., 2012). Apesar de os processos que requerem elevadas temperaturas serem considerados
limitados (SERADUJIN et al., 1999), diversos estudos tem demonstrado 0 sucesso desta
técnica na obtencdo de DS (ZHENG et al., 2007; LI et al., 2006; MILLER et al., 2006;
CHOKSHI et al., 2005; ZHU et al., 2006; DINUZIO et al., 2010). Um dos artificios utilizados
para reduzir o aumento excessivo na temperatura é através da utilizacdo de agentes

plastificantes, frequentemente utilizados para aplicar a técnica a farmacos termicamente
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sensiveis (DINUZIO et al., 2010; CROWLEY et al., 2007; REPKA et al.., 2007; REPKA et
al., 2008). Outra alternativa, citada por Singh e colaboradores (2010), é a prévia amorfizagdo
do farmaco por evaporacdo do solvente e posterior obtencdo das DS na extrusora. Além disso,
Saerens e colaboradores (2011) defendem gque nem todos os farmacos termolabeis devem ser

excluidos do processo, uma vez que o tempo de exposicao as altas temperaturas é muito curto.

3.4.1.2 Obtencao de Dispersdes Sélidas por meio da Evaporacéo do Solvente

A obtencédo de DS a partir da evaporacdo do solvente foi primeiramente descoberta por
Tachibana e Nakumara (1965), na qual utilizou o vacuo como método de secagem. Esta nova
metodologia apresentou diversos beneficios em comparacdo a utilizacdo da fusdo, como a
utilizacdo de substancias termolabeis e polimeros de alto ponto de fusdo. Isto porque a técnica
de evaporagdo do solvente emprega uma faixa de temperatura de 23-65°C e ndo necessita
liquefazer o carreador para obtengdo das DS (LEUNER; DRESSMAN, 2000). Em linhas
gerais, a técnica baseia-se na solubilizacdo simultdnea do farmaco e do carreador em um
determinado solvente, o qual é submetido a um processo de secagem. A depender da técnica
de secagem escolhida pode haver modificacdes nas caracteristicas fisico-quimicas do produto
final (ALVES, 2012). A literatura descreve, além da utilizacdo do vécuo, o aquecimento da
mistura, a evaporacdo lenta do solvente a baixas temperaturas e 0 uso de outros equipamentos
de secagem tais como o rotaevaporador e o spray-drying, dentre outros (GIRI et al., 2012).

Em 1966 Mayersohn e Gibaldi incrementaram 11 vezes a taxa de dissolucdo da
griseofulvina a partir da obtencéo de DS por evaporagéo do solvente com polivinilpirrolidona
(PVP) em cloroférmio. Yadav e colaboradores (2011) obtiveram DS através deste método a
base de ketoprofeno com secagem do solvente (EtOH) em banho-maria na temperatura de 45-
50°C e posterior armazenamento em dissecador. Este procedimento gerou incremento na taxa
de dissolucéo do ketoprofeno de até 76% em 30 minutos, em comparagdo a 12% do farmaco
puro no mesmo intervalo de tempo. Mishra e colaboradores (2011) obtiveram incremento de
hidrossolubilidade para pioglitazona de 98,05% através da obtengdo de DS com
polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) na proporcao de 1:3 (farmaco:excipiente), utilizando como
solvente o &lcool metilico (MeOH). Adicionalmente, o produto obteve rendimento de
aproximadamente 97% e melhora significativa das propriedades de fluxo.

A utilizacdo do spray-drying € um dos mais comuns métodos para evaporacdo do
solvente. Este consiste em dissolver ou suspender o farmaco e o carreador em solvente

organico ou em um sistema hidro-organico e, em seguida, libera um jato de ar aquecido para
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remocdo do mesmo (VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007). A utilizacdo desta
técnica frequentemente envolve o objetivo de obter materiais amorfos (PAUDEL et al., 2012),
apesar de também ser possivel a obtencdo de sistemas cristalinos, semi-cristalinos e cristais
metaestaveis, dentre outros (CORRIGAN, 1995). A maioria dos carreadores utilizados para
obtencdo de sistemas amorfos sdo os polimeros hidrofilicos, pois reduzem a mobilidade
molecular do farmaco inibindo assim sua recristalizacdo (BEE; RAHMAN, 2010). Para
substancias insoluveis, a utilizacdo desta técnica para obtencdo de DS se torna possivel se
tanto o farmaco quanto o carreador forem solGveis em um mesmo solvente organico volatil ou
uma mistura deles (PAUDEL et al., 2012). Diversos trabalhos foram recentemente publicados
demonstrando sucesso na obtengdo da DS amorfas, como no caso da atrovastatina (KIM et al.,
2011), do sulfato de salbutamol (GRISEDALE et al., 2012) e de diversos candidatos ao
desenvolvimento da inddstria de medicamentos Pfizer® utilizando succinato de acetato de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC-AS) como carreador (CURATOLO et al., 2009).

3.4.1.3 Obtencao de Dispersdes Sélidas por meio da técnica fusdo-solvente

Esta técnica propbe o aquecimento do carreador até temperatura ligeiramente superior
ao seu ponto de fusdo, enquanto o farmaco é previamente solubilizado em solvente orgénico.
Quando as duas fases estdo liquefeitas, adiciona-se a solu¢do contendo o fa&rmaco ao carreador
fundido. Posteriormente o sistema é resfriado sob agitacdo constante e levado a secagem. Este
método, desenvolvido por Francois e Jones em 1978 (SINGH et al., 2010), torna-se Gtil para
farmacos que tenham elevado ponto de fusdo ou termolébeis, no entanto, € um método pouco
relatado na literatura (ALVES et al., 2012).

3.4.1.4 Obtengdo de Dispers6es Solidas por meio da malaxagem

Uma vez que a quantidade de solvente organico utilizada nos processos de obtencédo de
DS deva ser a menor possivel, métodos alternativos foram introduzidos a fim de atingir este
objetivo, como a malaxagem (TRAN et al., 2011). Neste método, o carreador e o farmaco sédo
misturados por diluicdo geomeétrica e a mistura € malaxada com minima a adigéo de solvente
(equivalente a 30% do peso dos pos), até alcancar consisténcia Umida. A mistura entdo é
submetida a secagem para obtencdo do produto final. A secagem do material pode ser feita
em estufa ou diretamente na malaxadora acompanhada de pulverizacdo para uniformizar o

tamanho de particula (TRAN et al., 2011; ALVES et al., 2012). Devido a simplicidade, ao
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elevado rendimento e a facilidade de transposicdo de escala, este método € um dos mais
utilizados na industria farmacéutica (LIMA et al., 2008).

Uma alternativa a malaxagem é o método de cogriding, onde o farmaco € triturado em
uma minima quantidade de solvente até ser completamente dissolvida. Posteriormente o
carreador é adicionado & mistura e a suspensdo € constantemente triturada a temperatura
ambiente até o solvente ser completamente evaporado (TRAN et al., 2011). A utilizagdo deste
método demonstrou sucesso na obtencdo de DS com a pioglitazona, utilizando lactose ou
Starch 1500 (amido soltvel) como carreadores (CHOWDARY et al., 2011).
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MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LPSF/GQ-130

O 5-(4-cloro-benzidileno)-3-(2,4-dicloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-130),
teor igual a 99,7%, foi sintetizado e cedido pelo LPSF-UFPE (lote LTMO0412), na quantidade

de aproximadamente 20 g.

4.2 PARTE I: CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA LPSF/GQ-130

4.2.1 Matérias-primas e solventes

Foram utilizados os solventes: alcool etilico P.A e alcool metilico P.A (Vetece, lotes
1007904 e 1002744, respectivamente); agua ultrapura (MILLI Q®), acetonitrila (Carlo Erba, lote
VIEB53259E) e cloroférmio deuterado (cedido pela central de quimica analitica — UFPE). Outros
materiais, como membranas filtrantes de porosidade 0,22um Millipore® e de 0,45um de
celulose foram utilizados. As substancias hidroxido de sédio (NaOH), fosfato de potassio
dibasico, acido cloridrico (HCI) e peroxido de hidrogénio (H,O;) foram utilizadas da marca

Vetec®.

4.2.2 Determinacdo das propriedades organolépticas

A matéria prima foi visualizada a olho nu, sobre uma placa de petri para verificacdo do

aspecto, cor e odor (Farmacopéia Brasileira 52 edi¢éo)

4.2.3 Caracterizacao térmica e determinagdo da pureza

A caracterizagdo térmica do LPSF/GQ-130 foi realizada por meio de um calorimetro da
marca Shimadzu®, modelo DSC-60, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™,
razdo de aquecimento de 10°C.min™, numa faixa de aguecimento de 25 a 300°C, para
obtencdo dos termogramas. Para este método a massa das amostras utilizadas foi em torno de
2 mg (x 0,1) acondicionadas em porta-amostra de aluminio hermeticamente fechados, devido
aos trés atomos de cloro presentes no prototipo, que podem ser liberados na forma de gas

quando exposto ao calor, danificando o equipamento. A determinacéo da pureza foi realizada

VIEIRA, A. C. Q. M. Incremento da solubilidade aquosa de um novo derivado tiazolidinico (LPSF/GQ-130) para terapias
anti-inflamatorias utilizando a técnica de dispers6es solidas.



59

também de acordo com este método, porém utilizando uma razéo de aquecimento de 2°C.min
! conforme recomendacdes de Aradjo e colaboradores (2010). As amostras foram verificadas
em triplicata. Antes dos ensaios realizou-se calibracdo do equipamento via ponto de fusdo do
indio (156,6 + 0,3 °C) e Zinco (419,6 °C + 0,3). O fluxo de calor e entalpia foram calibrados
via ponto de fusdo do indio (18,59 J.g™ + 0,3), sob as mesmas condices das amostras. Os
dados termoanaliticos foram analisados por meio do software TA-60WS® (Therma Analysis)
versdo 2.20 da Shimadzu®.

As curvas TG, DTA e a primeira derivada da curva TG (DTG) foram obtidas a partir de
termobalanga Shimadzu®, modelo DTG-60H, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50
mL.min™, razdo de aquecimento de 10°C.min™!, numa faixa de aquecimento de 25 a 600°C.
Para este método foi utilizado massa das amostras de 3 mg (z 0,1), acondicionado em porta-
amostra de aluminio. As analises foram realizadas em triplicata. Antes dos ensaios verificou-
se a calibracdo do instrumento empregando-se uma amostra de oxalato de célcio
monoidratado com perdas de massa definidas. Os dados termoanaliticos foram analisados por
meio do software TA-60WS® (Therma Analysis) versdo 2.20 da Shimadzu®.

4.2.5 Analises espectrofotométricas: identificagdo da estrutura molecular
4.2.5.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C (RMN)

A amostra de LPSF/GQ-130 foi preparada em tubo de penicilina e solubilizada em
cloroférmio deuterado, sendo analisada em equipamento de ressonancia magnética nuclear
(Varian®) de 400 MHz.

4.2.5.2 Espectrometria de absorcao na regido do Infravermelho

O espectro de infravermelho foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike
Technologies Spectroscopic Creativity) com cristal de selenato de zinco. A amostra a ser
analisada foi transferida diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR. As
micrografias foram obtidas com varredura de 4000 a 650 cm™ em resolucéo de 4 cm™.
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4.2.5.3 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas foi realizada em espectrometro de massas Shimadzu® por
incisdo direta ionizada no modo negativo. A amostra de LPSF/GQ-130 foi primeiramente
solubilizada em acetonitrila (grau CLAE) e injetada pequena aliquota no equipamento. Foi
utilizado acetonitrila, alcool metilico e 4gua como fase mdével, sendo seu tempo de retencéo
0,647 min.

4.2.6 Granulometria a laser e determinacao da area superficial especifica

A granulometria a laser foi realizada no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE). O experimento foi realizado por via Umida, utilizando alcool etilico como meio
de dispersdo. A preparagédo da suspenséo de LPSF/GQ-130 em EtOH foi submetida a agitagéo
por ultrassom com duragdo de 5 minutos. A analise foi realizada em analisador de distribui¢éo
de tamanho de particula (Microtac®, S3500), com mddulo de medida SDC, taxa de fluxo de
70% e modelo de difracdo de Fraunhofer.

A medida da area superficial especifica foi obtida por adsorcdo fisica de nitrogénio
sobre p6 material, pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET). Portanto, foi utilizado um
analisador de 4rea superficial ASAP2440 micrometrics®, munido do software para determinar
a éarea superficial (Sger). Foram pesados aproximadamente 100 mg da amostra a qual foi
degaseificada por 48 h a 110°C para remover qualquer material adsorvido na superficie do
material. A amostra do protétipo LPSF/GQ-130 foi analisada com a temperatura de
atomizacédo de 160°C no fluxo de ar de 350 mL/h.

4.2.7 Difracéo de raios X

O difratograma do prototipo foi obtido no difratdbmetro SIEMENS (X-Ray
Diffractometer, D-5000), equipado com anodo de cobre. A amostra foi analisada no intervalo
de angulo 2°6 de 2-60 a uma velocidade de digitalizacdo de 0,02° 2°6/s. A amostra foi

preparada em suportes de vidro com uma fina camada de material do p6 sem solvente.
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4.2.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A MEV foi realizada no laboratério de microscopia eletrénica do Departamento de
Fisica da UFPE, para avaliacdo do tamanho e forma dos cristais. A amostra foi montada em
fita dupla-face de carbono, e metalizada com ouro por 15 minutos. A anélise foi realizada em
microscopio FEI®, modelo Quanta 200F, com 200kV de voltagem de aceleracao, baixo vacuo

(0.5torr), emissor FEG e elétrons secundarios como modo de aquisicdo de imagem.
4.2.9 Estudo preliminar de degradacédo forcada
4.2.9.1 Hidrolise e oxidacao

Os estudos prévios de degradacdo hidrolitica foram conduzidos com a matéria prima
LPSF/GQ-130, utilizando solucdes de HCI, NaOH e agua ultrapura para verificacdo das
hidrélises acida, basica e neutra, respectivamente, a temperatura ambiente e sob protecdo da
luz. Para verificacdo das hidrolises, as amostras foram solubilizadas em solugdo de HCI e
NaOH de 0,01M; 0,1M e 1M, avaliando o comportamento por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) nos tempos 0h, 24h e 48h. A hidrdlise neutra foi avaliada variando apenas
o tempo de exposicdo ao solvente aquoso, também de Oh, 24h e 48h.

A degradacdo oxidativa foi conduzida utilizando solucdo de peroxido de hidrogénio 1, 3
e 9%, e avaliados seus comportamentos por CLAE nos tempos Oh, 24h e 48h.

Ja que o prototipo ndo possui um método indicativo de estabilidade, que determina o
teor de prototipo e suas substéncias relacionadas, optou-se por utilizar as condi¢des aplicadas
a rosiglitazona e pioglitasona, moléculas estruturalmente semelhantes ao LPSF/GQ-130,
descritas nos trabalhos de Gomes (2004) e Varanasi e colaboradores (2008). Neste contexto,
foram obtidas trés curvas auténticas do LPSF/GQ-130 nas concentragdes de 25, 50 e 100

ng/mL, obtendo-se r’=0,999 (Equacéo 1).

. . (area —95003) .
Concentracio Prototipo = 5793895 (Equacdo 1)
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4.2.9.2 Cinética de degradacéao térmica

As curvas TG, DTA, assim como a primeira derivada das curvas TG (DTG), foram
empregadas para caracterizacdo do prot6tipo e andlise da cinética de degradacdo através de
uma termobalanca Shimadzu®, modelo DTG-60H, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de
50 mL.min !, sendo a massa das amostras analisadas em torno de 3 mg (+ 0,1) acondicionadas
em porta-amostras de aluminio. A caracterizagdo foi realizada com aquecimento das amostras
na faixa de temperatura de 25 a 600°C e razdo de aquecimento de 10°C.min’. Antes dos
ensaios verificou-se a calibracdo do instrumento empregando-se uma amostra de oxalato de
calcio monoidratado com perdas de massa definidas. Os dados termoanaliticos foram
analisados por meio do software TA-60WS® (Therma Analysis) versio 2.20 da Shimadzu®.

O estudo cinético ndo-isotérmico foi realizado conforme método de Ozawa (1965), com
aquecimento das amostras até 600 °C, e razdes de aquecimento de 5; 10; 15 e 20°C.min ™.
Para o tratamento dos dados, foi utilizado o modelo proposto por Ozawa (1965), conforme
programa de andlise cinética desenvolvido pela Shimadzu®. O coeficiente angular (slope) do
gréfico que correlaciona log A vs. 1/T (K™) fornece a E, do processo. Os valores do fator
freqiéncia (A) e ordem de reacdo também sdo obtidos neste estudo cinético, a partir do
grafico que correlaciona a massa residual da amostra pelo tempo reduzido em minutos
(OZAWA, 2000; RODANTE; CATALANI; VECCHIO, 2002; CIDES et al., 2006).

4.3 PARTE Il: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA DOSEAMENTO DO
LPSF/GQ-130

4.3.1 Matéria-prima, reagentes e vidrarias

Foram utilizados os solventes organicos alcool metilico P.A e élcool etilico P.A
(Vetec®, lotes 1007904 e 1002744, respectivamente); acetona P.A e diclorometano P.A
(Dinamica®, lotes 42061 e 1002744, respectivamente); e acetonitrila (ACN) grau CLA (Carlo
Erba®, lote VOE853259E). A 4gua utilizada foi ultrapurificada pelo equipamento MilliQ
Millipore® (Milli-Q® System, Massachusetts, USA). O LPSF/GQ-130 (lote LTMO0412, teor
99,37%) foi sintetizado e cedido pelo LPSF-UFPE. Todas as vidrarias utilizadas foram
volumétricas (Satelit®), com certificado de calibracéo por lote pelo fabricante.
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4.3.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados no estudo foram Balanca Analitica Bioprecisa®, modelo
FA2104N, Ultra-som 1.500 Barnson® (70 W poténcia) e Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE-DAD) modelo DGU-20 As, Shimadzu®.

4.3.3 Determinacéo da solubilidade quantitativa do LPSF/GQ-130 em solventes organicos

A solubilidade qualitativa do LPSF/GQ-130 foi conduzida em acetona, diclorometano,
alcool etilico e acetonitrila. Foram obtidas solu¢fes concentradas de LPSF/GQ-130 em cada
um desses solventes (100 pg/mL), as quais foram diluidas para obtencdo de trés solucbes
diluidas (2, 5 e 7 pg/mL) (Figura 9), utilizadas para confeccdo de trés curvas de calibracdo
auténticas para cada solvente. Posteriormente, foi adicionado excesso de LPSF/GQ-130 a 10
mL de cada solvente, em triplicata. As amostras foram filtradas e diluidas na propor¢édo de
1:100 para leitura em espectrofotdbmetro na regido do ultravioleta visivel (UV-vis) em
varredura. Os resultados foram transformados em concentracdo e multiplicados pelo fator de

correcéo (100).
Figura 9 — Curvas de calibragdo obtidas para 0 LPSF/GQ-130 em cada solvente orgénico testado
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4.3.4 Desenvolvimento do método analitico para quantificacdo de LPSF/GQ-130

O solvente organico utilizado no preparo das soluc@es diluentes do método analitico foi
selecionado de acordo com os resultados obtidos no estudo de solubilidade qualitativa. A area
do pico correspondente ao LPSF/GQ-130 observada por CLAE-DAD foi utilizada para definir
o melhor sistema de dilui¢do (100% ACN; 70:30 ACN/H,0; 50:50 ACN/H,0) e a forma e o
tempo de agitacdo (5 min por ultrassonicacdo e agitacdo mecanica; e 10 min por
ultrassonicacdo), utilizando tratamento estatistico por andlise de variancia (ANOVA) One-
way, com um nivel de significancia de 95%, através do software OriginPro 8®. J& o tempo de
retencdo do LPSF/GQ-130 foi utilizado como parametro para definicdo da composicdo e o

fluxo da fase mdvel, além da temperatura de execucdo do referido método.

4.3.4.1 Determinacdo da composicado da fase movel

Foram preparadas trés solugdes concentradas (100 pg/mL) de LPSF/GQ-130 em ACN,
as quais foram sonicadas por 10 min, sendo posteriormente diluidas até a obtencdo de trés
solugdes de 10 pg/mL, para cada solucdo concentrada. As solugdes diluidas foram filtradas
em filtro Millipore® e acondicionadas em vials. Estas amostras foram utilizadas para testar as
composicoes da fase movel, com pardmetros fixos de temperatura (25°C), fluxo (1,5 mL/min)

e volume de injecdo das amostras (20 pL) (Quadro 4).

Quadro 4 — Composicdo das fases méveis utilizadas no desenvolvimento do método de quantificagdo por CLAE
para o LPSF/GQ-130.

Fase Composicéo
A 75% ACN + 15% MeOH + 10% H,0
B 65% ACN + 15% MeOH + 20% H,0O
C 65% ACN + 35% H,0
D 75% ACN + 25% H,0
E 85% ACN + 15% H,0

4.3.4.2 Determinagédo do sistema de dilui¢cdo das amostras de LPSF/GQ-130

Trés tipos de diluicdo foram testados utilizando a melhor fase mével, determinada no
experimento anterior. Foram preparadas trés solugdes de 100 ug/mL em ACN pura e, a partir
destas, trés solucbes diluidas foram preparadas na concentra¢do de 10 pug/mL: 1) em ACN
pura; 2) em ACN/H,0 (70:30) e 3) em ACN/H,O 50:50. As amostras foram previamente
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filtradas em filtro Millipore para leitura no equipamento. O sistema de diluicdo das amostras
foi definido em relacdo a area detectada pelo aparelho, onde aquele sistema que apresentou a

maior area foi o escolhido para dar continuidade ao desenvolvimento do método.

4.3.4.3 Determinacéo do método de obtengdo das solucBes concentradas

Apbs definicdo do sistema utilizado para diluir as amostras a serem lidas no CLAE-
DAD, variou-se 0 método e o tempo de agitacdo no preparo das solugdes concentradas (100
pg/mL). Assim, foram testados além da sonicagdo por 10 minutos, a sonicagdo por 5 minutos
e a agitacdo manual por 5 minutos. As solucBes concentradas foram diluidas a fim de obter
concentragdo de 10 pg/mL em ACN/H,0 (70:30), com posterior filtracdo em filtro Millipore

e injecdo no equipamento.

4.3.4.4 Determinagdo dos parametros do equipamento

Com a fase movel e o método de obtencdo das solugdes concentradas e diluidas
definidas, variou-se a temperatura do forno (30 e 25°C) e o fluxo da fase mével (1,5 e 2,0
mL/min). A escolha destes parametros levou em consideracdo a area dos picos e o tempo de
retencdo da amostra.

4.3.5 Validacdo do Método de Quantificacdo do LPSF/GQ-130 por CLAE-DAD

A validacdo da metodologia analitica proposta teve os parametros robustez, linearidade,
limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatiddo e especificidade conforme critérios
estabelecidos pela International Conference Harmonization (ICH). A confiabilidade dos
parametros pode ser avaliada pelo coeficiente de variacdo (CV %) ou através do desvio
padréo relativo de uma série de medidas. Cada parametro foi tratado estatisticamente por
analise de variancia (ANOVA) One-way, a um nivel de significancia de 95%. Para cada

conjunto de andlises foi admitido um valor de CV % inferior a 5%.
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4.3.5.1 Preparo das solugOes concentradas

As solugbes concentradas de LPSF/GQ-130 foram obtidas a partir da completa
solubilizacdo de 0,01g da NEQ em acetonitrila grau HPLC, sendo esta solucdo submetida a

sonicagdo por 10 min, adquirindo uma concentracdo final de 100 pg/mL.
4.3.5.2 Preparo das soluc@es diluidas

As soluces diluidas foram preparadas a partir da retirada de aliquotas pré-estabelecidas
da solucdo concentrada e tendo seu volume completado para 25 mL com solucdo de
ACN/H,O (70:30). As amostras foram previamente filtradas em filtro Millipore e

acondicionadas em vials para leitura no CLAE-DAD.
4.3.5.3 Linearidade

O quesito linearidade foi avaliado a partir da obtencdo de sete solucdes diluidas,
finalizadas com as seguintes concentragdes: 10, 20, 30, 40, 50, 60 ¢ 70 ug/mL. Para cada
concentracdo relacionou-se a area apresentada no equipamento e plotou-se uma reta, onde o
eixo “x” corresponde a concentracao das amostras € o eixo “y” corresponde a area observada
no equipamento. Os dados pertinentes a reta, como o “R” quadratico (r°), coeficiente de
linearidade (intercept) e o coeficiente angular (slope) foram obtidos a partir da utilizacdo do

programa OringPro 8°.
4.3.5.4 Especificidade

O quesito especificidade foi avaliado a partir da obtencdo de uma solucdo concentrada
de LPSF/GQ-130 com contaminacdo por LPSF/GQ-16 (Figura 10) em ACN grau HPLC.
Assim, seguiu-se inteiramente 0 método de obtencdo da solugdo concentrada, porém com o
LPSF/GQ-130 contaminado. A solugdo foi posteriormente diluida para 40 pg/mL de
LPSF/GQ-130, ponto médio da reta obtida para linearidade. As amostras foram previamente
filtradas em filtro Millipore. A especificidade foi avaliada qualitativa, a partir da visualizagdo
de novos picos referente & substdncia contaminante, e quantitativamente, através de

tratamento estatistico por analise de variancia (ANOVA) One-way, a um nivel de
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significancia de 95%, e da verificacdo do CV% obtido entre as areas de LPSF/GQ-130 a 40

pug/mL com e sem a contaminagao.

Figura 10 — Estrutura molecular do LPSF/GQ-16.
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CH,

4.3.5.5 Exatidao

Foram preparadas trés solucdes diluidas de LPSF/GQ-130 em ACN/H,0 (70:30) a 20,
40 e 60 pg/mL. As concentragdes obtidas em relagdo a area fornecida pelo equipamento

foram estatisticamente tratadas pelo método ANOVA.

4.3.5.6 Precisao

Repetibilidade

Para avaliar o quesito repetibilidade foram verificados os valores das areas obtidas
em seis diferentes amostras diluidas (40 pg/mL). A partir destes valores foi calculada a média
e 0 desvio padrdo dos resultados e, posteriormente, o coeficiente de variacdo (CV%) da

analise, utilizando o programa Microsoft Excel 2010 como ferramenta.

Precisdo Intermediaria

A precisdo intermediaria foi avaliada a partir da variacdo de analistas e dos dias de
execucao do preparo de amostras diluidas a 40 ug/mL (Quadro 5). A partir das concentracfes
obtidas foi realizado teste estatistico por analise de variancia (ANOVA) One-way, a um nivel
de significancia de 95%, através do software OriginPro8®. Adicionalmente, foram calculadas
as médias e os desvios padrdo dos resultados e, posteriormente, o coeficiente de variacdo

(CV%) da analise, utilizando o programa Microsoft Excel 2010 como ferramenta.
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Quadro 5 — Planejamento da preciséo intermediaria para validagdo do método de quantificagdo por CLAE para
0 LPSF/GQ-130.

Variacéo do analista Variacéo do dia Amostra
ANALISTA1 1°DIA F1
ANALISTA1 3°DIA F3
ANALISTA 2 1°DIA G1
ANALISTA?2 3°DIA G3

4.3.5.7 Robustez

Para verificacdo da robustez do método proposto foram variadas as temperatura do
forno do equipamento (24, 25 e 26°C) e o fluxo da fase mével (1,9; 2,0; e 2,1 mL/min). A
partir das areas dos picos obtidas foi calculada a média e o desvio padrdo dos resultados e,
posteriormente, o coeficiente de variacdo (CV%) da analise, utilizando o programa Microsoft
Excel 2010 como ferramenta. Também foi aplicado o teste estatistico ANOVA, com 95% de

significancia, através do software OringPro®, em duas etapas.

4.4 PARTE Ill: DESENVOLVIMENTO DE METODO DE DISSOLUCAO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA O LPSF/GQ-130

4.4.1 Matérias-primas e Reagentes

Foram utilizadas as matérias-primas e reagentes: LPSF/GQ-130 (teor 99,37%);
hidroxido de sodio (NaOH); dihidrogeno fosfato de potassio (H,KPO,); fosfato de sédio
dibasico (NapHPO,); &cido citrico; &acido cloridrico; cloreto de sodio (NaCl); é&gua
ultrapurificada obtida por MilliQ Millipore® (Milli-Q® System, Massachusetts, USA); e
lauril sulfato de sddio (LSS). Para execucdo do experimento o LPSF/GQ-130 foi inserido em

capsulas gelatinosas transparentes n° 4 (Capsugel®).

4.4.2 Equipamentos e Vidrarias

Apenas vidrarias volumétricas Satelit® com certificado de calibracdo por lote foram
utilizadas no desenvolvimento do método. Os equipamentos utilizados no estudo foram
Balanca Analitica Bioprecisa® modelo FA2104N, Dissolutor Varian® VK 7010 e
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) modelo DGU-20 As, Shimadzu®.

VIEIRA, A. C. Q. M. Incremento da solubilidade aquosa de um novo derivado tiazolidinico (LPSF/GQ-130) para terapias
anti-inflamatorias utilizando a técnica de dispers6es solidas.



69

4.4.3 Desenvolvimento do Método de Dissolugdo de LPSF/GQ-130

O desenvolvimento do método de dissolucdo do prototipo levou em consideracéo trés
fatores criticos, a saber: pH, % LSS e volume do meio de dissolucdo (Tabela 3), tendo seus
niveis normalizados para +1, 0 e -1, representando os niveis alto, central e baixo,
respectivamente. A escolha das variacOes e fatores apoiou-se nas diretrizes da RDC n° 31 de
11 de agosto de 2010. O efeito de cada fator isolado e associado na resposta, sendo a ultima
representada pela area do pico ou pela concentracdo referente ao LPSF/GQ-130 no CLAE, foi
analisado a partir da implementacdo de um Planejamento Fatorial completo de Montgomery
(2001) (Tabela 4). Todas as areas foram obtidas em triplicatas visando possibilitar uma
inferéncia estatistica mais robusta. O célculo do erro foi realizado em triplicatas no ponto
central, visando gerar resultados mais confiaveis. O planejamento experimental consistiu de
nk experimentos, onde o niumero base “n” indica a quantidade de niveis escolhidos e “k”
representa a quantidade de fatores. Com a realizacdo das triplicatas no ponto central para 0s
trés fatores e em cada fator variado em dois niveis, totalizaram-se nove experimentos em

triplicatas.

Tabela 3 — Niveis normalizados dos fatores empregados no desenvolvimento do método de dissolugdo para o
LPSF/GQ-130.

Valores normalizados A-pH B - Volume (mL) C - LSS (%)
- 1,2 800 0,5
0 4,6 900 0,75
+ 6,8 1000 1

Tabela 4 — Representacdo dos experimentos realizados no desenvolvimento do método de dissolucéo para o
LPSF/GQ-130, utilizando o planejamento fatorial completo de Montgomery (2001).

experl}lr;ento PH (A) Volume (B) % LSS (C) AB AC BC ABC
1 - + - - + = +
2 - - + + - - +
3 - - - = + +
4 + + + T + +
5 - + - - + ;
6 + + . + ) ) )
7 - + - + = -
8 - - - + ;
9 0 0 0 0 0 0 0
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Com o intuito de observar os efeitos principais e de interacdo, a equagdo a ser

estimada obedece a seguinte estrutura (Equacéo 2):

Yi =5+ BA + 5,8+ B,C +8,AB, + B AC, + 5BC, + 5, ABC,; +, (Equagdo 2)

onde “y” representa a area ou concentragdo do LPSF/GQ-130 obtida, e “A, B e C” s@o os
efeitos principais do modelo, respectivamente, os fatores pH, volume, e %LSS. Os efeitos de
interacdo destes fatores sdo representados por AB, AC, BC e ABC e o termo de erro aleatério
recebe a notagdo “U”. Para a estimagdo dos efeitos foi utilizado o método de Ordinary Least

Square (GUJARATI, 2000), onde os estimadores séo obtidos pela equagéo 3:

B=(X'X)X"y (Equacéo 3)

A matriz X é composta pelos nimeros normalizados dos niveis escolhidos para 0s
experimentos. A inferéncia estatistica foi realizada por meio dos testes t-Student e Andlise de
Variancia (ANOVA).

Objetivando otimizar a utilizacdo dos fatores na obtencdo da area/concentracdo do
LPSF/GQ-130, o Planejamento de Doehlert e a metodologia de Superficies de Respostas
foram implementados. A Matriz de Doehlert (DOEHLERT, 1970) consiste de um
planejamento onde os pontos do experimento sdo espacados de forma equidistante, gerando
uma figura geométrica condizente com a quantidade de fatores a se otimizar. No caso do
experimento deste trabalho, a matriz segue uma estrutura semelhante a da Figura 11,
apresentando 5 pontos no eixo das abcissas e 3 pontos no eixo das ordenadas, configurando
um hexagono. De forma geral, o planejamento de Doehlert deve seguir um total de k? + k + 1

experimentos, onde “k” € quantidade de fatores.
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Figura 11 — Distribuicdo dos pontos experimentais de uma matriz Doehlert para otimizagdo de suas variaveis,
representada por um hexagono regular com as coordenadas normalizadas.

-0,866 -

Fonte: BEZERRA, 2003.

Para tanto, fez-se necessario a execucao de novos experimentos, utilizando meio de
dissolucdo de pH 4 com as seguintes variacdes no percentual de LSS: 0,41; 0,75 e 1,12%.

Ap0s obter os experimentos do planejamento de Doehlert, a otimizagdo é originada pela
técnica de Superficie de Resposta, sendo necessario estimar uma funcdo matematica que
descreva a relacdo entre os fatores e a resposta (BOSQUE-SENDRA et al, 1995). O critério
de Lagrange, que se baseia no célculo do determinante da matriz Hessiana (composta pelas
segundas derivadas), informa a respeito da existéncia de um maximo, de um minimo ou de
um ponto de sela. O fluxograma expresso na Figura 12 descreve os passos que devem ser
seguidos na implementacdo do planejamento de Doehlert e da metodologia de Superficie de

Resposta até encontrar o valor 6timo.
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Figura 12 — Diagrama de fluxo para aplicagdo de planejamento Doehlert na otimizagdo de métodos analiticos.

Planejamento Doehlert

v

Estimativa da funcdo resposta €

R(x,y) = a + bA + cB + dA” + eB* + fAB
l Novo Planejamento
Critério de Lagrange Doehlert
r 7 A
A funcdo apresenta Afuncdo ndo
um maximo apresenta um maximo
p : Calculo do vetor Regido que
Resolucdo do sistema h | a-
Ry=0eRy=0 gradiente em 2 pontos inclui o0 maximo
Valor 6timo

Fonte: BEZERRA, 2003.

Para a estimacdo dos efeitos dos fatores e andlise inferencial foram utilizados os
softwares Stata e Microsoft EXCEL. Para a otimizacdo dos fatores através da metodologia de
Superficie de Resposta, precedida pelo planejamento de Doehlert, foi utilizado o software
STATISTICA.

4.4.4 Preparo dos meios de dissolucdo

Os meios de dissolucdo foram preparados utilizando como solvente principal dgua
ultrapura milliQ®. Para o preparo de um litro de solucdo tampao pH 1,2 obteve-se 500 mL de
solugdo de NaCl 4 mg/mL, adicionou-se 70 mL de acido cloridrico puro e completou-se o
volume para 1 L com agua ultrapura. O preparo de uma solugéo de biftalato de potassio a 0,05
M forneceu a solucdo tampéo de pH 4,0. O preparo de 1 L de solugdo tampéo de pH 4,6 se
procedeu a partir da mistura de 93,5 mL de solu¢do Na,HPO, 0,2 M com 106,5 mL de
solucéo de &cido citrico 0,1 M, tendo seu volume completado para 1 L com agua ultrapura.
Por fim, a solugdo tampé&o de pH 6,8 constituiu-se da mistura de 500 mL de solu¢do H,KPO4
0,1M com 236,5 mL de solugdo NaOH 0,1 M e completou-se o volume para 1 L com agua
ultrapura. Os quantitativos de LSS foram previamente pesados e teve seu volume completado

com as respectivas solucfes tampao.
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4.4.5 Preparo das amostras de LPSF/GQ-130

As pesagens da matéria-prima para enchimento das capsulas foram realizadas de acordo
com o volume do meio a ser testado, de modo a obter-se uma concentracdo final maxima de
10 pg/mL. As amostras de LPSF/GQ-130 foram pesadas em balanga analitica e inseridas em
capsulas de gelatina dura transparentes. A encapsulacdo se deu artesanalmente, uma a uma,
conferindo-se o contedo interno da cépsula através da pesagem prévia do involucro e a

posterior pesagem da capsula cheia, admitindo variacGes de + 5% do conteldo interno.

4.4.6 Condigdes do equipamento e detalhamento do experimento

O dissolutor foi mantido a temperatura de 37,5°C (+ 0,2 °C) e a temperatura de cada
cuba monitorada por termdmetros do préprio equipamento. Para o sistema de rotagdo foi
utilizado o aparato pa, 100 RPM, sendo as capsulas inseridas em ancoras para garantir sua
deposicdo no fundo da cuba. Os tempos de coleta foram de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min. Em
cada coleta foram retirados 3 mL do meio de dissolucdo com imediata reposicdo do mesmo
volume. As mesmas foram realizadas manualmente, respeitando as dimensdes estabelecidas
pela farmacopeia brasileira, 5 edi¢do (Figura 13). As aliquotas retiradas foram filtradas em
filtro de papel e, em seguida, em filtro Millipore®, e acondicionadas em vials para leitura em
CLAE.

Figura 13 — Profundidade da coleta das amostras obtidas durante a dissolucéo.

Eixo de rotagéo

b — — W1

Nivel do meio —§
de dissolughio —
——
e Local
roxima

aproximado
de coleta
I da amostra

Fonte: Adaptado da Farmacopeia brasileira 52 edicéo.
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4.4.7 Condig0es de leitura das amostras obtidas

As amostras foram lidas em CLAE no respectivo meio de dissolu¢do. Uma curva de
calibracdo foi obtida diariamente a partir da obtencdo de solucdo concentrada em ACN pura
(100 pg/mL), com a retirada de aliquotas para confec¢do das amostras diluidas com solvente
na proporgéo final 70:30 (v/v) de ACN/solucdo tampéo. A todos os outros parametros foram
atribuidas as condicdes do método desenvolvido e validado para quantificacdo de LPSF/GQ-
130 por CLAE-DAD.

4.5 PARTE IV: OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE DISPERSOES SOLIDAS (DS) A
PARTIR DO LPSF/GQ-130

4.5.1 Mateéria-prima, reagentes

A obtencdo das DS utilizou as matérias primas LPSF/GQ-130 (teor 99,37%),
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC); Polivinilpirrolidona K-30 (PVP K-30); Polietilenoglicol
6000 (PEG 6000); Neusilin® FH2; Starch 1500®; Lactose (Tabletose®); Compritol 888 ATO®;
Lauril sulfato de sodio (LSS); Estearato de polietilenoglicol 100 (EPEG 100) -
comercializado por Myrj® 59; e polissorbato 80 (PLS 80) — comercializado por Sepitrap® 80.

Os solventes utilizados foram diclorometano, ACN e alcool etilico.
4.5.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados no estudo foram Balanca Analitica Bioprecisa®, modelo
FA2104N, banho-maria com agitagdo (Dubnoff, Nova ética), Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE-DAD) modelo DGU-20 As, Shimadzu®. Na compatibilidade fisico-quimica
LPSF/GQ-130-excipientes, as curvas TG, DTG e DTA foram obtidas em termobalanca
Shimadzu®, modelo DTG-60H.
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4.5.3 Estudos de Pré-formulagéo
4.5.3.1 Selecdo qualitativa de candidatos a formag&o da matriz dos sistemas binarios

A selecdo qualitativa da matriz das DS partiu de um estudo tedrico dos sitios potenciais
de formacdo de ligacdo de hidrogénio entre o LPSF/GQ-130 e os excipientes candidatos, as
quais representam ponto critico no processo de escolha da matriz do sistema também por
serem intensamente relacionadas ao confinamento molecular da substincia ativa, inibindo
assim sua recristalizacdo (SUN; JU; LEE, 2012). Algumas opcdes de excipientes foram
extraidas de publicacBes realizadas com a pioglitazona, tiazolidinadiona utilizada para o
tratamento do diabetes, a qual representou objeto de estudo para obtencédo de DS nos trabalhos
de Chowdary e colaboradores (2011), Mishra e colaboradores (2011) e Amhed (2011).

Estudo de compatibilidade fisico-quimica do LPSF/GQ-130 frente aos excipientes
candidatos

As curvas TG e DTA, bem como sua derivada DTG, modelo DTG-60H, em atmosfera
de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min*, sendo a massa das amostras de LPSF/GQ-130 puro
e suas misturas fisicas (1:1 p/p) de 3 mg e 6 mg (£ 0,1), respectivamente. As amostras foram
acondicionadas em porta-amostras de aluminio, e submetidas a uma razdo de aquecimento de
10°C.min™*, de 30 a 600°C. As temperaturas iniciais de fusdo (Tonsewr) foram obtidas através
do calculo do pico de fusdo observado pela curva DTA, realizado pelo software TA-60WS®
(Therma Analysis) versdo 2.20 da Shimadzu®. J& as temperaturas iniciais de degradagdo

(Tonsetp) foram mensuradas de acordo com 0s eventos expressos na curva DTG.

Diagrama de Solubilidade de Fases

O estudo de solubilidade de fases foi baseado no método de Higuchi e Connors (1965).
Foram preparadas, separadamente, amostras contendo 10 mL de solugdes de PLS 80,
EPEG100 e LSS, nas concentracbes de 0,5; 0,75; 1; 3 e 5% (p/v). A estas solugdes foi
adicionado excesso de LPSF/GQ-130. As amostras foram submetidas a agitacdo de 100 RPM
em banho-maria, a uma temperatura de 25°C, por 48 h. Em seguida, as amostras foram
deixadas reservadas por 24 h para alcancar a solubilidade de equilibrio.

Para leitura, as amostras foram filtradas em filtro de papel e em filtro millipore (20 pum),

acondicionadas em vial e submetidas ao método de quantificacdo validado neste trabalho.
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Todas as analises foram realizadas em triplicata com curva de calibragdo obtida no dia da

leitura do experimento.

Anélise Estatistica
Para constatacdo da significancia estatistica dos resultados foi aplicado o teste de
variancia ANOVA, considerando um nivel de significancia de 95%. O teste ANOVA foi

realizado no programa OriginPro® 8.

4.5.4 Obtencdo das dispersdes solidas binarias e ternarias

4.5.4.1 Obtencéo de DS por evaporacao do solvente

As DS foram obtidas aplicando-se metodologia utilizada nos trabalhos de Sun, Ju e Lee
(2012), com adaptacOes. Foram presados 0,08 g de LPSF/GQ-130 e 0,72 g de cada polimero
(HPMC, PVP K-30 e PEG 6000) a fim de se obter 0,8 g de mistura, na propor¢édo 1:9
(LPSF/GQ-130:Polimero). Inicialmente obtiveram-se as misturas fisicas mediante trituracdo
dos componentes em gral por 1 minuto. Em seguida, quantidades suficientes dos respectivos
solventes para solubilizar os p6s foram utilizadas. Nos lotes iniciais, o liquido obtido foi
despejado em placas de petri e secos em estufa a 50-60°C, por 4h. Nos lotes seguintes, um
processo de sonicacdo por 10 minutos foi introduzido previamente a passagem do liquido
obtido para a placa de petri. Apds secagem das amostras, as mesmas foram imediatamente
congeladas em ultra-freezer (-70°C) por 12 h para evitar a recristalizacdo induzida pelo calor.
Em seguida, as amostras foram acondicionadas em tubos de penicilina previamente
esterilizados. O quadro 6 apresenta os lotes de DS obtidos pelo método da evaporagdo do

solvente.
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Quadro 6 — Composicéo e solventes utilizados na obtencdo das dispersdes solidas pelo método da evaporagédo
do solvente.

Lote Composicéo Solvente Utilizado
HPMCO01 10% LPSF/GQ-130 + 90% HPMC Diclorometano
HPMCO02 10% LPSF/GQ-130 + 90% HPMC Diclorometano
HPMCO03 1% LPSF/GQ-130 + 99% HPMC Diclorometano
HPMCO05 30% LPSF/GQ-130 + 70% HPMC Diclorometano

HPMCTEO1 10% LPSF/GQ-130 + 1% EPEG 100 + 89% HPMC Diclorometano
HPMCTEO02 10% LPSF/GQ-130 + 3% EPEG 100 + 87% HPMC Diclorometano
HPMCTEO3 10% LPSF/GQ-130 + 5% EPEG 100 + 85% HPMC Diclorometano
HPMCTPO1 10% LPSF/GQ-130 + 1% PLS 80 + 89% HPMC Diclorometano
HPMCTPO02 10% LPSF/GQ-130 + 3% PLS 80 + 87% HPMC Diclorometano
HPMCTPO3 10% LPSF/GQ-130 + 5% PLS 80 + 85% HPMC Diclorometano
PEGO1 10% LPSF/GQ-130 + 90% PVP K-30 Diclorometano
PVPO1 10% LPSF/GQ-130 + 90% PVP K-30 Acetona/EtOH 71:29
PVP02 10% LPSF/GQ-130 + 90% PVP K-30 EtOH/Diclorometano 75:25

4.5.4.2 Obtencao de DS binéaria a base de HPMC por malaxagem

A DS obtida por malaxagem (lote HPMCO04) seguiu a metodologia descrita por
Chowdary e colaboradores (2012), com adapta¢fes. Foram pesados 0,19 de LPSF/GQ-130, o
qual foi solubilizado em 30 mL de diclorometano. Posteriormente, 0,1g de HPMC foi
adicionado a solugédo, aos poucos, e triturados continuamente até a formacdo de uma massa

umida. A mistura foi seca em estufa a 50-60°C por 2 h.

4.5.5 Caracterizacdo das dispersdes sélidas

4.5.5.1 Obtencdo da Concentracao de Saturacé@o dos Sistemas Desenvolvidos

Foi adicionado a 10 mL de &gua e meio de dissolucdo (pH 1,2 + 1% LSS),
separadamente, excesso de todos os lotes obtidos, bem como suas misturas fisicas. As
amostras foram submetidas a banho maria, a 37,5°C, sob agitagdo (100 RPM), por 24 h. Em
seguida, as amostras foram reservadas por 24 h para alcancar a solubilidade de equilibrio.

Para leitura, as amostras foram filtradas em filtro de papel e em filtro millipore (20 pum),
acondicionadas em vial e submetidas ao método de quantificagdo desenvolvido anteriormente.
Todas as analises foram realizadas em triplicata com curva de calibragdo obtida no dia da

leitura do experimento.
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4.5.5.2 Caracterizagdo Térmica

As curvas TG, DTA e a primeira derivada da curva TG (DTG) foram obtidas a partir de
termobalanca Shimadzu®, modelo DTG-60H, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50
mL.min™, razdo de aquecimento de 10°C.min™!, numa faixa de aquecimento de 30 a 600°C.
As curvas foram obtidas para as dispersdes solidas que apresentaram maior desempenho na
concentracdo de saturacdo, utilizando massa de 20 mg £ 0,1. Para fins de comparacéao, foram
obtidas as curvas TG, DTA e DTG para as misturas fisicas das dispersdes solidas testadas,
pesando-se 20 mg + 0,1, bem como foi obtida uma nova curva para 0 LPSF/GQ-130 com
massa de 2mg + 0,1. Estes valores de massa objetivaram manter massa de 2 mg de LPSF/GQ-
130 em todos os sistemas testados. As amostras foram acondicionadas em porta-amostra de
aluminio e verificadas em triplicata. Antes dos ensaios verificou-se a calibracdo do
instrumento empregando-se uma amostra de oxalato de célcio monoidratado com perdas de
massa definidas. Os dados termoanaliticos foram analisados por meio do software TA-60WS®

(Therma Analysis) versdo 2.20 da Shimadzu®.

4.5.5.3 Obtencéo dos Perfis de Dissolucéo

Os perfis de dissolucéo foram obtidos em dissolutor Varian® VK 7010, utilizando 1000
mL de meio pH 1,2 + 1% LSS, agitacdo com aparato pa a 100 RPM, a uma temperatura de
37,5°C, monitorada pelo equipamento. Os pontos de coleta foram 15, 30, 45, 60, 90 e 120
min. As amostras foram acondicionadas em cépsula transparente n°® 3. Cada lote teve o peso
das amostras em torno de 10% da Cs, visando manter a condigéo sink do experimento.

Para cada ponto da curva foi retirado um volume de 3 mL do meio de dissolugdo com o
auxilio de uma seringa, sendo este reposto logo em seguida com o meio de dissolucéo sem o
prototipo. A altura da coleta das amostras foi fixada conforme especificado no método geral
de dissolucdo da Farmacopéia Brasileira, 5% edicéo.

Para fins de comparacéo entre os perfis de dissolucdo obtidos foi calculada a Eficiéncia
de Dissolugéo (ED%) dos mesmos, conforme Equacéo 4 (KHAN, 1975):

ED% = As x100 + At (Equacéo 4)

Onde “As” representa a area sombreada e “At” representa a area total do retangulo. Os

valores da &rea sob a curva (ASC) e érea total foram calculados no software OringPro®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE I: CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA LPSF/GQ-130
5.1.1 Determinacdo das propriedades organolépticas
O LPSF/GQ-130 apresenta-se visualmente como placas de pé levemente amareladas,

formadas por pequenos cristais em forsma de agulha e odor caracteristico (Figura 14). A olho

nu percebe-se que o pé é leve e facilmente aglomeravel. Sua trituracdo ndo é aconselhavel,

pois é bastante susceptivel ao acimulo nas superficies.

5.1.2 Caracterizacdo térmica e determinagédo da pureza do LPSF/GQ-130

A partir do termograma obtido, evidenciou-se um evento endotérmico correspondente
ao ponto de fusdo do LPSF/GQ-130 (Figura 15), sendo a faixa de fuséo situada entre 170,16 a
171,73°C, consumindo 123,02 J g*. Este evento foi confirmado pela manutencdo da massa na
mesma faixa de temperatura na curva TG (Figura 16).
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Figura 15 — Curva DSC do LPSF/GQ-130 obtida em atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™) e razdo de
aguecimento de 10 °C.min™
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Figura 16 — Curva TG, DTG e DTA do LPSF/GQ-130 obtida em atmosfera de nitrogénio (50 mL.min%) e razdo
de aquecimento de 10 °C.min™
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Através da linearizagdo do evento de fuséo, aplicando-se a equagdo de Van’t Hoff, foi
possivel calcular a pureza do protétipo, verificada em triplicata. De acordo com este método a
pureza € determinada pelo desvio da linearidade do evento, que ocorre devido a presenca de
impurezas. Conhecendo-se o desvio da linearidade, pode-se inferir sobre o fator de correcéo
na linearizacdo da reta para 100 % de pureza, 0 que esta diretamente associado a presenca de
impurezas. Como resultado, o teor de pureza do LPSF/GQ-130 observado foi de 99,37 +

0,19% e o fator de corregéo calculado para as impurezas foi de 11,13% (Figura 17).
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Figura 17 — Grafico de linearizagao de Van’t Hoff obtido a partir da curva DSC do LPSF/GQ-130,
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5.1.3 Anélises espectrométricas: identificagdo da estrutura molecular
5.1.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

De acordo com o espectro de RMN *H, inicialmente identifica-se a presenca de seis
sinais, conforme Figura 18. Cinco desses sinais sdo referentes a hidrogénios nos
deslocamentos quimicos de, aproximadamente, 8; 7,4; 7,2; 5; e 1,4 ppm, com area integral
1:4:3:2:x (x = ndo identificado), e um deles referente ao marcador da escala, o tetrametilsilano

(0 ppm).
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Entretanto, a molécula proposta por Santos (2009) (Figura 19) possui sete tipos de
hidrogénios. Uma vez que a presenca do anel tiazolidinico 2,4-dissubstituido por radicais
bastante eletronegativos exerce forte efeito diamagnético local sobre os hidrogénios préximos
a este grupamento quimico, provocando desblindamento eletrénico destes nucleos, os prétons
absorvem maior energia e, portanto, apresentam deslocamentos quimicos maiores que 0S

usualmente apresentados para seus grupos quimicos.

Figura 19 — Estrutura quimica do LPSF/GQ-130 com identificacdo dos tipos de hidrogénios presentes.
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Adaptado de SANTOS, 2009.

O espectro de RMN *H permitiu a identificacdo, a partir das areas integrais dos sinais
visualizados na figura 18, do hidrogénio vinilico (7,871 ppm) e dos dois hidrogénios ligados
ao Csp®, através do singleto em 5 ppm, com area integral para dois. Infelizmente a obtenco
do espectro ampliado a partir de 5ppm néo trouxe beneficios na identificacdo dos sinais, uma
vez que as constantes de acoplamento ndo puderam ser calculadas por demonstrar um grande
namero de sinais em um mesmo deslocamento quimico. Entretanto, presume-se que este
conjunto de sinais entre 7,153 e 5,455 ppm, que possuem area integral de 3 e 4, referem-se
aos sete tipos de hidrogénios arilicos da molécula. Ademais, segundo Silverstein, Webster e
Kiemle (2007), o singleto expresso em 1,6 ppm possui grande possibilidade de se referir aos
hidrogénios da agua, impureza frequentemente observada quando se utiliza cloroférmio
deuterado como solvente, os quais aparecem no espectro exatamente neste deslocamento
quimico, como um sinal fino e forte.

No espectro de *C (Figura 20) pode-se ainda confirmar alguns destes resultados. A
partir deste, observa-se apenas um sinal de Csp®, apoiando a hipétese de que o sinal em 1,6
ppm no espectro de *H referia-se & 4gua. Além disso, classicamente pode-se evidenciar o sinal
com trés picos em aproximadamente 77 ppm, referentes ao cloroférmio deuterado utilizado
como solvente (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).
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Figura 20 — Espectro de **C do LPSF/GQ-130.
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De acordo com a molécula em questdo, a mesma apresenta quinze tipos de

carbono a ser sinalizado no espectro, como demonstra a Figura 21.

Figura 21 — Molécula de LPSF/GQ-130 com identificacdo dos seus tipos de carbono.

Uma vez que ambas as carbonilas estdo ligadas diretamente a um atomo de
nitrogénio, a ressonancia bem pronunciada estabelecida neste local blinda estes protons,
de modo que ha menor absor¢éo energética e, consequentemente, deslocamento quimico
menor. Este fendbmeno explica, portanto, o0 motivo pelo qual os sinais referentes a estes
dois tipos de carbonos possuem deslocamento quimico em aproximadamente 166,968 e
165,683 ppm, e ndo em 200 ppm, onde se visualiza o sinal tipico de carbonila que nédo
sofre efeito diamagnético local (SOLOMONS; FRYHLE, 2005; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Além disso, pode-se identificar dez sinais compreendidos entre os deslocamentos
quimicos de 129,636 e 136,932 ppm, regido tipica de carbono arilico. Os sinais
referentes aos carbonos sp? sdo claramente percebidos nos deslocamentos quimicos de
127,344 e 121,543, regido tipica deste tipo de nucleo. Por fim, o sinal situado em 42,534
ppm refere-se a0 Csp®, que sofreu leve deslocamento em virtude de sua vizinhanga
quimica, por se tratar de estruturas bastante eletronegativas, assim como foi apresentado
no espectro de *H.

Deste modo, a juncdo das duas técnicas de RMN permitiu identificar
molecularmente o LPSF/GQ-130, entretanto, por se tratar de uma técnica de alto custo,
seu acesso € bastante reduzido nas industrias farmacéuticas. Assim, uma vez
correlacionado este espectro de RMN ao espectro na regido do IV, pode-se realizar
futuras analises apenas a partir da comparacdo com este ultimo, ja que se apresenta
como opgdo mais acessivel tanto em se tratando de custo e manutencdo, quanto na

facilidade da anélise e interpretacédo dos resultados.
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5.1.3.2 Espectrometria de absor¢ao na regiao do infravermelho

A anélise espectrométrica por IV permite a identificacdo dos principais grupos
funcionais presentes em uma molécula, a partir das vibracdes em frequéncias
caracteristicas por cada um deles. Deste modo, abaixo pode ser visualizado as bandas

obtidas através desta técnica (Figura 22).

Figura 22 — Espectro de absorcao na regido do Infravermelho do LPSF/GQ-130.
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De acordo com o espectro pode-se evidenciar uma banda de absorcao
caracteristica da deformacdo axial da ligacdo C=0O (carbonila), de alta intensidade e
situada na frequéncia 1670 cm? (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007;
SANTOS, 2009). A funcdo amida terciaria pode ser visualizada a partir da presenca de
duas bandas de absorcdo referentes ao estiramento C-N nas frequéncias 1108,86 e
1085cm™ e da auséncia de pequenas bandas na regido de 3700-3400 cm™, referentes a
ligagdo N-H caracteristico de amida primaria e secundaria e/ou aminas
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

As bandas de absorcdo na frequéncia 1606 cm™ correspondem a ligacdo C=C de
composto aromatico (SANTOS, 2009). Segundo Silverstein, Webster e Kiemle (2007)
pode-se perceber a presenca de bandas em frequéncias caracteristicas de benzeno 1,4
dissubstituido (A = 813,28 cm'l); benzeno 1,2,4 trissubstituido (A = 929,12 Cm'l);
deformacéo axial do cloreto de arila (A = 1146,21 cm™); e de sulfonamida (. = 1332,90

cm™). A auséncia de bandas caracteristicas das funces alcool, acido carboxilico e

VIEIRA, A. C. Q. M. Incremento da solubilidade aquosa de um novo derivado tiazolidinico (LPSF/GQ-130) para
terapias anti-inflamatérias utilizando a técnica de dispersoes sélidas.



88

amina permite excluir a presenca destes grupamentos quimicos na molécula de
LPSF/GQ-130.

Assim, a técnica espectrométrica na regido do IV permitiu a identificacdo
molecular do protétipo, destacando-se a elucidacdo dos grupamentos quimicos
responsaveis pela atividade anti-inflamatoria do protétipo, como o anel tiazolidinico, o
qual age como substrato para o receptor PPARY (STRAUS; GLASS, 2007).

5.1.3.3 Espectrometria de massas

O espectro de massas (EM) do LPSF/GQ-130 (Figura 23) apresenta na razéo
massa/carga (m/z) 398,7377 o sinal referente & desprotonacdo do protétipo (M™). O
sinal em m/z 369,9282, com 100% de abundancia relativa, refere-se ao ion mais estavel
formado na ionizacdo negativa. De acordo com a estrutura quimica do LPSF/GQ-130 e
seus pontos de susceptibilidade a quebra e ionizagéo, este sinal provavelmente se refere
a forma descarboxilada do prototipo.

Figura 23 — Espectro de Massas do LPSF/GQ-130 por inserc¢do direta (ionizagdo negativa).
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5.1.4 Granulometria a laser e determinacao da area superficial especifica

A andlise granulométrica dos poOs apresenta-se como crucial se o objetivo
pretendido é fazer deste material componente de uma forma farmacéutica
(SARRAGUCA et al., 2010). Variagdes de granulometria repercutem em propriedades
fisicas criticas na obtencdo de medicamentos. Portanto, conhecer este parametro
significa gerar subsidio para identificar propriedades inadequadas da substancia,
antecipar os problemas de formulacéo e propor alternativas tecnoldgicas para contornar
o problema (RODRIGUES et al., 2005; SOARES, 2011).
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Apesar de a Farmacopeia Brasileira 5% edicdo preconizar a determinacdo da
granulometria das particulas pela retencdo desta em tamises com diferentes aberturas de
malha, este procedimento solicita a utilizagdo de aproximadamente 25 g de material,
tornando inviavel a realizacdo desta andlise segundo este compéndio oficial, uma vez
que a quantidade disponivel é muito inferior a necessaria para sua execucdo. Deste
modo, a granulometria a laser foi escolhida para determinar a granulometria das
particulas de LPSF/GQ-130. Esta técnica foi estabelecida como um padrdo internacional
(ISO 13.320-1, 1999) através de um estudo comparativo entre os resultados do teste
efetuado com os tamises e a granulometria a laser, o qual obteve resultados
correlaciondveis (BYUNG-MAN et al., 2008).

Portanto, os resultados obtidos por este método podem ser comparados aos
obtidos pelo método descrito na Farmacopéia Brasileira e classificado de acordo com
esta. Conforme estabelecido, a classificacdo dos pos abrange particulas com retengédo

em tamis cuja malha de abertura varia entre 20 pm a 9,5 mm (Quadro 7).

Quadro 7 — Classificacdo dos pos segundo a Farmacopéia Brasileira, 52 edi¢do.

Classificacdo Parametros

aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal
PG grosso de malha de 710 mm e, no mé&ximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de

malha de 250 um.
Po aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis de abertura nominal

moderadamente | de malha de 355 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de

grosso malha de 180 mm.
aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis de abertura nominal

P6 semifino de malha de 355 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de

malha de 180 mm.

o6 fi aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal
6 fino
de malha de 180 mm.

. aquele cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal
P6 finissimo
de malha de 125 mm.

Segundo a curva assimétrica positiva de distribuicdo obtida e de acordo com a
curva de distribuicdo de frequéncia cumulativa (Figura 24), obteve-se como didmetro
médio das particulas do LPSF/GQ-130 o valor de 12,48 pum, sendo encontrados grupos

de particulas com didmetro variando de 5,5 a 37 um (considerando frequéncia de
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distribuicdo minima em torno de 5%). Adicionalmente, a curva de distribuicdo
granulométrica permite visualizar a faixa de granulometria média que deve ser
encontrada na caracterizacdo de outros lotes do prototipo, a qual varia de 11, 65 a
13,10pm.

Figura 24 — Curva de distribuicdo de frequéncia relativa e cumulativa da matéria prima LPSF/GQ-130.
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Portanto, seguindo as especificacdes da Farmacopéia Brasileira mais recente, 0 po
do LPSF/GQ-130 recebe a classificacdo de po6 finissimo. Segundo Castellanos e
colaboradores (1999), particulas que possuem didmetro abaixo de 30um apresentam
coesividade interparticular dominante, repercutindo intensamente nas propriedades de
fluxo da substancia. Esta, por sua vez, representa ponto critico em diversos processos
unitarios de producdo como mistura, compressao, enchimento adequado das matrizes e
transposicdo de escala, dentre outros (AULTON, 2005; SARRAGUCA et al., 2010),
intensificando a dificuldade de obtencdo de formas farmacéuticas sélidas (LACHMAN;
LIBERMAN; KANIG, 2001; AULTON, 2005).

De acordo com a andlise da medida de area superficial especifica obtida pelo
método Brunauer-Emmett-Teller (BET), sua area superficial foi determinada em
81,3529 m?/g. Possivelmente este resultado decorre da utilizacdo do método de
liofilizacdo para secagem apos a sintese da NEQ. Por outro lado, a isoterma de absor¢ao
e dessorcdo obtida (Figura 25) apresenta uma curva caracteristica do tipo Ill, a qual é
relacionada a solidos ndo porosos associados a mesoporos (poros com didmetro de 20 a
500 A) (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001), porém também esté relacionada a

sistemas onde as moléculas do adsorvato apresentam maior interagdo entre si do que
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com o sélido (LOWELL; SHIELDS, 1979), prejudicando a analise de area superficial e
da porosidade (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001).

Figura 25 — Isoterma de absorcao e dessorcdo do LPSF/GQ-130.
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Neste contexto, as analises permitem prever que o p6 de LPSF/GQ-130 terad de
sofrer alteracfes tecnoldgicas visando alcancar propriedades de fluxo e solubilidade
aquosa adequadas, repercutindo em taxa de dissolucdo e biodisponibilidade eficientes,

na tentativa de tornar possivel seu uso na elaboracdo de medicamentos viaveis.

5.1.5 Difragéo de Raios X (DRX)

O perfil difratométrico do LPSF/GQ-130 (Figura 26) revela a presenca de 3 picos
de maior intensidade a 5,44; 16,22 e 44,2 °20, além de diversos picos secundarios,

evidenciando o comportamento cristalino do protétipo.
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Figura 26 — Perfil difratométrico do LPSF/GQ-130.
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5.1.6 Microscopia eletronica de varredura

A micrografia obtida através do MEV (Figura 27) demonstrou carater cristalino,
corroborando com os dados obtidos por DRX. Aparentemente, 0s cristais apresentam-se

como de geometria acicular.

Figura 27 — Microscopia eletronica de varredura do LPSF/GQ-130, sob aumento de 350 vezes.
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Segundo Saifee e colaboradores (2009), de forma geral estruturas cristalinas na
forma acicular apresentam propriedades de fluxo inadequadas quando comparadas com
particulas de morfologia cubica ou arredondadas, sendo necessaria a intervencao de

excipientes para submeté-los a diversos processos industrias na obtencdo de
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medicamentos. Assim, esta analise reafirma a necessidade da intervencdo tecnologica

para a elaboracdo de um produto farmacéutico de qualidade.

5.1.7 Estudo Preliminar de Degradacéo Forcada

5.1.7.1 Hidrolise e Oxidacao

Segundo Carvalho e colaboradores (2008), a observacdo do comportamento das
moléculas frente as condic6es de hidrélise e oxidacdo adquire notavel importancia, uma
vez que estas sdo as condi¢Bes nas quais 0s medicamentos sdo mais frequentemente
expostos, em virtude da umidade na propria atmosfera e presenca de oxigénio. Em se
tratando de uma NEQ, torna-se indiscutivel a necessidade desta compreensao.

Assim, as amostras de LPSF/GQ-130 foram submetidas a hidrolise neutra e
catalisada por &cido (HCI) e base (NaOH). Segundo a Tabela 5, a hidrdlise &cida (HCI
0,01; 0,1 e 1M) foi capaz de degradar mais de 10% do prototipo no periodo de
exposicdo de 72 h, ndo demonstrando relacdo com a concentracdo do acido, propondo
que a instabilidade gerada é devido a catalise acida da reacdo de hidrolise,
provavelmente pelo deslocamento do equilibrio da dissociacdo da agua na reacdo. Por
outro lado, o percentual de degradacéo do protdtipo, no mesmo periodo de exposi¢do, as
condicdes basicas (NaOH 0,01, 0,1 e 1 M), demonstraram a notdria instabilidade do
mesmo, uma vez que em todas as concentracbes de NaOH utilizadas houve degradacéo

de 100% . Todos os picos observados tiveram suas purezas garantidas.

Tabela 5 — Percentual médio de degradagdo do LPSF/GQ-130 ap6s 72 horas de exposi¢do as condicdes
de hidrolise.

Condicéo 0,01M 0,AM 1M 40%
Hidrolise Neutra (H,0) - - - 9%
Hidrolise Acida (HCI) 15% 15% 15% -

Hidrolise Basica (NaOH) 100% 100% 100% -

Segundo Baertschi e Alsante (2005), a funcdo quimica amida apresenta
susceptibilidade a hidrdlise, sendo lenta apenas quando exposta a condi¢des neutras.
Assim, pode-se concluir que o grupo farmacoforico da molécula é o principal alvo de

ataque destes meios, a tiazolidina-2,4-diona.
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Na degradacdo frente as condicdes oxidativas (Tabela 6), com o auxilio do
peroxido de hidrogénio em solucdo, observou-se percentual de degradacdo em torno de
30% para concentracGes mais baixas de perdxido testadas (1 e 3%), e em torno de 70%
quando utilizado 9% de peroxido de hidrogénio, apds 72 horas. Apesar de estes
resultados ndo representarem todos os possiveis mecanismos de oxidacdo da molécula
no estado solido, o mesmo fornece indicios da susceptibilidade & degradacdo na
presenca de oxigénio.

Tabela 6 — Percentual médio de degradacdo do LPSF/GQ-130 ap6s 48 horas de exposi¢do as condicdes
de oxidagéo.

Condicéo Perxdido de Perxoido de Perxdido de
hidrogénioa 1%  hidrogénio a3% hidrogénio a 9%
Degradacéo (%0) 30% 30% 70%

Portanto, os procedimentos que utilizem condicGes bésicas e oxidativas devem ser
executados com monitoramento constante do teor do LPSF/GQ-130, visto sua

susceptibilidade de degradacédo nestas condicdes.

5.1.7.2 Cinética de Degradacao Térmica

A avaliacdo da estabilidade térmica e a determinagdo dos parametros cinéticos de
decomposicdo do LPSF/GQ-130 foram realizadas através de termogravimetria (TG),
por esta ter se mostrado uma técnica bastante eficaz para o objetivo pretendido
(ARAUJO et al., 2010). Inicialmente, o protétipo foi submetido a razio de aquecimento
de 10°C.min" para avaliacio do seu comportamento térmico. As curvas obtidas
demonstram que o protdtipo é termicamente estavel até aproximadamente 238 °C,
apresentando um evento que ocorre na faixa de 238,3 a 297,4°C, com perda de massa
(Am) de 98,6% (Figura 29). Além do mais, na faixa de temperatura de fuséo (171,3 a
176,5°C), evento observado nas curvas DSC, ndo foi observada nenhuma variagdo de
massa. Essa verificacdo é importante tendo em vista que algumas substancias, como o
diclofenaco de sddio, podem sofrer decomposicdo e/ou ciclizagdo antes de atingir a
temperatura de fusdo dependendo da razdo de aquecimento e atmosfera do ensaio e
como consequéncia pode haver erros na determinacdo do seu ponto de fusdo
(GIORDANO et al., 2001).
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Nos ensaios da analise cinética ndo-isotérmica com razGes de aquecimento (A) de
5; 10; 15 e 20°C.min* obtiveram-se as curvas TG (Figura 28) e o respectivo gréfico de
logA x S. K™ (Figura 29), a partir do modelo proposto por Ozawa (1965). Na Figura 29
se observa uma relacdo de dependéncia da razdo de aquecimento sobre a taxa de
decomposic¢do térmica, como ja demonstrada para a zidovudina em estudo realizado por
Araujo e colaboradores (2005). Segundo os autores, estes resultados indicam que a
razdo de aquecimento influencia a distribuicdo da temperatura no interior da amostra e a
deteccdo do equipamento, prejudicando a elucidacdo de eventos discretos.

Os dados provenientes das quatro curvas TG possibilitaram a determinacdo da
energia de ativacdo, do fator frequéncia e da ordem da reacdo do processo de
decomposicdo térmica do LPSF/GQ-130, através do grafico que correlaciona a massa
residual da amostra pelo tempo reduzido (Figura 30). O gréafico em questdo demonstrou
uma boa correlagdo dos ensaios realizados sob as quatro razdes de aquecimento, quais
sejam, 5; 10; 15 e 20°C.min*. Além do mais, verificou-se que a ordem de reacdo do
LPSF/GQ-130 é zero, ou seja, sua reacdo da perda ou decomposicdo independe da
concentracdo de reagente e é constante com relacdo ao tempo (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Figura 28 — Curvas TG do LPSF/GQ-130 obtidas em atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™) e sob
diferentes razdes de aquecimento (5; 10; 15 e 20°C.min %).
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Figlura 29 — Curvas do logaritmo da razdo de aquecimento (logA) em funcdo do inverso da temperatura
(K.
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Figura 30 — Gréfico da funcdo G(X) do inverso da temperatura do LPSF/GQ-130.
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Assim, o estudo evidenciou que o LPSF/GQ-130 apresenta-se estavel
termicamente, em virtude da temperatura e energia de ativacdo elevadas que séo
requeridas para inicio da reacdo de decomposicdo. Esse dado, em conjunto com 0s
pardmetros cinéticos obtidos, sera muito util para continuidade dos estudos com esse

prototipo, a fim de melhor caracterizd-lo, ora para aprofundar os conhecimentos
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referentes aos derivados tiazolidinicos, ora para planejar adequadamente os estudos de
pré-formulacdo (compatibilidade farmaco-expcipiente) para obtencdo de medicamentos
com o devido protdtipo.

5.2 PARTE II: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA
DOSEAMENTO DO LPSF/GQ-130

5.2.1 Determinagdo da solubilidade quantitativa do LPSF/GQ-130 em solventes

organicos

De acordo com a Tabela 7, o diclorometano apresenta a maior capacidade de
solubilizacdo do LPSG/GQ-130, alcancando uma concentracdo de saturacéo (Cs) de 4,4
mg/mL. Entretanto, a imiscibilidade em &gua deste solvente impede seu uso na
quantificacdo do LPSF/GQ-130 em &gua, objeto de destacada importancia para este
trabalho. Assim, sua utilizacdo no desenvolvimento do método foi descartada.

Os solventes misciveis em &gua acetonitrila e acetona apresentam valores de Cs
préximos, em contraste com a Cs obtida em alcool etilico, que se demonstrou quase 9
vezes inferior. Dentre os dois primeiros, optou-se pelo uso da acetonitrila, pois a

acetona € um solvente muito volatil e nocivo aos equipamentos sensiveis.

Tabela 7 - Concentracdo de saturacdo (Cs) do LPSF/GQ-130 obtidas por espectrofotometria na regido
do ultravioleta visivel em diferentes solventes organicos, a 327 nm.

Solvente Cs (ng/mL)
utilizado
Acetonitrila 804,0119
Acetona 925,4906
Alcool Etilico 134,3457
Diclorometano 4411,9100

5.2.2 Desenvolvimento do método analitico para quantificacdo de LPSF/GQ-130
5.2.2.1 Determinacéo da composicao da fase mével
De acordo com os tempos de retencdo (TR) obtidos para cada sistema de fase

movel proposto, destacam-se as fases moveis A (75% ACN + 15% MeOH + 10% H,0)
e E (85% ACN + 15% H,0), pois apresentaram TR < 10 min (Tabela 8). Isto se deve a
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afinidade do prototipo por estas fases mdveis, fazendo com que a amostra passe com

maior velocidade no detector do equipamento.

Tabela 8 — Tempos de retengdo do LPSF/GQ-130 obtidos para cada fase mdvel testada.

Fase Mdvel Tempo de retencdo (min)
A 6,06
B 14,85
C 17,23
D 40,29
E 8,55

Entretanto, apesar de a fase movel A ter apresentado menor tempo de retencédo
que a fase E, esta ndo foi a escolhida para continuacdo do desenvolvimento do método,
pois a solubilidade limitada do LPSF/GQ-130 em alcool metilico o torna susceptivel a
recristalizacdo durante as analises. Ainda, o tempo de retencdo da fase movel E
apresenta-se suficientemente ideal e, portanto, optou-se por este sistema para dar

continuidade ao desenvolvimento do método (Figura 31).

Figura 31 — Cromatograma do LPSF/GQ-130 obtido por CLAE em fase movel ACN/H20 85:15 (1,5
mL.min™) a 25°C.
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5.2.2.2 Determinacédo do sistema de diluicdo das amostras de LPSF/GQ-130

De acordo com os estudos de Valério e colaboradores (2012), um método de
doseamento foi desenvolvido e validado utilizando amostras de LPSF/AC-23 em
diferentes sistemas de diluicdo com ACN:H,O ultrapura. Adicionalmente, o estudo de
solubilidade em solventes organicos, somado a necessidade de mensurar a
hidrossolubilidade do composto, inclinam as decisdes para 0 mesmo caminho. As areas
obtidas através da diluicdo de aliquotas da solucdo concentrada em diferentes
propor¢cbes de ACN:H,O (Tabela 9) demonstraram diferencas estatisticamente

significativas entre si (p-valor < 0,05) a um nivel de significancia de 95%.

Tabela 9 — Areas dos picos de LPSF/GQ-130 obtidas a partir da variacdo do sistema de diluicio das
amostras.

Diluicéo Média das areas (mAU) + dp CV%
ACN 635970,7 + 11051,08 1,73
ACN/H,0 70:30 694258 + 12646,47 1,82
ACN/H,0 50:50 448710 £ 11096,6 2,47

Concentragdo das amostras: 10 pg/mL

Deste modo, as solucdes de LPSF/GQ-130 devem ser diluidas num sistema
ACN/H,O 70:30, visando alcancar a maior quantidade de protétipo sollvel nas

amostras.

5.2.2.3 Determinagdo do método de obtencao das solugdes concentradas

As éreas alcangadas para amostras de 10 pg/mL, as quais foram obtidas a partir
de diferentes métodos de agitagdo da solucdo concentrada (Tabela 10), demonstram que
estas alteragdes no método geram resultados estatisticamente diferentes entre si (p-valor
< 0,05). Assim, o método de obtencao das solugcdes concentradas deve incluir a etapa de
sonicagdo por 10 minutos, pois esta apresentou melhor desempenho de leitura nas

condicBes do método.

VIEIRA, A. C. Q. M. Incremento da solubilidade aquosa de um novo derivado tiazolidinico (LPSF/GQ-130) para
terapias anti-inflamatérias utilizando a técnica de dispersoes sélidas.



100

Tabela 10 — Concentracdes de LPSF/GQ-130 obtidas a partir da variacdo do sistema de diluicdo das
amostras.

Diluicao Médias das Areas (mAU) + dp
Sonicagéo 10min 686613,3 + 12662,11
Sonicacgédo 5 min 546114,7 + 7985,957

Agitacdo mecanica 5 min 508974 + 9797,82

5.2.2.4 Determinacéo de parametros do equipamento

Outros parametros, tais como a temperatura do forno do equipamento e o fluxo da
fase movel também foram avaliados. De acordo com os resultados (Tabela 11), o fluxo
de 2 mL.min™ apresenta TR menor do que o fluxo 1,5 mL.min em ambas as

temperaturas testadas.

Tabela 11 — Tempos de retencdo de LPSF/GQ-130 em diferentes condi¢des de temperatura (25 e 30°C) e
fluxo (1,5 e 2,0 mL.min™).

Temperatura do forno (°C)  Fluxo (mL/min) Tempo de Retengdo (min)

25 15 8,55
25 2,0 6,58
30 1,5 8,16
30 2,0 6,12

Adicionalmente, foi percebido que apenas no fluxo de 2 mLmin® o
cromatograma passou a identificar um segundo pico, de menor intensidade, num TR 5,6
(Figura 32). Isto torna ainda mais importante a utilizacdo deste pardmetro no processo.
A variacdo da temperatura do forno ndo apresentou beneficios importantes e, portanto,

selecionou-se a temperatura usual de 25°C.
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Figura 32 — Cromatograma do LPSF/GQ-130 obtido por CLAE, com fase mével ACN/H20 85:15 (2
ml.min), a 25°C.
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5.2.3 Validacdo do Método de Quantificacdo do LPSF/GQ-130 por CLAE

5.2.3.1 Linearidade

De acordo com as areas obtidas para os sete pontos de concentracdo avaliados, o

método demonstrou-se linear com R? de 0,9992, como apresentado na Figura 33.

Figura 33 — Linearidade do método de quantificagdo proposto para o LPSF/GQ-130.
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Nesta etapa, as areas do pico secundario foram monitoradas visando garantir seu
percentual inferior a 5% em relacdo a area total obtida para as diferentes concentragdes
de LPSF/GQ-130 (Figura 34, Tabela 12).
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Figura 34 — Pico secundéario nos cromatogramas do LPSF/GQ-130 em diferentes concentragdes, obtidos
por CLAE no método proposto.
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Tabela 12 — Controle do percentual do pico secundério nos cromatogramas de LPSF/GQ-130.

Concentracéo de

Tercons  Mdadeirmd  Midadegmsdopieo % el
(Hg/mL)
10 43667,3 + 11669,66 1579 + 448,44 3,6
20 74946,3 £ 1851,63 2883,3 + 116,39 3,8
30 112083,7 + 3733,00 3999 + 163,04 35
40 147261,3 + 3722,67 4838,6 £ 1054,36 3,3
50 186436 + 3215,1210 5359 + 712,89 2,9
60 229115,3 £ 1222,36 5259 + 1014,00 2,3
70 260948,3 + 5353,84 8479,6 + 640,61 3,2

5.2.3.2 Especificidade

As areas dos picos referentes ao LPSF/GQ-130, tanto para solucdo pura quanto
para solucdo contaminada, ndo sd@o estatisticamente diferentes a um nivel de
significancia de 95% (p-valor = 0,066), sugerindo que ndo ha pico da substancia
contaminante que se expressa no mesmo tempo de retencdo da substancia analisada
(Tabela 13) o qual o método ndo foi capaz de separar. Adicionalmente, foi possivel
identificar os picos da substancia contaminante em outros tempos de retencdo (Figura

35). Assim, pode-se inferir que método desenvolvido atende ao quesito especificidade.
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Tabela 13 — Concentracdes de LPSF/GQ-130 em CLAE para amostras de concentracfes conhecidas do
prototipo (40 pug/mL) puro e contaminado com LPSF/GQ-16.

Média das concentracdes

Substancia (ng/mL) = dp
Solucéo LPSF/GQ-130 (40 pg/mL) pura 38,9932 + 0,9680
Solugéo LPSF/GQ-130 (40 pg/mL) 343967+ 3.2494

contaminada com LPSF/GQ-16 (40 pg/mL)

Figura 35 — Especificidade do metodo de quantificacdo por CLAE proposto, utilizando o LPSF/GQ-16
como agente contaminante.
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5.2.3.3 Exatidao

As trés amostras de LPSF/GQ-130 obtidas em diferentes concentragdes (20, 40 e
60 pg/mL) apresentaram CV% de 0,0206, estando assim dentro dos pardmetros e
variacOes determinadas para validacdo do método. Portanto, pode-se afirmar que o

método apresenta-se exato (Tabela 14).
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Tabela 14 — ConcentracGes reais e calculadas pelo método proposto de LPSF/GQ-130.

Concentracéo Média das concentracgdes CV (%)
conhecida (ug/mL) (Mg/mL) £ dp
19,6950 + 0,1322 0,67
20
40 38,8632 £ 0,2200 0,56
60 61,0949 + 0,3254 0,53
5.2.3.4 Precisao

Repetibilidade

Os valores das concentracGes obtidas a partir de seis diferentes amostras diluidas
(40 pg/mL) obtiveram p-valor > 0,05 (0,92), apresentando-se, assim, estatisticamente
semelhantes. Deste modo, o método foi considerado aceito no quesito repetibilidade
(Tabela 15).

Tabela 15 — Concentragdes de LPSF/GQ-130 obtidas por CLAE para seis repeticdes de amostra a 40
pg/mL.

Leitura Concentragéo de LPSF/GQ-130 (pg/mL)
1 38,9632
2 39,4400
3 40,3825
4 40,3825
5 38,9200
6 39,7999

Média + dp 39,65+ 0,65
CV% 1,6517

Precisdo Intermediéaria

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 16), as amostras apresentam-se
estatisticamente semelhantes (p-valor = 0,085 e 0,6517 para dias e analistas,
respectivamente). Assim, pode-se inferir que o método também alcancou o critério da

precisdo intermediaria.
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Tabela 16 — Resultados obtidos para precisdo intermediaria do método de quantificacdo por CLAE
proposto.

Amostra Média das concentracgdes (ug/mL) + dp
F1 40,3826
F3 41,0642
Gl 39,5147
G3 39,6879
Média 40,03 + 0,7086
CV (%) 1,77

5.2.3.5 Robustez

Para verificagdo da robustez do método foram variadas a temperatura do forno do
equipamento (24, 25 e 26°C) e o fluxo (1,9; 2,0; e 2,1 mL/min), conforme apresenta a
Tabela 17. Os resultados obtidos demonstraram-se estatisticamente semelhantes para a

temperatura (p = 0,99) e para o fluxo (p =0,1).

Tabela 17 — Valores das concentracdes obtidos na avaliagdo da robustez do método de quantificagdo do
LPSF/GQ-130 por CLAE.

Temperatura (°C)
= 24 25 26
S
_i 19 40,3456 40,8452 41,4356
S
S 20 42,7643 41,3742 41,3345
x
>
o 2,1 40,3985 40,9843 40,4325

5.3 PARTE Ill: DESENVOLVIMENTO DE METODO DE DISSOLUCAO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA O LPSF/GQ-130

Os estudos de dissolugéo in vitro constituem-se em instrumentos essenciais para
avaliacdo das propriedades biofarmacéuticas das formas farmacéuticas sélidas de uso
oral, fornecendo informagdes Uteis tanto para a pesquisa e desenvolvimento quanto para
a producdo e controle de qualidade (CARDOSO, CORREA, BELLE, 2008). Além de
diversas outras aplicagdes, este estudo permite avaliar novas formulacOes e estabelecer

uma correlacdo inter-lotes, fornecendo subsidio para detectar desvios de processo e/ou
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qualidade dos insumos farmacéuticos utilizados no preparo da formulacdo final, visando
assegurar a homogeneidade de liberagdo do farmaco da forma farmacéutica
(SILVA;VOLPATO; 2002).

Por se tratar de um prot6tipo a farmaco, o LPSF/GQ-130 ndo possui método de
dissolucdo desenvolvido, sendo esta uma lacuna importante que deve ser preenchida
para que seja possivel o avanco no desenvolvimento de suas formulagBes. Assim,
levando em consideracdo as diretrizes da RDC n° 31 de 11 de agosto de 2010, variagOes
na composicdo do meio de dissolucdo foram realizadas a fim de se estabelecer a
condi¢do mais adequada para anélise do LPSF/GQ-130.

O desenvolvimento do método de dissolucdo levou em consideracao trés fatores
criticos (pH, %LSS e volume do meio), os quais foram variados em trés niveis. A
realizacdo de um planejamento fatorial completo levaria ao preparo de um grande
nimero de amostras, inviabilizando sua execucdo em tempo habil. Deste modo, optou-
se por aplicar o planejamento fatorial com ponto central, que se apresenta como uma
alternativa estatistica para avaliacdo da significancia dos fatores envolvidos com uma
boa estimativa dos erros, contornando a necessidade de realizar um grande nimero de
experimentos. De modo geral, para sua aplicacdo toma-se como um centro de
planejamento um experimento em que se emprega o valor médio dos niveis de todas as
variaveis, conhecido como ponto central (nivel zero). Deste modo, € possivel avaliar a
significancia dos efeitos ou coeficientes, tanto em planejamentos de triagem como em
metodologias de superficie de resposta (TEOFILO; FERREIRA, 2005).

Para tanto, foram realizadas coletas nas diferentes condi¢cdes de dissolucgéo,
considerando os tempos de 30, 45, 60, 90 e 120 min. Para todos 0os meios testados as
maiores areas foram obtidas no ultimo ponto de coleta, bem como os menores valores
de CV%, sendo este o ponto escolhido para avaliacdo das areas obtidas e aplicacdo da
metodologia estatistica explicitada acima. A Tabela 18 apresenta os valores das areas de
LPSF/GQ-130 obtidas por HPLC em cada meio de dissolugéo testado.
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Tabela 18 — Areas do pico de LPSF/GQ-130 obtidas ap6s dissolucdo do LPSF/GQ-130 (120 min) por
CLAE, em triplicatas, utilizando as condicGes estabelecidas no planejamento fatorial completo de
Montgomery (2001).

Média das Areas (mAU)

N° experimento pH Volume (mL) LSS (%) +dp 87
1 - + - 10163 + 678,7215 0,0667
2 - - + 12966 + 1499,2235 0,1117
3 - - 2099 + 287,8037 0,1371
4 + + 4881 + 917,3205 0,1879
5 - + + 15030 + 2470,5216 0,1644
6 + - 1405 + 1455,3765 1,0358
7 + - + 1686 * 252,3707 0,1497
8 - - - 9839 * 934,6566 0,0950
9 0 0 0 6077,3 +2264,8181 0,3726

*Concentragdo maxima: 10 pg/mL

Os resultados obtidos a partir da regressao linear da Equacéo 2 indicam que 0s
trés fatores avaliados sdao importantes para explicar a area do pico do LPSF/GQ-130.
Conforme Tabela 19, o fator pH e %LSS apresentam os maiores efeitos na resposta, e

todos sdo significativos considerando nivel de significancia de 5%.

Tabela 19 — Valores obtidos a partir da regressdo linear da Equagdo 2 para os fatores principais e
associados no desenvolvimento do método de dissolugdo para o LPSF/GQ-130.

Coeficientes Erro padrdo  Statt valor-P 95% inferiores 95% superiores
constante 7127,37037 276,6697903 25,76129 3,05988E-16  6548,293845 7706,446895
A -4740,875 293,4526273 -16,1555 1,48173E-12 -5355,078406 -4126,671594
B 611,125  293,4526273 2,082534 0,051047245  -3,07840638 1225,328406
C 1382,125  293,4526273 4,709874 0,000152486  767,9215936 1996,328406
AB 14,125 293,4526273 0,048134 0,96211195 -600,0784064  628,3284064
AC -616,375  293,4526273 -2,10042 0,049272983 -1230,578406 -2,17159362
BC 703,625  293,4526273 2,397746 0,026930973  89,42159362 1317,828406
ABC 268,625  293,4526273 0,915395 0,371456733 -345,5784064  882,8284064

Legenda: A — pH; B — volume do meio (mL); C — %LSS; AB, BC, AC e ABC — fatores associados.

Conforme Tabela 19, o fator pH apresenta uma correlagdo negativa com a area,
demonstrando que o LPSF/GQ-130 é mais solivel no meio quanto menor for o pH
utilizado. Segundo Silva e Volpato (2002), este resultado nos permite inferir que a
solubilidade do LPSF/GQ-130 em &gua é sensivel ao pH da solucéo, e este quesito deve

ser levado em consideracdo quando o objetivo for obter maiores niveis de protétipo
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soluvel. Adicionalmente, este resultado esta em concordancia com a caracteristica
quimica do LPSF/GQ-130, o qual possui carater basico.

A introducdo de modificadores, como tensoativos ou solventes organicos,
também é um artificio destinado ao aumento da concentracdo de substancias pouco
solGveis em agua. Para o LPSF/GQ-130, o fator %LSS apresenta um p-valor muito
baixo e significativo, e o seu coeficiente denota que um alto percentual de LSS estd
correlacionado com uma maior area do protétipo. Segundo Silva e Volpato (2002) os
mecanismos mais provaveis de atuacdo dos tensoativos se da através do aumento da
molhabilidade do farmaco e/ou da solubilizacdo micelar, onde o primeiro desloca a
microfase de ar da superficie do solido, substituindo-a por uma microfase liquida
(solucdo), reduzindo assim o angulo de contato sélido-liquido; e o segundo decorre da
formacéo de micelas que abrigam o farmaco insolGvel em seu interior, originando assim
um meio aquoso mais homogéneo. O fator volume do meio apresentou um p-valor
muito proximo de 5% (5,1%), e assim como o %LSS influencia positivamente na
variavel resposta (Tabela 19).

Tendo analisado os efeitos principais de cada fator na area do pico de LPSF/GQ-
130 cabe ater-se também aos efeitos de interacdo desses fatores. A associacdo entre pH
e %LSS é significante a 5%, e de acordo com o valor do coeficiente obtido percebe-se
que o efeito do pH se sobressai em relacdo ao efeito do %LSS na area do pico do
prototipo, quando considerados simultaneamente. A interacdo volume do meio com
%LSS mostrou-se mais significante que a anterior (p = 2,69%), ressaltando a
importancia da fidedignidade dos valores experimentais atribuidos a cada um dos
fatores abordados. Por outro lado, ndo foi observada significancia estatistica na
associacdo entre volume do meio e pH e entre os trés fatores simultaneamente.

Como se pode observar na Tabela 20 o r?, que mede o quanto a variabilidade das
variaveis independentes explica a variabilidade da variavel dependente, é bastante alto,
com valor 0,94, indicando que o modelo possui uma boa qualidade de ajuste. O valor
calculado da estatistica F (42,646) é significativo e cerca de 20 vezes maior em relacdo
ao F tabelado a 5% de nivel de significancia (F=2,54). Segundo Barros Neto e
colaboradores (1996), uma razéo entre F calculado e tabelado (F) superior a 4 indica
que o modelo apresenta boa capacidade de predicdo, ou seja, que pode prever com
acuracia os valores da resposta (area de LPSF/GQ-130) de acordo com o nivel dos
fatores que se deseja utilizar. Deste modo, torna-se viavel a aplicacdo de uma andlise de

superficie-resposta, que visa determinar os niveis 6timos de execugdo do experimento.
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Fonte variacdo SQ GL F p-valor
Regressao 6,17E+08 7 8813830 42,64591 2,66276E-10
Residuo 39268187 19 2066747
Total 6,56E+08 26
R? 0,94016

Uma vez que os melhores resultados do planejamento fatorial foram obtidos

através da utilizacdo do volume a 1000 mL, optou-se por realizar o experimento da

matriz de Doehlert com este fator fixado nesta condicéo. Para tanto, foram reutilizados

os valores da resposta referentes ao pH 1,2 e 6,8. Novos experimentos utilizando pH 4,0

foram realizados visando construir o ponto central desta matriz. Os niveis de fatores

utilizados, assim como as areas de LPSF/GQ-130 obtidas, estdo descritos na Tabela 21.

Tabela 21 — Matriz de Doehlert empregada no desenvolvimento do método de dissolugdo do LPSF/GQ-

130.

No LSS  Areal Area2  Area3

experimento pH (%) (mAU) (mAU) (mAU)
1 4,0 1,12 10271 7825 11531
2 1,2 1,0 17137 15642 12311
3 6,8 1,0 5925 4514 4204
4 4,0 0,75 7189 6210 5985
5 6,8 0,50 2906 0 1309
6 1,2 0,50 9716 10944 9829
7 4,0 0,41 4912 3384 4336

De acordo com os graficos de superficie de resposta e de contorno (Figuras 36 e

37), a condicdo Otima para execucdo do experimento da-se nos valores de pH=1,2 e
%LSS=1,0, ambos gerando uma area média de 15030 mAU.
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Figura 36 — Grafico de Superficie Resposta do LPSF/GQ-130 frente as varidveis pH e %LSS, num
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Figura 37 — Gréfico de Contorno do LPSF/GQ-130 frente as variaveis pH e %LSS, num volume fixo de
1000 mL.
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Assim, foi obtido o perfil de dissolu¢do do LPSF/GQ-130 nas condicdes 6timas

estabelecidas pelo método desenvolvido (Figura 38).
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Figura 38 — Perfil de dissolucdo do LPSF/GQ-130 em pH 1,2, 1% de LSS, volume 1000 mL, sob
temperatura de 37,5°C e velocidade de agitacdo de 100 RPM.
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5.4 PARTE IV: OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE DISPERSOES SOLIDAS A
PARTIR DO LPSF/GQ-130

5.4.1 Estudos de Pré-formulacéo
5.4.1.1 Selecdo qualitativa de candidatos a formacéo da matriz dos sistemas binarios

Os candidatos ideais para formulacdo de DS sdo identificados de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas, a saber: temperatura de fusdo, estabilidade térmica no
estado soOlido, constante de ionizacdo; e parametros de solubilidade/interacdo
(MILLER;GIL, 2012). Este ultimo item é de notavel importancia, uma vez que o
farmaco devera apresentar maior solubilidade no excipiente solido que apresente
possibilidade de formacdo de fortes interagcbes intermoleculares favoraveis, como
ligagbes de hidrogénio, eletrostaticas e interacBes ibnicas ou hidrofobicas (VAN
EERDENBRUGH; TAYLOR, 2011).

Assim, a escolha qualitativa da matriz das DS partiu de um estudo teorico dos
sitios potenciais de interacdo entre 0 LPSF/GQ-130 e o0s excipientes candidatos.
Algumas opcbes foram extraidas de publicagdes realizadas com a pioglitazona,
tiazolidinadiona utilizada para o tratamento do diabetes, a qual representou objeto de
estudo para obtencdo de DS nos trabalhos de Chowdary e colaboradores (2012), Mishra
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e colaboradores (2011) e Amhed (2011). Adicionalmente, Kim e colaboradores (2008)
inferem que a utilizacdo de polimeros hidrofilicos na obtengdo destes sistemas
frequentemente apresentam resultados promissores, principalmente quando se trata da
obtencdo de DS amorfas. Dentre os mais amplamente utilizados, constam os derivados
de celulose, os polimeros vinilicos e os polioxietilenos (PAUDEL et al., 2012).

A formacdo de ligacdes de hidrogénio entre os componentes da DS é um ponto
critico no processo de escolha da matriz do sistema também por serem intensamente
relacionadas ao confinamento molecular da substncia ativa, inibindo assim sua
recristalizacdo (SUN; JU; LEE, 2012). Segundo Quian e colaboradores (2010), a
resisténcia da recristalizacdo do farmaco a partir de uma DS amorfa é maior no caso de
homogeneidade molecular da mistura de fa&rmaco-polimero na formulagao final.

Diante deste cenario, foi avaliada a capacidade de formacdo de ligacdo de
hidrogénio do proprio LPSF/GQ-130. Conforme imagem apresentada no Quadro 8, o
protétipo apresenta a particularidade de ndo possuir pontos doadores de ligacdes de
hidrogénio, o que o distancia da comparacéo inicialmente realizada com a pioglitazona,
que possui um ponto doador de ligacdes de hidrogénio. Por outro lado, o LPSF/GQ-130
possui trés pontos aceptores deste tipo de interacdo quimica, representados pela funcéo
diamida do anel tiazolidinico. Por este motivo, excipientes doadores de ligacdes de
hidrogénio passam a apresentar prioridade no processo de escolha.

O quadro 8 apresenta, ainda, a avaliacdo realizada com os excipientes utilizados
por Chowdary e colaboradores (2012), Mishra e colaboradores (2011) e Amhed (2011),
bem como de polimeros selecionados de acordo com sua frequéncia de uso e sucesso na

obtenc¢éo de DS descritas na literatura.
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Quadro 8 — Avaliacdo tedrica dos sitios potenciais de para formacdo de ligacdo de hidrogénio entre

excipientes e LPSF/GQ-130.

Substancia N° de sitios N° de sitios Proprio ou
doadores aceptores improprio
fl__,/_'kat]l,-“:_-‘._‘_[__.-)k.N__(_-H_‘u(__.t;}
o S/ [
o Y 00 03 ---
LPSF/GQ-130
M\n
M .
Q:o 00 02 IMPROPRIO
PVP K-30
CH,OH CH,OH
0
Vérios 03 PROPRIO
OH OH
(- —n
HPMC
..o
Mg Si
0" | "o |
o] o]
AI—O—%i—O—AI—O\S -0 o
0 o 07 Vo] g 00 Varios IMPROPRIO
s O—Mg-0 o= -
0o o ? si
Si
NEUSILIN FH2
0 OH
HO/\’P \/%O/\/ . .
" 02 Varios PROPRIO
PEG 6000

VIEIRA, A. C. Q. M. Incremento da solubilidade aquosa de um novo derivado tiazolidinico (LPSF/GQ-130) para
terapias anti-inflamatérias utilizando a técnica de dispersoes sélidas.



114

Substancia N° de sitios N° de sitios Préprio ou
doadores aceptores improprio

CH,OH CH,0H

8]
H
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OH OH

L —n

STARCH 1500

CH,OH GH,0H
oH o 4 o OH
oH OH ,
08 03 PROPRIO
OH OH
TABLETOSE

A obtencdo de diferentes sistemas binarios e ternarios a base de LPSF/GQ-130 a
partir de todos os excipientes classificados como proprios (Quadro 7) tornar-se-ia
invidvel em virtude do alto nimero de amostras a serem obtidas e, obviamente, o
quantitativo necessario do prototipo apresenta-se como um fator limitante neste
processo. Assim, estudos de compatibilidade térmica LPSF/GQ-130-excipiente foram
conduzidos visando compreender o comportamento do prototipo frente a estas
substancias, e gerar mais um critério de selecdo notadamente importante para sua
escolha, onde envolve a estabilidade e seguranca do produto final.

Ademais, os estudos com o polimero PVP K-30 foram continuados de modo a
observar a intensidade da relacdo entre formacgédo de sistemas de DS e formagdo de
ligagbes de hidrogénio, uma vez que o PVP K-30 apresenta-se como um polimero
extensamente utilizado na obtencdo destes sistemas, conforme diversos estudos na
literatura (PAUDEL, 2012).

5.4.1.2 Estudo de compatibilidade térmica do LPSF/GQ-130 frente aos excipientes
candidatos a formacgdo da matriz dos sistemas binarios

A figura 39 apresenta as curvas DTA do LPSF/GQ-130 puro e suas misturas
fisicas (MF).
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Figura 39 — Curvas DTA do LPSF/GQ-130 puro e suas misturas fisicas com excipientes candidatos a
formacdo de sistemas binarios de dispersdo sélida, na proporcdo 1:1, sob razdo de aquecimento de
10°C.min™ e fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™.
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De acordo com os resultados obtidos, percebe-se que todos os excipientes
provocam varia¢fes na temperatura inicial de fusdo do protétipo, entretanto a maioria
delas sdo variagdes insignificantes. As curvas DTA das MF com PVP K-30 e PEG 6000
demonstram consideravel antecipacdo da fusdo do LPSF/GQ-130 (Tabela 22). Este fato
reflete que, na presenca destes excipientes, os cristais da NEQ se fragilizam, uma vez
que € necessario menor quantidade de energia para desfazer a rede cristalina (fuséo),
sugerindo interacdo entre as substancias envolvidas. Por outro lado, fragilizar a estrutura
cristalina também reflete aumento da solubilidade aquosa da substancia (STULZER et
al., 2008), sendo esta uma consequéncia benéfica para 0 LPSF/GQ-130 que apresenta

uma baixa solubilidade em agua.
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Tabela 22 - Valores obtidos de Tosetp € Tonsetr Para 0 LPSF/GQ-130 puro e em suas misturas fisicas.

Amostra

(proporgéo 11 quando MF) TonsetF (°C) ATOnSetF (°C) TonsetD (OC) ATonsetD (oC)

LPSF/GQ-130 puro 171,3 - 270,51 -
MF LPSF/GQ-130 + HPMC 165,45 -5,85 277,98 +7,48
MF LPSF/GQ-130 + PVP K-30 158,41 -12,89 307,09 + 36,59
MF LPSF/GQ-130 + PEG 6000 149,22 -22,08 270,48 -0,02
MF LPSF/GQ-130 + Starch 1500 165,59 -5,71 279,73 +9,73
MF LPSF/GQ-130 + Tabletose 164,70 -6,6 273,64 +3,14

Assim, através da obtencdo da curva TG e sua derivada (DTG) foi possivel
verificar se a antecipacdo da temperatura inicial de fusdo do protétipo acarreta em
antecipacdo da temperatura inicial de degradacdo ou seu retardo, permitindo-se, assim,
inferir sobre a compatibilidade ou incompatibilidade térmica entre as substancias
envolvidas. De acordo os resultados obtidos (Figuras 40, Tabela 22) foi possivel
perceber retardo na temperatura inicial de degradacdo da MF LPSF/GQ-130 + PVP K-
30. Neste caso, a estabilidade térmica foi prolongada, uma vez que a MF necessita de
temperaturas mais altas para iniciar o processo de degradacdo térmica do protétipo em
relacdo ao Ultimo isolado (SOVIZI, 2010).
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Figura 40 — Curvas TG do LPSF/GQ-130 puro e suas misturas fisicas com excipientes candidatos a
formacdo de sistemas binarios de dispersdo solida, na proporcdo 1:1, sob razdo de aquecimento de
10°C.min™ e fluxo de nitrogénio de 50mL.min™.
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Apesar da boa repercussdo na estabilidade do prot6tipo, a literatura aponta que a
solubilizacdo total é frequentemente observada nas MF de diversos outros farmacos
com o PVP K-30, como o ibuprofeno, naproxeno, captopril e cetoprofeno (TITA et al.,
2010). Para o LPSF/GQ-130, a solubilizacdo em PVP K-30 fundido parece ser apenas
parcial, relacionada a concentracdo de saturacdo do protétipo no polimero,
provavelmente devido a dificuldade de formacdo de ligacdo de hidrogénio entre as
substancias. Ainda assim, este polimero foi selecionado para dar continuidade aos
estudos, visando comparacéo entre os resultados préaticos obtidos.

A curva DTA referente a MF LPSF/GQ-130 + PEG 6000 demonstra notoria
reducdo da intensidade do pico de fusdo do LPSF/GQ-130. Isto pode ser atribuido a
solubilizacdo parcial do protdtipo quando o polimero é fundido (STULZER et al.,
2008). Por outro lado, percebe-se que o PEG 6000 manteve a temperatura inicial de
degradacéo do protdtipo, podendo-se supor que o LPSF/GQ-130 apresenta solubilidade
em PEG 6000 fundido, repercutindo no incremento do perfil de dissolugcdo da NEQ,
porém nao o protege termicamente.

Em relacdo aos componentes derivados de celulose, percebeu-se que apesar da
semelhanca no Tonsetr de LPSF/GQ-130, as MF com Starch 1500 e Tabletose tiveram o
processo de degradacdo antecipado em relacdo ao LPSF/GQ-130 puro, sugerindo que
esta associacao reduz a estabilidade térmica do prototipo. J& a MF de LPSF/GQ-130 +
HPMC parece manter a estabilidade térmica do mesmo. Adicionalmente, o HPMC é o
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derivado de celulose mais utilizado na preparacdo de DS de farmacos pouco soluveis
em agua (PAUDEL et al., 2012). Deste modo, foram selecionados os polimeros PEG
6000, PVP K-30 e HPMC para prosseguir com 0s estudos.

5.4.1.3 Selecdo qualitativa de tensoativos para obtencéo de sistemas ternarios

As curvas DTA do LPSF/GQ-130 em presenca dos tensoativos lauril sulfato de
sodio (LSS), polissorbato 80 (PLS 80) e estearato de polietilenoglicol 100 (EPEG100)
sdo demonstradas na Figura 41. Os valores obtidos para a Tonsetr d0 LPSF/GQ-130
isolado e em associacdo sdo expressos na Tabela 23. De acordo com os resultados
obtidos, percebe-se que ndo houve variagdo significativa da Tonsetr dO protétipo em
presenca dos tensoativos PLS 80 e LSS. Contudo, diferentemente do PLS 80, percebe-
se significativa antecipacdo da Tonseto N MF com LSS. A partir da curva DTG obtida
para esta MF, percebe-se que o LSS antecipa a degradacdo mistura, reduzindo a
estabilidade térmica do LPSF/GQ-130 (Figura 42). J& para MF com EPEG100, uma
antecipacéo de 18,7°C na Tonsetr d0 LPSF/GQ-130 foi observada.

Figura 41 — Curvas DTA do LPSF/GQ-130 puro e suas misturas fisicas com tensoativos, na proporgao

1:1, sob razéo de aquecimento de 10°C.min* e fluxo de nitrogénio de 50mL.min.
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Figura 42 — Curva DTG de LPSF/GQ-130, LSS e sua MF, sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min™) e razdo
de aquecimento de 10°C.min™.
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Entretanto, a Tonsetp do prototipo foi retardada em 28,25°C quando na presenca
deste tensoativo (Tabela 23). A figura 43 demonstra que a referida MF possui maior
estabilidade térmica do que o LPSF/GQ-130 isolado, podendo-se inferir que houve
incremento na sua estabilidade térmica. Adicionalmente, a antecipagdo da temperatura
inicial de fusdo sugere reducdo da rigidez dos cristais do protétipo. Estas observacfes
sdo especialmente importantes quando se trata de tensoativos, pois se espera que as
vantagens observadas através da analise térmica sejam somadas ao mecanismo
tradicional destes excipientes, que é a reducdo do angulo da interface solido-agua,

aumentando assim sua molhabilidade.

Figura 43 — Curvas TG do LPSF/GQ-130 puro e suas misturas fisicas com tensoativos, na proporg¢ao 1:1,
sob razdo de aquecimento de 10°C.min™ e fluxo de nitrogénio de 50mL.min™.
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Tabela 23 — Valores de Tousetr € Tonseto d0 LPSF/GQ-130 em mistura fisica (1:1) com tensoativos, sob
fluxo de nitrogénio (50 mL.min™) e raz&o de aquecimento de 10°C.min™.

Tensoativo T onset F (°C) A T onset F (°C) T onset D (°C) A T onset D (°C)
LSS 165,88 +0,75 194,42 -75,98
PLS 80 161,08 -4,66 270,5 +0,01
EPEG 100 147,1 -18,64 298,76 + 28,25
Legenda: atribuiu-se o sinal de “-” para os deslocamentos para esquerda e o sinal de “+” para os

deslocamentos para direita.

A figura 44 apresenta o comportamento de solubilizacdo em &gua ultrapura do
LPSF/GQ-130 na presenca dos diferentes surfactantes e em diferentes concentracdes. A
partir desta pode-se perceber que o protdtipo apresentou desempenho similar na
presenca de cada um dos tensoativos estudados. Apenas nas concentragdes de 0,75 e 1%
foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as amostras (p-valor < 0,05),
onde o EPEG 100 apresentou melhor desempenho. Nos demais pontos testados, as

amostras apresentaram-se estatisticamente semelhantes (p-valor > 0,05) (Tabela 24).

Figura 44 — Diagrama de solubilidade de fases do LPSF/GQ-130 frente a diferentes concentragfes dos
tensoativos EPEG100, LSS e PLS80.
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Tabela 24 - Concentracbes de LPSF/GQ-130 alcancadas em &gua na presenca de diferentes
concentragdes de tensoativos.

Concentragéo de Concentracao de LPSF/GQ-130 (pg/mL)

Tensoativo (%) LSS PLS 80 EPEG100 p-valor
0,5 4,7325 5,5321 5,6870 0,10429
0,75 5,1757 5,6869 5,2879 5,2237E™
1 5,4817 6,2588 5,6790 23117
3 7,5100 7,3031 8,2318 0,23066
5 9,5467 10,3043 10,2554 0,6275

Assim, determinou-se como tensoativo de escolha para obtencdo dos sistemas de
DS ternérios a utilizagdo do EPEG 100, devido as suas caracteristicas potencialmente
benéficas apresentadas atraves da analise térmica, somado ao seu diferencial observado

no diagrama de solubilidade de fases.
5.4.2 Desenvolvimento dos sistemas de DS binarios e ternarios a base de LPSF/GQ-130
5.4.2.1 Desenvolvimento e Caracterizacdo de DS binarias

As DS binéarias foram obtidas nas proporg¢des de 1:9 de LPSF/GQ-130 em PEG
6000, HPMC e PVP K-30, através do método da evaporacdo do solvente. Partindo-se do
principio de que o objetivo principal da obtencdo de DS é o incremento da solubilidade
aquosa do farmaco inserido neste sistema, visando alcancar perfis de dissolucéo
adequados; e que o meio de dissolugcdo 6timo para o LPSF/GQ-130 é em pH 1,2
contendo 1% de LSS, optou-se por designar o calculo da concentracdo de saturacao (Cs)
neste meio como critério inicial da selecdo dos melhores sistemas obtidos.

Apesar de a dissolucéo ser mais do que a simples medida da taxa de solubilidade e
ser controlado por outros fatores (como a afinidade quimica entre as substancias
envolvidas e o sistema farmacéutico que libera o farmaco), podendo ser mais
corretamente descrito como um ensaio fisico para prever a liberacdo do farmaco numa
determinada area e quantidade e no tempo correto (MANADAS et al., 2002), este
processo segue a descricdo matematica de Noyes-Whitney, a qual expressa a relacdo da

transferéncia de massa no processo de dissolucdo (Equacdo 5). Assim, nota-se que a

. ~ dfy - . . ~ o~
taxa de dissolugéo (;) é diretamente proporcional a concentracdo de saturacdo da

substancia (Cs), respeitando a constante de proporcionalidade, que obedece uma
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cinética de primeira ordem (k). A concentracdo do farmaco no meio no tempo “t” é

expresso por “Ct”.

€ kcs—ct
o - Rk(Cs—Cr)

(Equacéo 5)

Deste modo, pode-se inferir que a solubilidade de um farmaco é parametro chave
nos estudos de pré-formulacdo (MANADAS et al., 2002). Ainda, se o processo de
dissolucdo ocorre em volume consideravelmente grande, de tal forma que Ct << Cs
(tipicamente menos de 10%), considera-se que a condicdo sink estd mantida e, neste
caso, o gradiente de concentracdo (Cs - Ct) estaria reduzido a Cs, que é uma constante
particular de cada sistema em que o farmaco esta inserido ou do farmaco puro.

Conforme Tabela 25 pode-se inferir que os sistemas obtidos com PVP K-30 e
PEG 6000 apresentaram Cs inferior a do LPSF/GQ-130 puro, considerando 0 meio de
dissolucdo utilizado. O lote HPMCO1 ndo apresentou incremento significativo da
solubilidade nestas condi¢des (CV% 0,0099), porém, devido a diferenca deste resultado
em relacdo aos outros sistemas obtidos, optou-se por sua caracterizacao, visando obter
informacdes adicionais para o direcionamento dos proximos experimentos.

Tabela 25 — Concentra¢fes de saturagdo em meio de dissolucdo calculadas para as DS bindrias obtidas
através de diferentes polimeros.

Proporg¢ao
LPSF/GQ- Cs (ug/mL)
Lote 130:Polimero Solvente empH 1,2+ LSS 1%
(polimero)
LPSF/GQ-130
puro - - 3,2168
(controle)
DS MF
PVPO1 1:9 (PVP K-30) Acetona/alcool etilico (65:35)  1,7450 3,5193
Diclorometano/ alcool etilico
PVP02 1:9 (PVP K-30) 1,7367 35193
25:75 ’
HPMCO01 1:9 (HPMC) Diclorometano 3,2445 4,5324
) <LD do
PEGO1 1:9 (PEG 6000) Diclorometano . 29266
método '

MF — Mistura Fisica.

As curvas TG e DTA da DS binaria HPMCO1 e da sua MF (Figura 45)

demonstram que a temperatura inicial de fusdo do protétipo na DS foi antecipada em
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aproximadamente 5°C em relacdo a temperatura inicial de fusdo do LPSF/GQ-130 na
MF. Ademais, percebe-se reducdo da intensidade do evento de fusdo, sugerindo que a
cristalinidade do prototipo foi reduzida no sistema. Deste modo, pode-se estimar algum
tipo de interacdo entre o prototipo e o polimero que ocorreu durante o processo de
obtencdo do sistema binario, que provavelmente seria intensificado ap6s otimizacao do

processo.

Figura 45 — Curvas TG e DTA da dispersdo solida HPMCO01 e sua mistura fisica, sob razdo de
aquecimento de 10°C.min™* e fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™.
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Através da espectrometria na regido do infravermelho foi possivel observar o
comportamento das interagdes quimicas dos compostos entre 0s sistemas obtidos
(Figura 46).

Figura 46 — Espectrometria do LPSF/GQ-130, sistemas binarios e misturas fisicas.
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No lote PVPO1 ndo foi observado deslocamento quimico da banda da carbonila,
justamente porque ndo ha presenca de grupos funcionais que formem este tipo de
ligacdo entre os dois compostos em questdo. Entretanto, percebem-se alteracbes no
espectro na faixa 1250 a 650 cm'l e em aproximadamente 1750 cm™. Estes
comprimentos de onda sugerem o estabelecimento de interagdes hidrofobicas entre os
dois anéis aromaticos do LPSF/GQ-130 com o PVP K-30.

Para o lote PEGO1, nota-se que houve formacédo de ligacdo de hidrogénio tanto
para a MF quanto para a DS, uma vez que a banda caracteristica de hidroxila ndo se faz
presente, além da reducéo significativa da intensidade da banda referente a carbonila do
LPSF/GQ-130. Outro tipo de interacdo perceptivel sdo as do tipo hidrofobicas, pois
nota-se clara reducdo da intensidade da banda em 1606 cm™, referente & ligacdo C=C
presente no prototipo.

De acordo com estes resultados, pode-se inferir que as alteracGes observadas no
estudo de estabilidade térmica entre o prot6tipo e os polimeros PEG 6000 e PVP K-30
sdo de causa quimica. Esta causa provavelmente interfere negativamente na solubilidade
da molécula, o que repercutiu em Cs abaixo daquela observada para o LPSF/GQ-130
puro.

Ja para o lote HPMCO01, observa-se um deslocamento da frequéncia da banda
correspondente & deformagido axial de C=0 (vc=o0) em 12 cm™ no lote HPMCO1,
caracterizando formacéo de ligacao de hidrogénio intermolecular fraca da hidroxila para
a carbonila (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). Esta interacdo
provavelmente é a responsavel pela reducdo da Tonsetr do LPSF/GQ-130 e traz
beneficios de solubilizacdo aquosa para o prototipo.

A anélise macroscopica das DS obtidas mostra a recristalizacdo do protétipo no
lote PVPO1 (Figura 40). Assim, apesar da interagdo quimica observada na Figura 39,
este resultado esta em concordancia com a concentracdo de saturacdo obtida para o
sistema PVPOL. Provavelmente a proporcdo de LPSF/GQ-130 utilizada no sistema foi
superior aquela suportada pelo polimero para promover sua completa adsor¢do e/ou
reflete forte instabilidade do sistema, possivelmente em decorréncia do ndo
estabelecimento de ligagdes representativas e da fracdo etandlica utilizada no solvente.

Em contraposicdo, o lote HPMCO1 se apresentou visualmente homogéneo. A
coloracgéo branca exclui a possibilidade da formacao de solucGes sélidas, pois esta seria

completamente limpida. Ademais, a observacdo do pico de fusdo do LPSF/GQ-130 na
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curva DTA do lote HPMCO01 demonstra que existe fracdo cristalina do prototipo no
sistema (Figura 47).

Figura 47 — Aspecto visual dos sistemas binarios obtidos em PVP K-30 (PVP02) e HPMC (HPMCO01),
pelo método da evaporagdo do solvente.

HPMCO1

Frente ao desempenho dos sistemas obtidos com o polimero HPMC, variacfes na
sua metodologia de obtencdo foram realizadas e suas Cs mensuradas, conforme
apresenta a Tabela 26.

Tabela 26 — Concentragdes de saturacdo em solucéo tampéo pH 1,2 + LSS 1% dos lotes de DS HPMCO02,
HPMCO03, HPMC04 e HPMCO5.

Lote Proporc¢ao Solvente CsDSem Cs MF em
LPSF/GQ- meio de meio de
130:HPMC dissolucéo dissolucgéo

HPMCO01 1:9 Diclorometano 3,2445 4,532

(controle)

HPMCO02 1:9 Diclorometano, com sonicacdo 10,5709 4,532
por 10°

HPMCO03 1:99 Diclorometano, com sonicacdo 4,4492 3,2548
por 10°

HPMCO04 1:1 Diclorometano, malaxagem* 3,5514 2,8957

HPMCO05 3:7 Diclorometano, com sonicacdo 3,4309 3,5784
por 10’

*Metodologia de CHOWDARY e colaboradores, 2012.

Os resultados obtidos apontam que a sonicagdo da solucdo/suspensdo formada é
de grande relevancia para o alcance de Cs maiores. Como demonstra a Tabela 26, uma
Cs de aproximadamente 3 vezes maior que o lote HPMCOL foi obtida através deste
procedimento (lote HPMCO02). Os lotes HPMC03 e HPMCO05 também apresentaram
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incremento da Cs em relacdo ao lote HPMCO1, porém ndo tdo pronunciado como
ocorreu com 0 HPMCO02.

A caracteristica visual dos lotes obtidos (Figura 48) demonstra que a sonicacéo
(DS HPMCO02) foi capaz de gerar regides transparentes, sugestivas de solucéo sélida,
quando comparadas as imagens do lote HPMCO01 (ambos com 10% de LPSF/GQ-130).
O lote HPMCO3 (1% de LPSF/GQ-130) adquiriu completa transparéncia, sugerindo a
obtencdo de uma solucdo sélida. J& no lote HPMCO5 (30% de LPSF/GQ-130) é possivel
detectar regides ricas em particulas insoluveis, intensificando a coloracdo branca do
produto. Este comportamento do sistema em relacdo ao incremento do aporte de
LPSF/GQ-130 intensifica a interpretacdo de que o prototipo apresenta solubilidade em
HPMC limitada, pois concentragcdes mais altas podem estar induzindo a recristalizagao

do prototipo durante o processo de secagem.

Figura 48 — Aspecto visual dos lotes HPMCO01, HPMC02, HPMCO03 ¢ HPMCO05.

HPMCO3

HPRCOS

VIEIRA, A. C. Q. M. Incremento da solubilidade aquosa de um novo derivado tiazolidinico (LPSF/GQ-130) para
terapias anti-inflamatdrias utilizando a técnica de dispersdes solidas.



128

A espectrometria de IV (Figura 49) demonstra que a banda caracteristica da
ligagdo C=O sofreu significativa reducdo da sua intensidade no lote HPMCO3,
sugerindo intensa formacdo de ligacbes de hidrogénio entre o LPSF/GQ-130 e o
polimero HPMC. A comparagdo entre os espectros IV de HPMCO1 e HPMCO02
apresenta a remocdo de bandas expressas no lote HPMCO1, que também ndo foram
expressas na MF. Estas bandas podem representar interagdes maléficas para a
solubilidade do LPSF/GQ-130, j& que os lotes que ndo as possuem (MF e HPMCO02)
apresentam maiores Cs em relacdo aos que as possuem (HPMCO1, HPMCO04 e
HPMCO05).

Figura 49 — Espectrometria na regido do Infravermelho das Dispersdes Sélidas obtidas a partir utilizando
HPMC como matriz.

MF LPSF/GQ-130/HPMC 1:8

DS HPMCOZ

Diante dos resultados apresentados, foi obtido o perfil de dissolugéo do sistema
HPMCO02 (Figura 52). De acordo com a Figura 50, percebe-se que no tempo de 120 min
a DS HPMCO02 liberou 27% do LPSF/GQ-130 no meio, enquanto que o protétipo puro
liberou 21%. Estes resultados demonstram um incremento de 28,57% na dissolucédo do
protétipo no ponto de 120 min. A MF liberou 24,31%, 0 que representa um incremento

de 15,76% em relacdo ao prototipo puro. O procedimento aplicado a obtencdo da DS
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repercutiu em um incremento de 11% em relacdo a MF. A diferenca entre os resultados

obtidos para a DS e sua MF € estatisticamente significativa (p = 0,02).

Figura 50 — Perfis de dissolu¢do do LPSF/GQ-130 puro, DS HPMCO2 e sua MF, em meio pH 1,2 + 1%
LSS, a 37,5°C e sob velocidade de agitacdo de100 rpm.

30+

. 20-

s

(]

[ap]

3

S—

L

A 10-

[0

1
—— | PSF/GQ130
——DS17
—h— MF LPSF/GQ-130 + HPMC 1:9

0

0.15 30 45 60 75 90I1(I)5.150
Tempo (min)

A partir dos perfis de dissolucdo de cada sistema obtido foi possivel calcular o
parametro de eficiéncia de dissolucdo (ED%). Este pardmetro, proposto por Khan e
Rhodes (1975), é bastante til quando se deseja comparar formulagbes e/ou produtos
diferentes (PITA; PRATES; FERRAZ, 2004). Conforme Tabela 27, a ED% da DS

HPMCO02 apresenta destaque em relacdo as outras amostras.

Tabela 27 — Valores de Eficiéncia de Dissolugdo (%) para a dispersdo s6lida HPMCO02, mistura fisica de
LPSF/GQ-130 + HPMC (1:9) e LPSF/GQ-130 puro.

Amostra Slope da Reta Area sob a curva ED (%) em 120 min
LPSF/GQ-130 18,52 2156,9438 17,97
DS HPMC02 23,83 2788,9344 23,24
20,49 2393,6257 19,95

MF LPSF/GQ-130 + HPMC 1:9

Em relacdo as Cs obtidas, a DS HPMCO02 apresentou um incremento de 1987,3%
na solubilidade em meio de dissolucdo pH 1,2 + LSS 1%. J& em agua pura, 0

incremento alcangou o percentual de 7.726.912,8%. Este valor estrondosamente alto
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obtido para o incremento da solubilidade do LPSF/GQ-130 em &gua deve-se a sua
solubilidade intrinseca extremamente pequena neste solvente, ndo quantificavel em um

método cujo limite de quantificacdo é 0,0001 pug/mL (Tabela 27).

Tabela 28 — ConcentracBes de saturacdo em meio de dissolucdo e agua pura da dispersdo sélida
HPMCO02, sua MF e LPSF/GQ-130.

Lote Concentracéo de Saturagdo (pug/mL)
Meio de dissolugdo pH 1,2 + LSS 1% Agua pura
LPSF/GQ-
130 0,4193 <LQ
DS MF DS MF
HPMCO02 10,5709 4,532 7,7270 2,41

LQ = 0,0001pg/mL

5.4.2.2 Desenvolvimento e Caracterizacdo de DS Ternarias

As DS ternérias foram obtidas a partir de sistemas com 10% de LPSF/GQ-130 em
HPMC, com percentuais de tensoativo de 1, 3 e 5% para o PLS 80 e EPEG 100. Todos
os sistemas foram obtidos pelo método de evaporacdo do solvente, de forma idéntica a
metodologia aplicada a obtencdo da DS HPMCO02.

De acordo com as Cs calculadas para cada sistema ternario (Tabela 28) ndo foi
observado ganhos significativos em relacdo ao LPSF/GQ-130 puro. Ainda assim, 0s
lotes contendo EPEG 100 foram selecionados para um estudo mais profundo, em
virtude dos resultados obtidos com este tensoativo na compatibilidade fisico-quimica e

0 ganho relativamente superior aos lotes em que se aplicou o PLS 80.

Tabela 29 — Concentra¢des de saturagdocalculadas para as DS ternarias obtidas em HPMC contendo 10%
de LPSF/GQ-130.

Lote Tensoativo em pﬁsl(ggimLLs)s 1%
LPSF/GQ-130 puro - 3,2168
(controle)
DS MF
HPMCTPO1 PLS 80 (1%) 2,0901 2,88
HPMCTP02 PLS 80 (3%) 2,1542 5,35
HPMCTPO03 PLS 80 (5%) 2,0509 4,82
HPMCTEO1 EPEG 100 (1%) 3,8149 3,45
HPMCTEO02 EPEG 100 (3%) 3,8604 4,55
HPMCTEO3 EPEG 100 (5%) 3,7959 15,80
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Em relacdo ao perfil térmico destes sistemas (Figura 51), percebe-se que,
independente da concentracdo de EPEG 100 utilizada, o evento de fusdo do protétipo
praticamente desaparece. Adicionalmente, os sistemas obtidos incrementaram a
estabilidade do LPSF/GQ-130. Um ponto a se destacar € que a maior concentracdo de
EPEG 100 utilizada repercutiu em uma menor reducédo na intensidade do pico de fusao
do protdtipo. Provavelmente, este percentual excede a Cs do tensoativo no solvente
utilizado para obtencdo das DS (diclorometano), 0 que repercute na inducdo da

recristalizacdo do protdtipo durante o processo de secagem.

Figura 51 — Curvas TG e DTA das amostras LPSF/GQ-130, HPMCTEO01, HPMCTE02, HPMCTEO3 e
da mistura fisica LPSF/GQ-130/EPEG 100/HPMC (1:0,3:8,7), sob atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™)
e razdo de aquecimento 10°C.min%.
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Em relacdo a mistura fisica nota-se que o evento inicial, caracteristico da perda de
agua do polimero HPMC, ndo ocorreu quando na DS.

Os espectros de IV (Figura 52) demonstram forte alteracdo no espectro do
LPSF/GQ-130 puro. Tanto a banda da carbonila quanto a banda da amida secundéaria
foram grosseiramente reduzidas, demonstrando que houve formacdo de ligacéo

hidrogénio nestes dois sitios quimicos.
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Figura 52 — Espectros na regido do Infravermelho do LPSF/GQ-130, suas Dispersfes Sdlidas ternarias
(HPMCTEOL, 02 e 03) e mistura fisica LPSF/GQ-130/EPEG 100/HPMC (1:0,3:8,7).
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Entretanto, ndo se observa nenhuma alteragé@o entre os resultados obtidos para as
DS e para a MF. Assim, foi tracado o perfil de dissolu¢cdo da DS HPMCTEO2 e da sua
mistura fisica para verificar o desempenho de ambos o0s sistemas. A Figura 53 esclarece
que a MF alcancou percentuais de liberacdo mais elevados que a DS. No tempo de 120

min, as amostras apresentam-se estatisticamente diferentes entre si (p = 4,4x10™). A
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ED% da MF foi calculada em 47,45%, enquanto que o valor alcancado pela DS foi de
43,76%.

Figura 53 — Perfis de dissolugcdo do lote HPMCTEOQ2, sua MF e do LPSF/GQ-130, em meio de
dissolucdo pH 1,2 + 1% LSS e temperatura 37,5°C, sob velocidade de agitacdo de 100 rpm.
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Tabela 30 — Valores de Eficiéncia de Dissolugdo (%) para a dispersdo solida HPMCTEO2, mistura fisica
de LPSF/GQ-130 + EPEG 100 + HPMC (1:0,3:8,7) e LPSF/GQ-130 puro.

Amostra Slope da Reta Areasobreacurva  ED(%) em 120 min
LPSF/GQ-130 18,52 2156,9438 17,97
DS HPMCTEO?2 44,98 5251,9907 43,77
MF LPSF/GQ-130 + EPEG 100 48,76 5694,6340 4745

+ HPMC (1:0,3:8,7)

Em relagdo as Cs obtidas, a DS HPMCTEOQ2 apresentou um incremento de
821,24% na solubilidade em meio de dissolucdo pH 1,2 + LSS1%. Ja em agua pura, 0
incremento alcangou o percentual de 1.997.300,0%, devido a baixissima solubilidade do
protétipo em &gua. A MF incrementou 723,39% no meio de dissolugédo e 1.949.900,0%
a Cs em agua pura (Tabela 30).
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Tabela 31 — Concentragdes de saturacdo obtidas para a dispersdo sélida ternaria HPMCTEOQ2, sua MF e 0
LPSF/GQ-130 em meio de dissolucdo e em agua pura.

Lote Concentracéo de Saturacgao (ug/mL)
Meio de dissolucédo pH 1,2 + LSS 1% Agua pura
LPSF/GQ-
130 0,4193 <LQ
DS MF DS MF
HPMCO02 3,86 3,45 1,9974 1,9544

LQ = 0,0001pg/mL

Os resultados apresentados nas DS ternarias demonstram que a utilizacdo da Cs
como critério de escolha para sistemas com LPSF/GQ-130 e HPMC néo sdo indicados
guando se objetiva a melhor eficiéncia de dissolucdo. Isto porque a DS binaria possui
Cs em torno de duas vezes maior que a DS ternaria, porém se observa que esta Gltima
possui melhor desempenho de dissolucdo que a primeira. Assim, presume-se que alguns
lotes de DS obtidos possam apresentar um perfil de dissolucdo equivalentes ou ainda

superiores aos que foram expostos neste trabalho.
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CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

e A confirmagdo da estrutura quimica do LPSF/GQ-130 pode ser realizada através das
técnicas de RMN (de *H e 13C), espectrometria de absorco na regido do infravermelho e
espectrometria de massas (ionizacdo negativa). Assim, esta confirmacdo para lotes
futuros pode ser realizada apenas através da espectrometria de IV, agilizando e
reduzindo os custos da operagcdo. As outras técnicas de caracterizacdo, que abordam
caracteristicas fisico-quimicas, demonstraram que a NEQ apresenta propriedades de
fluxo inadequadas, destacando a necessidade da intervencdo tecnoldgica para contornar
este problema. Ainda, através da analise térmica, foi possivel determinar sua faixa de
fusdo, temperatura inicial de degradacdo, estabilidade térmica e, sobretudo, estimar sua
pureza a partir da aplicacdo da equacdo de Van’t Hoff, ja que o prototipo ndo possui
padrdo.

¢ O desenvolvimento e validacdo do método de doseamento do LPSF/GQ-130 foi
alcancado de acordo com as especificacdes colocadas pela RDC 899/03. A analise
estatistica para o desenvolvimento do método de dissolucdo apresentou extrema
importancia, pois a partir dela foi possivel detectar a melhor condicdo para realizacao
deste experimento com o prot6tipo e avaliar a significancia da interferéncia de cada
fator testado.

¢ A obtencéo dos sistemas de DS demonstrou que incluir a sonicagdo no processo
de preparo repercute em ganhos significativos de solubilidade. As DS a 10% de
LPSF/GQ-130 demonstraram melhor desempenho em solubilidade do que aquelas que
tiveram aporte de 30%. A DS binaria contendo 10% de LPSF/GQ-130 e 90% de
HPMC, obtida pelo método de evaporacdo do solvente em diclorometano, demonstrou
aumento na eficiéncia de dissolucdo e incrementos significativos na Cs do protétipo,
tanto em meio de dissolugdo quanto em agua pura. Através da curva TG e do espectro
de 1V foi possivel detectar alteracdes entre a DS e a MF. Os polimeros PVP K-30 e
PEG 6000 demonstraram-se inadequados no incremento da Cs do LPSF/GQ-130,
guando considerado a metodologia empregada neste trabalho.

¢ A obtencéo dos sistemas ternarios de DS (HPMC + EPEG 100) demonstrou que,
apesar de a DS ter demonstrado Cs ligeiramente superior a sua MF, esta ultima
apresentou eficiéncia de dissolucdo significativamente maior do que a primeira. A

caracterizacdo térmica e a obtencdo do espectro de IV demonstraram nao haver
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alteracdes entre a DS e a MF. Entretanto, ainda assim, foi possivel alcancar uma
eficiéncia de dissolugdo maior que a DS binaria através da obtencdo de uma simples MF

ternéria.
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PERSPECTIVAS
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7. PERSPECTIVAS

. Validar o método de dissolugdo desenvolvido para o LPSF/GQ-130;

° Realizar caracterizacdo quimica para as DS obtidas de RMN *H e °C;

. Realizar caracterizagdo fisico-quimica para as DS obtidas, tais como DRX e MEV;

) Desenvolver e caracterizar novos sistemas de DS obtidos por outras técnicas classicas,

tais como fusdo, malaxagem, spray-dried e extrusao;
. Realizar estudo de estabilidade forcada do LPSF/GQ130 em comparagdo aos
sistemas desenvolvidos;

. Avaliar, através de estudo pré-clinico, a atividade anti-inflamatoria das DS.
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9. ANEXOS
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