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RESUMO

ANDRADE, F.H.D. Estudos de caracterizagdo de um novo agente
esquistossomicida e tripanossomicida (LPSF/GQ-238). 2016. 116f. Dissertacéo
(Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2016.

O 3-(2,6-difluor-benzil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-238) é um analogo inddlico-tiazolidinico, apresenta potencial atividade
esquistossomicida e tripanossomicida. Poucos relatos na literatura mostram a
eficacia de uma substancia contra a esquistossomose e a doenca de chagas. Estas
doencas sao consideradas doencas debilitantes e afeta milhdes de pessoas no
mundo. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo fisico-quimica
do LPSF/GQ-238 visando conhecer suas propriedades quimicas e fisicas para
desenvolvimento de uma nova alternativa de tratamento para as doencas
supracitadas. O estudo abrangeu a caracterizacdo fisico-quimica, estabilidade
térmica e compatibilidade farmaco-excipiente por técnicas espectroscopicas (IV,
RMN), termoanaliticas (DSC, DSC-fotovisual, TG e Pyr-CG/EM), validacdo do
método analitico, bem como DRX e MEV. Os resultados obtidos da avaliacao fisico-
quimica do LPSF/GQ-238 frente a diferentes técnicas permitiram caracteriza-lo do
ponto de vista fisico, quimico e morfologico. O protétipo apresentou-se com 99,5%
de pureza, funde a 272,48 + 0,28 °C e entalpia de 78,31 + 4,31 J.g* com pico
endotérmico de fusdo caracteristico de uma forma cristalina que foi corroborado pela
DRX, com habito cristalino do tipo agulha por MEV, apresenta baixa solubilidade
aguosa e cinética de decomposicdo de ordem zero. O estudo de compatibilidade
evidenciou possiveis incompatibilidades quimicas e/ou fisicas entre o LPSF/GQ-238
e 0s excipientes estudados. Conclui-se que a caracterizacdo da NEQ obteve
resultados solidos sobre o comportamento fisico e quimicos de um protétipo
antiparasitario para tratar a esquistossomose e a doenca de chagas.

Palavras-chave: Tiazolidinas. Doenca de chagas. Esquistossomose.



ABSTRACT

ANDRADE, F.H.D. Characterization studies of a new schistosomicidal and
trypanocidal agent (LPSF/GQ-238). 2016. 116f. Dissertation (Master).Federal
University of Pernambuco, Recife, in 2016.

The 3-(2,6-difluoro-benzyl)-5-(5-bromo-1H-indol-3-ylmethylene)thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/GQ-238) is an indole-thiazolidine analogue with schistosomicidal and
trypanocidal potential activity. Few reports in the literature show the effectiveness of
a substance against schistosomiasis and Chagas disease simultaneously. These are
considered debilitating diseases affecting millions of people worldwide. The objective
of this study was to perform the physicochemical characterization of LPSF/QA-238
aiming to know their chemical and physical properties for the development of a new
alternative treatment for the above diseases. The study covered the physicochemical
characterization, thermal stability, and drug-excipient compatibility by spectroscopic
techniques (IR, NMR), thermoanalytical (DSC, DSC-fotovisual, TG and Pyr-GC/MS),
validation of analytical method, as also, XRD and SEM .The results of
physicochemical evaluation of LPSF/QA-238 compared to different techniques
allowed characterize it physical, chemical and morphologically. The prototype
presented 99.5% purity, melting at 272.48 + 0.28 °C and enthalpy of 78.31 + 4.31 Jg°
! endothermic peak of melting characteristic of a crystalline form which was
confirmed by XRD, with crystalline habit needle type observed in the SEM, has low
agueous solubility and kinetics of order decomposition zero.The compatibility study
highlighted possible chemical and / or physical incompatibilities between LPSF / QA-
238 and the excipients studied.lt is concluded that the new chemical entity
characterization obtained actual results about the physical and chemical behavior of
a prototype antiparasitic to treat schistosomiasis and Chagas disease.

Keywords: Thiazolidines. Chagas disease. Schistosomiasis
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de doencas que se
desenvolvem, principalmente, entre as populacdes mais pobres, e custam aos
paises em desenvolvimento bilhdes de ddélares a cada ano (WHO, 2015a). Dentre
essas, a esquistossomose e a Doenca de Chagas (DC) sdo um grave problema de
salde publica causados por vermes trematdédeos do género Schistosoma e pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, respectivamente (PEREIRA et al., 2011;
GRYSEELS, 2012).

Poucos relatos na literatura mostram a eficacia de uma substancia contra a
esquistossomose e a DC simultaneamente (PEREIRA et al., 2011; SILVA et al.,
2014). Estas doencas sao consideradas doencas debilitantes que afetam milhdes de
pessoas em todo o mundo. Nesse sentido o desenvolvimento de um novo farmaco
eficiente para o tratamento das duas enfermidades mostra-se como uma excelente
estratégia de tratamento simultineo e/ou producdo de um medicamento
antiparasitario com atividade contra o protozoério (Trypanosoma cruzi) e o helminto
(Schistosoma mansoni).

Assim, a pesquisa e desenvolvimento de novas moléculas encontra-se em
crescente esforco no tocante a descoberta e producdo de novos medicamentos,
estima-se que apenas 0,003% das novas entidades quimicas (NEQs) em estudo
cheguem ao mercado, dentre as causas que explicam esses inUmeros fracassos
estédo problemas derivados de sua biodisponibilidade e toxicidade, que podem estar
relacionados ao escasso conhecimento acerca da natureza fisico-quimica da
molécula em estudo (MAXIMIANO et al., 2010).

Aliado a esse problema de desenvolvimento de NEQs e prevaléncia de DTNs
existe a necessidade de novas alternativas terapéuticas que ampliem o leque de
tratamentos para essas doencas.

Nesse contexto, ha relatos na literatura de estudos utilizando compostos
tiazolidinicos com promissora atividade antiparasitaria, entre eles o LPSF/GQ-238
apresentou melhor atividade, matando 100% dos parasitos em 24 horas na dose de
100 pg.mL™ (SILVA, 2010; LUIS, 2012; OLIVEIRA et al., 2015).

Todavia o sucesso do desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica
baseia-se no profundo conhecimento dos insumos farmacéuticos (IFs) utilizados na
formulagé&o, sobretudo do insumo farmacéutico ativo (IFA) (STORPIRTIS, 2009).
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A maioria dos IFAs pode apresentar-se em diferentes formas no estado
sélido, como: polimorfos, solvatos, hidratos e o estado amorfo. Essas formas solidas,
por vezes, diferem muito em suas caracteristicas fisico-quimicas, mecéanica e
propriedades biofarmacéuticas, por conseguinte, influenciam na qualidade, na
seguranca e na eficacia dos medicamentos. As propriedades da particula que
influenciam no desempenho do medicamento, incluem: a forma da particula, o
tamanho, a distribuicdo de tamanho de particula, a area superficial, porosidade e a
morfologia da superficie. As quais sao importantes para conhecer o0 comportamento
e desempenho dos farmacos, principalmente as NEQs e substancias que possuam
baixa solubilidade (SHETE et al., 2010).

Dessa forma o controle das propriedades fisico-quimicas de um IFA torna-se
um passo critico no desenvolvimento de medicamentos, desde a forma de p6 ao
produto formulado, visto que as mudancas na forma soélida podem impactar na
solubilidade, processo de fabricacdo e estabilidade (PATEL et al., 2012a; PATEL et
al., 2012b).

Nesse processo as técnicas termoanaliticas mostram-se bastante Uteis para o
conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos IFs, entre estas destacam a
calorimetria diferencial de varredura (DSC), DSC-fotovisual, Pyr-CG/EM e a
termogravimetria (TG), aliadas a outras técnicas complementares como a Difracéo
de raio-X (DRX), Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e espectroscopia de
vibracdo na regido do infravermelho (IV) sdo essenciais para a caracterizacdo em
estado solido dos IFs.

Mediante os grandes beneficios que os medicamentos podem trazer para
humanidade, desde que 0s mesmos sejam produtos de qualidade, eficacia e
seguranca garantidas, e a necessidade destes direcionados ao tratamento de DTN,
a finalidade do presente trabalho consiste em caracterizacdo fisico-quimica e
desenvolver metodologia para quantificacdo do LPSF/GQ-238, bem como avaliar a

compatibilidade desse novo candidato a farmaco antiparasitario.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver estudo de caracterizagdo fisico-quimica e metodologia para

quantificacdo do LPSF/GQ-238, bem como avaliar a compatibilidade fisico-quimica

desse novo candidato a farmaco antiparasitario.

2.2 Objetivos especificos

v

Identificar através de métodos espectroscépicos a estrutura quimica do
LPSF/GQ-238 (IV-TF, RMN);

Realizar estudos de solubilidade de acordo com Farmacopéia Brasileira 52
edicao;

Validar método analitico por CLAE aplicado para quantificacdo do LPSF/GQ-
238;

Caracterizar LPSF/GQ-238 por difracdo de raios-X;

Caracterizar LPSF/GQ-238 por microscopia eletronica de varredura;
Caracterizar através de técnicas termoanaliticas (TG, DSC, DSC acoplado ao
sistema fotovisual);

Determinar os parametros cinéticos de estabilidade térmica do LPSF/GQ-238
através dos dados termogravimétricos dinamicos e isotérmicos;

Avaliar o comportamento térmico de decomposicdo do LPSF/GQ-238 através
da pirélise acoplada a cromatografia gasosa capilar e espectrometria de
massa (Pir-CG/EM);

Avaliar a compatibilidade do farmaco e excipientes farmacéuticos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNS)

As DTNs sdo um grupo de doencas com caracteristicas distintas que se
desenvolvem principalmente entre as populacbes mais pobres, sdo 17 DTNs
priorizadas pela OMS, endémicas em 149 paises e afetam mais de 1,4 bilhdes de
pessoas, custando aos paises em desenvolvimento bilhdes de ddlares a cada ano,
essas estdo compostas por parasitas presentes em quatro classes diferentes:
protozoarios, helmintos, bactérias e virus (WHO, 2015a).

Destes paises afetados pelas DTNs, o Brasil destaca-se por possuir uma
extensdo continental, localizacdo proxima da linha do equador e apresentar grandes
indices de desigualdades sociais, principalmente de distribuicdo de renda, esses sao
alguns dos indicadores que podem justificar a grande quantidade de pessoas
infectadas com uma ou mais DTNs no Brasil, como por exemplo, a esquistossomose
onde o Brasil é responsavel por aproximadamente 96% dos casos desta doenc¢a na
Ameérica Latina e Caribe (HOTEZ e FUJIWARA, 2014).

A esquistossomose € um grave problema de saude publica causada por
vermes trematdédeos do género Schistosoma (GRYSEELS, 2012). Dados da
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2014) mostraram que essa parasitose afeta
cerca de 240 milhBes de pessoas no mundo, além de estimar que mais de 700
milhdes habitem areas de risco propensas a contrair a doenca. Outra importante
NTD é a Doenca de Chagas, que € causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, estima-se que entre 6 e 7 milhdes de pessoas estdo infectados em todo o
mundo, principalmente na América Latina (WHO, 2015b), e mais de 25 milhdes de
pessoas estao em risco de contrai-la (PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2014).

Atualmente o Praziquantel e a Oxamniquina sao 0s Unicos farmacos usados
para o tratamento da esquistossomose. No entanto, oxamniquina apresenta
atividade apenas contra 0 S. mansoni e 0 praziquantel € o unico farmaco disponivel
para o tratamento contra todas as formas de esquistossomose (STELMA et al.,
1995, ISMAIL et al.,, 1996 , WHO, 2014), mesmo que este farmaco apresente
resultados satisfatorios como agente esquistossomicida sua atividade contra vermes
imaturos que estdo presentes em infeccdes recentemente adquiridas séo limitadas
(GONNERT e ANDREWS, 1977) e ha possibilidade de resisténcia a drogas indica
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uma necessidade de identificar novas drogas esquistossomicidas ativos contra
varios estagios do ciclo de vida do parasita (WANG, WANG e LIANG, 2012).

Outra parasitose que afeta os brasileiros € a DC causada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi, na ocorréncia da doenga, observam-se duas fases
clinicas: uma aguda, que pode ou ndo ser identificada, podendo evoluir para uma
fase crbnica caso ndo seja tratada com medicacéo especifica (BRASIL, 2014a).

A nifurtimox e o benzinidazol sdo os medicamentos de escolha no tratamento
da DC (WHO, 2015b), este ultimo é distribuido gratuitamente no Brasil pelo Sistema
Unico de Satde (SUS) sendo indicado para tratamento da doenca na fase aguda da
infeccdo (BRASIL, 2014a), no entanto sdo farmacos que apresentam varios efeitos
colaterais e tem eficacia limitada, especialmente na forma cronica da doenca. Estas
limitagcBes justificam a urgéncia na identificacdo e desenvolvimento de novos
farmacos tripanossomicidas (HOTEZ et al., 2007). Para Hotez et al. (2007) as
estratégias para o controle e a eliminacdo do T. cruzi estdo disponiveis, mas o

sucesso vai depender certamente do desenvolvimento de novos farmacos.

3.2 Esquistossomose mansoni

A esquistossomose mansoni € uma doenca parasitaria causada pelo
trematddeo Schistosoma mansoni, cujas formas adultas habitam o0s vasos
mesentéricos do hospedeiro definitivo (homem) e as formas intermediarias se
desenvolvem em caramujos gastropodes aquaticos do género Biomphalaria. Trata-
se de uma doenca, inicialmente assintomética, que pode evoluir para formas clinicas
extremamente graves e levar o paciente a 6bito (BRASIL, 2015c).

O agente etiologico da esquistossomose é 0 S. mansoni, pertencente a classe
Trematoda, familia schistossomatidae e género Schistosoma. S&o helmintos
digenéticos, delgados, de coloracdo branca e sexos separados, em que a fémea
adulta, mais alongada encontra-se alojada no canal ginecéforo do macho (BRASIL,
2005b).

Os hospedeiros intermediarios sdo moluscos, pertencentes ao
género Biomphalaria, conhecidos como planorbideos e, popularmente, como
caramujos. Esses caramujos planorbideos desenvolvem-se e vivem na agua doce

parada ou com pouca correnteza (FIOCRUZ, 2015), no Brasil somente trés espécies
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sdo consideradas hospedeiros intermediarios naturais da esquistossomose: B.
glabrata, B. stramineae B. tenagophila (BRASIL, 2014c).

No Brasil, aproximadamente, 25 milhdes de pessoas vivem em areas com
risco de contrair a doenca, os estados do Nordeste e Sudeste sdo os mais afetados,
sendo que a ocorréncia esta diretamente ligada a presenca dos caramujos.
Atualmente a doenca é detectada em todas as regibes do pais, onde &reas
endémicas e focais abrangem 19 unidades federadas e compreendem os Estados
de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte (faixa litoranea), Paraiba,
Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais (predominantemente no Norte e Nordeste do
Estado). No Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa
Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal, a transmisséo &
focal, ndo atingindo grandes areas (BRASIL, 2014b).

A maioria das pessoas infectadas pode permanecer assintomatica
dependendo da intensidade da infeccéo; clinicamente, a esquistossomose pode ser
dividida em duas fases: fase aguda e fase crénica. Na fase aguda observam-se dois
sintomas bem caracteristicos: a dermatite cercariana e a febre de Katayama, onde o
primeiro corresponde a fase de penetracdo das larvas (cercarias) através da pele,
variando desde quadro assintomético até a apresentacdo de quadro clinico de
dermatite urticariforme, com erupcao papular, eritema, edema e prurido podendo
durar até 05 dias apds a infeccdo, e 0 segundo surge ap06s 3 a 7 semanas de
exposicao pode aparecer quadro caracterizado por febre, anorexia, dor abdominal e
cefaléia, com menor frequéncia, o paciente pode referir diarréia, nauseas, vomitos,
tosse seca (SILVA et al., 2012; FIOCRUZ, 2015).

A esquistossomose cronica inicia-se apdés 06 meses da infeccdo, podendo
surgir os sinais de progressdo da doenca para diversos 0rgaos, e atingir graus
extremos de severidade como: hipertensdo pulmonar e portal, ascite, ruptura de
varizes do eso6fago (FIOCRUZ, 2015).

O praziquantel e a oxamniquina sdao o0s Unicos farmacos usados para o
tratamento da esquistossomose. No entanto, a oxamniquina apresenta atividade
apenas contra o S. mansoni e o praziquantel € o Unico farmaco disponivel para o
tratamento contra todas as formas de esquistossomose; é eficaz, seguro e barato,
embora possa haver reinfec¢cdes apds o tratamento, o risco de doenca grave
diminui. (STELMA et al., 1995; ISMAIL et al., 1996; WHO, 2014).
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3.3 Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas

A Doencga de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi, endémica nas
Ameéricas do Sul e Central, no entanto esta doenca atualmente vem se espalhando
nos Estados Unidos, Canad4, Europa e Australia, devido ao forte fluxo de imigrados
portadores da doenca (DANDAPANI et al., 2014). Ela é transmitida ao homem e a
mais de 150 espécies de mamiferos domeésticos e selvagens por insetos sugadores
de sangue da subfamilia Triatominae, embora tenham sido identificadas cerca de
140 espécies de triatomineos poucos sdo vetores competentes para T. cruzi, onde
0s principais vetores sao Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis e Panstrongylus
megistus nos paises da América do Sul; aves, répteis e anfibios séo refratarios ao
protozoario, no entanto, em algumas situacfes aves (sobretudo galinhas) séao fontes
importantes de refeicdbes de sangue para triatomineos, que sao estritamente
hematéfagos (RASSI e REZENDE, 2012).

Este parasita apresenta um ciclo de vida heteroxénico (Figura 1), no homem o
ciclo € composto de duas formas principais com diferentes funcfes bioldgicas e
morfologicas: uma forma infecciosa circulante, mas ndo replicativa, conhecida como
forma tripomastigota, e uma forma replicativa e intracelular, conhecida como forma
amastigota.

Sua transmissdo vetorial ocorre da seguinte forma: o triatominae ao se
alimentar com sangue defeca proximo a ferida da picada, e tripomastigotas
metaciclicos presentes nas fezes entram na mucosa ap6s o homem cocar a ferida
e interagem com células do sistema mononuclear fagocitdrio em seguida os
tripomastigotas se diferenciam em amastigotas, que passam por varios ciclos de
replicacdo por divisdo binaria simples dentro das células até voltarem a forma
tripomastigotas e destruir a célula infectada. Os tripomastigotas infectam outras
células vizinhas ou entram na corrente sanguinea para infectar células em outros
locais do corpo (NEVES, 2004; CHATELAIN, 2015).
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Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi, no hospedeiro invertebrado (esquerda) e no
vertebrado (direita).
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No insecto 0 O insecto pica e defeca a0 ruesmo terpo. O @8 Os tripomastigotas irevadem células onde se

LQ/W - '/\ ? No Ser Humano
Tranforman-se em tripomastigotas A O
o

Os tripanossornas entdo  reultiplicam-se dentio das
irevadern novas células e Células assexualmente.
regides diferentes do

corpo que evadem e onde

se rnultiplicar corao

amastigotas.

aﬂtiph‘tam-se

Tripanomastigotas
sanguingos
s&o0 sbsorvidos por
emw insecto exa
eTr-u\sfonm:n s¢ em nova picada
epimastigotas no

mtestino do msecto %
A

> v A
A =Estigio infeccioso ,’;E)

ARG IS o Os amastigotas transfonmarn-se em
A:Estag;o disgudstico tripormastigotas e destroem a célula

saindo para o sangue

Fonte: adaptado de CHATELAIN, 2015.

A transmisséo vetorial ocorre principalmente nas Américas, no entanto essa
pode ser realizada por diversas maneiras, onde sdo classificadas em transmissao
comum e transmissdo incomum ou acidental: a transmissdo comum: ocorre através
da picada de triatomineos, transfusdo de sangue contaminado com T. cruzi, a
transmissao oral (ingestdo de alimentos ou bebidas contaminados por fezes de
triatomineos) e transmissdo vertical ou congénita (parasita atravessa a barreira
placentaria), as incomuns ou acidentais: incluem a transmissdo durante o
transplante de 6rgéos, a ingestao de leite materno contaminado com o protozoario,
acidentes de laboratorio, contaminacdo de alimentos com secre¢fes das glandulas
anais de marsupiais que abrigam o parasita, picadas de artrépodes contaminados
(demonstradas experimentalmente), e relagdo sexual (no periodo mestrual) (DIAS,
NETO e LUNA, 2011).

Esta doenca apresenta trés fases clinicas: uma fase aguda de duracéo
variavel de 2 a 8 semanas caracteriza-se pela alta parasitemia, fase assintoméatica
indeterminado ou latente crénica que pode durar por toda a vida ou por até 20 anos
antes de desenvolver a fase cronica sintomatica, onde cerca de 30% dos pacientes
desenvolvem anormalidades cardiacas (cardiopatia chagéasica) e/ou disturbios
digestivos (megacdlon/megaeséfago) (RASSI JR et al, 2010; BIANCHI et al., 2015).
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Os parasitas depositados em feridas de pele ou mucosas estimulam uma
reacdo inflamatéria local (inoculacdo chagoma ou sinal de Romafa), os
tripomastigotas circulantes envoltos por macrofagos séo levados para o figado, o
baco, os ganglios linfaticos, e os muasculos cardiacos e esqueléticos para formar
ninhos de amastigotas. Com a ruptura dos pseudoquistos no miocardio ou plexos
mioentéricos, a miocardite aguda ocorre mediada por linfécitos TCD4+, TCD8+ e
interleucinas (principalmente IL-2 e IL-4), onde reacdo inflamatéria € mantida pela
presenca de T. cruzi, ou os seus fragmentos e pelo DNA do parasita, com uma
reagdo de hipersensibilidade atrasada, a dilatagdo da microcirculagdo e fibrose,
assim induzindo miocardiopatia dilatada cronica, arritmia, megaesofago e
megacolon. A Figura 2 mostra T. cruzi e as lesdes que provoca no coragdo (COURA,
2007).

Figura 2 — T. cruzi no Sangue nos tecidos e as Iesoes que provoca no coragéo

va

Legenda: a - Tripomastigotas circulantes no sangue durante a fase aguda, b - pseudocistos de
amastigotas nas fibras miocardicas na fase aguda da DC, c - fibroses do sistema de
conducédo do miocardio na fase crénica da doenca, d - hipertrofia do miocardio e dilatacao
das cavidades do coracdo com presenca de trombos na fase crénica da DC.

Fonte: COURA, 2007.

O diagnéstico da infeccdo aguda € baseado principalmente na busca do
parasita circulante no sangue, onde 0s exames microscopicos do sangue ou do
creme leucocitario € a maneira mais simples de detectar os tripomastigotas, ja o0s

testes sorolégicos ndo sao Uuteis no diagndstico da DC aguda, embora a
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deteccdo antimunoglobulina M (IgM) poderia ser utilizada (RASSI JR, RASSI e
MENDONCA, 2012), na fase cronica, por causa da baixa parasitemia, o diagndstico
baseia-se na deteccdo sorologica de imunoglobulina G especifica (IgG), sendo
recomendado métodos soroldgicos como imunofluorescéncia indireta, ELISA,
hemaglutinagéo indireta ou fixacdo de complemento ou ainda a pesquisa por
métodos indiretos como o xenodiagnostico, hematocultura ou inoculagdo em animais
de laboratdrio (NEVES, 2004; COURA e BORGES-PEREIRA, 2012). Para Rassi JR,
Rassi e Mendonca (2012) a confirmacdo da DC e obtida a partir de 2 resultados
positivos por técnicas convencionais.

A depender do inicio do tratamento e do tipo de cepa do T. cruzi, os
medicamentos recomendados pela organizacdo mundial de salde sdo o
benzonidazol (5 a 7,5 mg/kg/dia) e o nifurtimox (7,5 a 10 mg/kg/dia) durante 60 dias,
podendo alcancar resultados satisfatorios préximos de 80% dos casos, na fase
aguda da doenca. No entanto, quando o paciente ja se encontra na fase crénica da
doenca esses indices de cura caem substancialmente, mas estudos vém mostrando
que a utilizacdo do benzonidazol e nifurtimax em ambas as fases da doenca
diminuem a parasitemia e reduzem os danos na musculatura esquelética e cardiaca.

Nifurtimox € um nitrofurano com mecanismo de acdo que envolve a producao
de grupos nitros que na presenca de oxigénio impede a capacidade de T. cruzi para
desintoxicar os radicais livres que atuam sobre ela. O benzonidazol atua por ligacao
dos seus metabolitos no DNA do parasita, e aos seus lipidios e proteinas (RASSI
JR, RASSI e MENDONCA, 2012).

Diversas substancias tém sido testadas contra a T. cruzi onde o posaconazol
um inibidor do ergosterol mostrou resultados promissores como mostrado por Olivieri
et al. (2010) que estudaram os efeitos do posaconazol e do benzonidazol em modelo
murino da doenca de chagas na fase aguda, e demonstram que o tratamento com
posaconazol promove uma resposta imunitaria diferente e impede a inflamacao e
dano cardiaco, sendo mais eficaz do que benzonidazol em ambos os casos, e
reforcam a nocédo de que este triazol poderia ser uma opgdo superior para o
tratamento de infeccbes de T.Cruzi em seres humanos, no entanto estudos
recentes utilizando seres humanos com a doencga no estagio cronico obtiveram taxas
de cura (teste de negativo apdés o tratamento) menores para 0 posaconazol em

relacéo ao benzonidazol por Molina et al. (2014).
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Para Bahia et al. 2012 novos tratamentos seguros e eficazes para a doencga
de chagas sdo urgentemente necessarios, onde as opc¢des atuais de quimioterapia
tém limitacdes significativas, incluindo a falha para alcancar uniformemente cura

parasitologica ou impedir a fase cronica da doenca.

3.4 Novas alternativas para as DTNS

A tiazolidina (TZD) € um composto quimico formado por um anel heterociclico
com multiplas aplica¢cbes (SHAIKH, PATEL e RAJANI, 2013), esses compostos
apresentam diversas atividades farmacolégicas, entre elas destacam-se atividades
antiparasitarias como: antimicrobiana (SAKHUJA et al., 2011; TOMASIC et al., 2011,
ZIDAR et al., 2010), antitripanossoma cruzi (MOREIRA et al., 2013), antimalarica
(RUIZ et al.,, 2011). Logo, as tiazolidinas surgem como perspectivas de novos
farmacos podendo, assim contribuir nos estudos para a descoberta de compostos
potencialmente bioativos.

Estudos utilizando compostos tiazolidinicos mostram promissora atividade no
combate a esquistossomose. Silva (2010) estudando diferentes derivados TZD para
0 combate a esquistossomose, “in vitro”, obteve 86% de mortalidade dos parasitos,
apos seis dias de exposicdo dos parasitos adultos a 80 pg.mL™ do LPSF/SF-25, Luiz
(2012) estudou dois derivados TZD, “in vitro”, o LPSF/GQ-58 e o LPSF/TA-02, onde
foi observado que em todas as concentra¢des houve diminuicdo da motilidade dos
parasitos, mas a maior taxa de mortalidade encontrada foi 22% ap0s seis dias de
exposicdo dos parasitos a 100 pg.mL*do LPSF/GQ-58, Oliveira (2013) estudando
diversos derivados TZD contra o S. mansoni observou um aumento na atividade
esquistossomicida devido a presenca do bromo no nudcleo indélico, onde o
LPSF/GQ-238 (Figura 3) obteve melhor atividade, matando 100% dos parasitos em
24 horas na dose de 100 pg.mL™.
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Figura 3 - Estrutura quimica do LPSF/GQ-238
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Tabela 1, onde o composto apresentou um IC50 menor que os farmacos de

referéncia utilizados para tratamento desta parasitose.

Tabela 1 - Atividade tripanossomicida do LPSF/GQ-238 contra formas epimastigotas
e tripomastigotas

Atividade Tripanossomicida IC50  (ug.mL™

IFs Epimastigota (Cepa Dm 28c) Tripomastigota (Cepa Y)
LPSF/GQ-238 0.98 0.43
Benzinidazol 12,7 1,63
Nifurtimox 1,64 0,79

Legenda: *IC50: Representa a concentracdo necesséria para obter 50% de inibicao
Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2015.

Este composto de nome quimico 3-(2,6-diflGor-benzil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-
iimetileno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-238), possui poucas caracteristicas
fisicas e quimicas descritas na literatura e nenhum estudo de estabilidade relatado
sendo necessaria a realizacdo de estudos de caracterizagdo para se conhecer as
propriedades fisicas e quimicas deste promissor antiparasitario.
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3.5 Técnicas analiticas aplicadas na identificacdo quimica de compostos

3.5.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF)

Segundo Gorog (2015) a identificacdo é o primeiro passo no complexo
processo de controle de qualidade e nos aspectos da qualidade na pesquisa de
novas drogas sintéticas. E também uma ferramenta importante na luta contra a
falsificacdo de medicamentos. Cada molécula tem uma impressao digital Unica de
frequéncias de vibragcdo, o que torna a espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (IV-TF) uma técnica altamente especifica para a
identificacdo molecular (BUNACIU, ABOUL-ENEIN e HOANG, 2015).

Esta técnica se baseia na exposicdo da amostra a uma radiacao
eletromagnética de comprimento de onda na regido do infravermelho, que induz
transicOes vibracionais e rotacionais (STORPIRTIS, 2009), a faixa espectral do

infravermelho pode ser dividida em trés regides:

e |V distante: entre 10 a 400 cm™;
e IV médio: entre 400 a 4.000 cm™;
e IV proximo: entre 4000 a 20.000 cm™,

Onde a regido do IV médio é a mais utilizada na &rea farmacéutica com
finalidades de identificacdo de substancias.

O IV é atualmente a técnica mais utilizada na identificacdo de farmacos
(GOROG, 2015), esta técnica possui diversas vantagens, como: utilizar pequena
quantidade de amostra (aproximadamente 1mg), resultados rapidos e de fécil

interpretacdo, nao utiliza solventes organicos e possui baixo custo de manutencao.

3.5.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A RMN é outra técnica amplamente utilizada na identificacdo de farmacos, e
diferente da CLAE, por exemplo, ndo necessita a utilizagdo de padrbes certificados
para a identificacdo de farmacos.

A RMN € uma ferramenta analitica essencial para a elucidagédo da estrutura

de compostos sintéticos e naturais desconhecidos. Além disso, ela pode fornecer
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informagdes qualitativas e quantitativas utilizando o pressuposto que a intensidade
do sinal é diretamente proporcional ao numero de nacleos que ddo origem a uma
ressonancia especifica. Essa técnica possui como vantagens: simples
desenvolvimento do meétodo, facil preparacdo da amostra, tempos de analise
relativamente curtos e nao necessita de padréo de referéncia (idéntico ao composto)
(SIMMLER et al., 2014).

Portanto, a obtencdo de novos derivados Indolico-tiazolidinicos e sua
caracterizacdo sao etapas relevantes para a obtencédo de novos protoétipos bioativos.
A utilizacdo de técnicas de caracterizagdo convencionais ‘*H RMN, *C RMN e IV
fornecem informacdes indispensaveis a elucidacdo estrutural da molécula
(WORZAKOWSKA e SCIGALSKI, 2014; VIEIRA et al., 2014).

3.6 Solubilidade

Desde o sequenciamento do genoma humano, o nUmero de compostos em
desenvolvimento aumentou 62% e as despesas totais em P&D duplicaram. Mas, o
ndamero médio de novas drogas aprovadas pelo FDA nos EUA vem diminuindo a
cada ano desde a década de 1990 (HAY, 2014).

Embora exista um esforco crescente para o desenvolvimento de novos
medicamentos, estima-se que apenas 0,003% das NEQs em estudo cheguem ao
mercado. Além das caracteristicas farmacologicas desejaveis para um potencial
medicamento, as caracteristicas de solubilidade, estabilidade, toxicidade e
producdo influenciam na triagem dessas moléculas ativas (MAXIMIANO et al.,
2010) onde mais de 75% das NEQs sdo pouco soluveis (HE e HO, 2015).

No desenvolvimento de novos farmacos a solubilidade mostra-se como um
parametro fundamental, onde farmacos pouco soluveis, por vezes, sao eliminados
ou substituidos por analogos mais soluveis nas fases posteriores do estudo. Para as
formulagBes farmacéuticas no estado solido esta caracteristica torna-se ainda mais
importante, pois para os IFAs serem absorvidos estes precisam estar dissolvidos nos
liquidos corpéreos.

No decorrer dos anos, a dificuldade de descobrir ou sintetizar novos farmacos
com boa solubilidade impds as industrias farmacéuticas a desenvolverem novos
medicamentos utilizando farmacos poucos sollveis em agua, porém para melhorar

esta caracteristica algumas técnicas estdo sendo utilizadas como: a reducéo do
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tamanho de particula, desenvolvimento de dispersdes solidas, co-cristais, co-
moagem, co-solvente entre outras (SAVJANI et al., 2012).

Na Farmacopéia Brasileira 5° ed., os ensaios de solubilidade sdo feitos com
intuito de prever a solubilidade das substancias, a 25°C, em agua ou outro solvente
pré-determinado, e seus resultados sdo expressos em uma parte do soluto

dissolvido em n partes do solvente, como mostrado na Tabela 2 (BRASIL, 2010).

Tabela 2 - Termos descritivos de solubilidade e seus significados

Solvente Termo descritivo

Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes

Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1.000 partes
Muito pouco soluvel De 1.000 a 10.000 partes

Praticamente insollvel ou insolivel  Mais de 10.000 partes

Fonte: Farmacopéia Brasileira 5°ed.

3.7 Desenvolvimento e validacdo de método analitico

No atual contexto mundial, em que a competitividade industrial é crescente, o
dominio da tecnologia, ou seja, a aplicacdo de principios, métodos, instrumentos, ou
processos elaborados a partir da pesquisa cientifica para desenvolver e aperfeicoar
produtos € essencial para qualquer pais.

No intuito de controlar a qualidade dos produtos elaborados pela industria
farmacéutica, o desenvolvimento de métodos analiticos que resultem em respostas
rapidas, precisas, e com baixo custo, sao fatores chave para desenvolvimento de um
medicamento. Com isso, surge a necessidade de desenvolver métodos analiticos
cada vez mais seletivos e sensiveis. Neste ponto, as ciéncias analiticas
desempenham um papel fundamental no tocante ao estabelecimento de protocolos
analiticos compreendendo desde o preparo da amostra até identificacdo e
quantificacdo das espécies de interesse (RAO e NAGARUJU, 2003).
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O método de validagéo objetiva demonstrar e/ou confirmar que um método é
adequado a funcdo pretendida (especifica) (ICH Q2a, 1995; BRASIL, 2003; FDA,
2015).

A validacdo garante através de resultados significativos e adequados a
tomada de decisdo usando caracteristicas de desempenho, tais como exatidao,
precisdo, sensibilidade, seletividade, limite de deteccéo, limite de quantificagéo,
linearidade, intervalo, e robustez. (BRASIL, 2003; FDA, 2015)

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou a
Resolucédo n° 899, de 29 de maio de 2003 estabelecendo o “Guia para Validagao de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos”, na qual é estabelecido que a validacdo deve
garantir, por meio de estudos experimentais, qgue o método atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003).

Os métodos analiticos sdo classificados em quatro diferentes grupos
conforme a sua finalidade (Tabela 3) (ICH Q2a, 1995; BRASIL, 2003).

Tabela 3 - Classificacdo dos métodos segundo sua finalidade.

Categoria  Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinacao do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias-primas.

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao de

Il impurezas e produtos de degradacédo em produtos farmacéuticos e
matérias-primas.

1] Testes de performance (por exemplo: dissolucéo, liberacao do ativo).

AV Testes de identificacao.

Fonte: Brasil, 2003.

Aléem de classificar nas quatro categorias também ha a definicdo dos
parametros obrigatorios ou ndo conforme cada uma delas (Tabela 4). A ICH Q2a
(1995) ndo traz, a robustez, como parédmetro obrigatério da validagéo,

recomendando assim sua avaliagcdo no desenvolvimento do método.
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Tabela 4 - Parametros necessarios para validacdo do método analitico, segundo sua

finalidade.
CATEGORIA
PARAMETRO [ 1 11 v
Quantitativo Ensaio Limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
. Repetibilidade  Sim Sim N&o Sim N&o

Precisdo

Intermediaria ol *k Nao * Nao
Limite de Deteccéo N&o Nao Sim * N&ao
Limite de Quantificacéo N&o Sim N&o * N&o
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

Legenda: * Pode ser necessério, dependendo da natureza do teste especifico. ** Se houver
comprovacao da reprodutibilidade ndo é necesséria a comprovacao da Precisdo Intermediéria.
Fonte: Brasil, 2003.

3.7.1 Especificidade e Seletividade

A especificidade é a capacidade de avaliar o analito de forma inequivoca na
presenca de outros componentes que podem estar presentes na amostra, como
impurezas, produtos de degradacao, matriz entre outros (ICH Q2a, 1995).

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas ao evento de deteccéo.
Um método que produz resposta para apenas um analito € chamado especifico. Um
método que produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a
resposta de um analito da de outros, é chamado seletivo. Entretanto, os termos
especificidade e seletividade sdo frequentemente utilizados indistintamente ou com
diferentes interpretacbes (BRASIL, 2003; INMETRO, 2005).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras, a primeira forma de se
avaliar a seletividade é comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a
matriz adicionada com esta substancia (padrdo), sendo que, nesse caso, nenhum
interferente deve eluir no tempo de retencédo da substancia de interesse, que deve
estar bem separada dos demais compostos presentes na amostra (RIBANI et al.,
2004), a segunda maneira é através da avaliacdo com detectores (arranjo de diodos,

espectrometro de massas) que comparam o espectro do pico obtido na separacao
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com o de um padréo e utiliza-se isto como uma indicacao da presenca do composto

puro.

3.7.2 Linearidade

Para Bottoli, Freyre e Reyes (2008) classifica-se um teste como linear quando
o mesmo oferece resultados diretamente proporcionais a concentracdo da
substancia de interesse, dentro de uma faixa de aplicacdo, sendo que esta relacdo
matematica deve seguir uma curva analitica, para sua quantificacdo sédo utilizados
métodos como a padronizacdo externa, padronizacdo interna, superposicao de
matriz e adicdo de padréao.

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado, considera-se que um método possui
linearidade quando forem realizadas andlises de no minimo 5 concentracfes
diferentes e estas possuirem coeficiente de correlacdo de Pearson (r) = 0,99
(BRASIL, 2003).

Apesar de ser esta a exigéncia descrita na resolucdo, é importante a aplicacao
de analise estatistica para avaliar a significancia da regresséo e o ajuste do modelo
utilizando, por exemplo, técnicas como a Analise de Variancia (ANOVA) e andlise

dos residuos.

3.7.3 Intervalo

O intervalo é a faixa dentro dos limites da linearidade onde € confirmada a
exatidao, precisédo e linearidade, sendo dependente do ensaio a ser realizado, pois
conforme descrito na Resolugcdo 899/03 deve cumprir pelo menos os limites

estabelecidos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos no
intervalo de linearidade para alguns métodos analiticos.

Ensaio Finalidade do teste

Determinacdo quantitativa do analito em
matérias-primas ou em formas
farmacéuticas

De 80 a 120% da concentracdo teorica
do teste

Do nivel de impureza esperado até 120%
do limite maximo especificado. Quando
apresentarem importancia toxicologica
Determinacgédo de impurezas ou efeitos farmacolégicos inesperados,
os limites de quantificacdo e deteccao
devem ser adequados as quantidades de
impurezas a serem controladas

De 70% a 130% da concentragdo tedrica

Uniformidade de contetido
do teste

De + 20% sobre o valor especificado
para o intervalo. Caso a especificacdo
para a dissolugcéo envolva mais que um
tempo, o alcance do método deve incluir
-20% sobre o menor valor e +20% sobre
0 maior valor

Ensaio de dissolucéo

Fonte: Brasil. 2003.

3.7.4 Limites de detecc¢do e quantificacao

Em termos préticos, o limite de deteccdo (LD) € a menor quantidade de uma
substancia em uma amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada em um valor exato. Ja o limite de quantificacdo (LQ) € a menor
guantidade de uma substancia na amostra que pode ser determinada
guantitativamente com exatidao e precisdo adequada.

Os limites de deteccédo e quantificacdo podem ser definidos pelos parametros

das curvas de calibragdo conforme Equacdes 1 e 2, respectivamente.

| D3 Desvio Padreo da Regressao Linear 1)
Inclinecio da Reta
I_Q_lox Desvio Padrao da. Regressao Linear 2)

Inclinecéo da Reta
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Outras formas de determinar os limites de deteccdo e quantificagéo:

v Visual: adiciona-se concentracfes conhecidas do analito a matriz,
possibilitando o conhecimento do menor nivel em que se possa detecta-lo com
clareza.

v Relagdo Sinal/Ruido: o Limite de Detec¢do é determinado através da
comparacao entre a medicdo dos sinais de amostras com baixas concentracdes
conhecidas do analito na matriz e um branco dessas amostras. Assim, é
estabelecida uma concentracdo minima na qual a substancia pode ser facilmente

detectada.
3.7.5 Precisao

Durante a validacdo de métodos analiticos, a precisdo subdivide-se em trés
niveis distintos: repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade que podem
ser expressos como Desvio Padrdo Relativo (DPR) ou coeficiente de variacao

(CV%), segundo a Equacéo 3.

Desvio Pactéo 400 3)

DDR_Qmertragéo VBdia Deter ninadk

Normalmente, métodos que quantificam compostos em macro quantidades
apresentam um DPR de 1 a 2%, sendo admitido ndo mais que 5% para os métodos
analiticos e 20% nos bioanaliticos no nivel do limite de quantificacdo.
Adicionalmente podem ser utilizados testes estatisticos para comparacdo da
igualdade estatistica das médias e/ou das variancias entre diferentes grupos de

dados da precisado intermediaria ou da reprodutibilidade.

3.7.5.1 Repetibilidade

A repetibilidade (precisdo intra-corrida) demonstra a concordancia entre os
resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma
instrumentacédo (ICH Q2a, 1995; BRASIL, 2003). Esta pode ser verificada utilizando,

no minimo, 9 determinagdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3
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concentragbes, baixa, média e alta, com 3 réplicas cada ou minimo de 6

determinacdes a 100% da concentracdo do teste (BRASIL, 2003).

3.7.5.2 Precisao intermediaria

A avaliacdo do efeito das variagbes dentro do laboratério devido a eventos
como diferentes dias, ou diferentes analistas, ou diferentes equipamentos, ou uma
combinacéo destes fatores € medida pela chamada preciséo intermediaria (BRASIL,
2003; BOTTOLI, FREYRE e REYES, 2008; BRASIL, 2010).

A precisdo intermediaria é realizada da mesma forma que a repetibilidade,
diferindo pelo fato de inserir variaveis diferentes a exemplo de diferentes analistas

e/ou dias para sua execucao.

3.7.5.3 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial) indica a concordancia entre os
resultados obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos,
geralmente aplicados a padronizacao de metodologia analitica, por exemplo, para
inclusdo de metodologia em farmacopéias. Estes dados ndo precisam ser
apresentados para a concessao de registro. A precisdo de um método analitico pode
ser expressa como 0 desvio padrdo ou desvio padrdo relativo (coeficiente de
variacdo) de uma série de medidas (BRASIL, 2003).

Segundo Ribani et al. (2004) € muito comum o aparecimento de divergéncias
entre os resultados obtidos por laboratérios diferentes que desenvolvem o mesmo
teste analitico em estudos colaborativos. Sendo assim os dados provenientes de
apenas um laboratorio ndo sao suficientes para avaliar a reprodutibilidade do

meétodo, a exemplo dos métodos oficiais publicados em farmacopéias.

3.7.6 Exatidao

A proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao
valor verdadeiro é a exatidao.

A exatiddo é calculada como percentagem da recuperagdo da quantidade

conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca percentual entre as
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médias e o valor verdadeiro aceito, acrescido dos intervalos de confianca. E
determinado através de 3 concentracdes: baixa, média e alta, com 3 réplicas cada,
perfazendo um total de 9 determinacgfes. A exatidao é expressa pela relacao entre a
concentracdo meédia determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica

correspondente conforme Equacédo 4 (BRASIL, 2003):

. Conoentracdo Media Experinental (4)
Bxatidéo 3 rag20 Tedrica X100

Adicionalmente podem ser utilizados testes estatisticos para comparacéo da
igualdade estatistica das médias e/ou das variancias entre diferentes grupos de
dados da exatiddo para mostrar que nao ha influéncia da concentracdo na

recuperacao.

3.7.7 Robustez

Durante o desenvolvimento de metodologia, deve-se considerar a avaliagao
da robustez. Constatando-se a susceptibiidade do método a variacdes nas
condicBes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser
incluidas no procedimento.

De acordo com o INMETRO (2005), a robustez de um método mede a
sensibilidade que este apresenta frente a pequenas variagdes. Diz-se que um
método € robusto quando ele ndo € afetado por modificacbes pequenas e
deliberadas em seus parametros. A robustez de um método cromatografico é
avaliada, por exemplo, pela variagdo de parametros como a concentracdo do
solvente organico, pH e forca i6bnica da fase mével em CLAE, programacdo da
temperatura, natureza e forca idnica da fase mével em CLAE, programacdo da
temperatura, natureza do gas de arraste em cromatografia gasosa, bem como o
tempo de extracéo, agitacao, entre outros.

A tabela 6 relaciona os principais parametros que podem resultar em variacao
na resposta do método e que podem ser avaliados na analise da robustez do

método, conforme Brasil (2003).
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Tabela 6 - Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos no
intervalo de linearidade para alguns métodos analiticos.

Variavel Condicoes a serem analisadas

Preparo das Amostras v Estabilidade das solucdes analiticas

v Tempo de extracdo

Espectrofotometria v’ Variagéo do pH da solugéo
v’ Temperatura

v’ Diferentes fabricantes de solventes

Cromatografia Liquida v’ Variacéo do pH da fase moével
v Variacdo na composicdo da fase movel
v Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
v’ Temperatura

v" Fluxo da fase movel

Cromatografia Gasosa v’ Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
v’ Temperatura

v Velocidade do gas de arraste

Fonte: Brasil, 2003.

3.8 Caracterizacao do estado sélido

Nas ultimas duas décadas tem se observado um aumento no numero de
novos farmacos com baixa solubilidade aquosa e baixa dissolucdo (VAN DEN
MOOTER, 2012). De acordo com o sistema de classificagdo biofarmacéutica, um
composto é pouco solivel, se a dose mais elevada ndo puder ser dissolvida em 250
mL, em pH entre 1 e 7 (AMIDON et al.,1995).

Os solidos farmacéuticos podem existir em diversas formas cristalinas, e no
estado cristalino os farmacos podem ser classificados, como solvatos, hidratos,
anidros e no estado amorfo (CHIENG, RADES e AALTONEN, 2011). Os farmacos
sdo classificados como solvatos quando apresentam na sua rede cristalina
moléculas de solvente, como: etanol, metanol, acetato de etila, entre outros, hidratos
sdo assim denominados por apresentarem moléculas de agua inseridas na estrutura

cristalina, os farmacos anidros sdo formados por arranjos cristalinos contento


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708510007272
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708510007272
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708510007272#aff0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708510007272#aff0010
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708510007272#aff0010
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apenas a molécula do farmaco e o estado amorfo ndo apresenta arranjo cristalino
organizado.

Uma grande preocupacdo da industria farmacéutica e da comunidade
cientifica € o aumento no nimero de farmacos que apresentam polimorfismo, devido
estes possuirem diferentes perfis de solubilidade, estabilidade, propriedades fisico-
quimicas afetando assim os parametros biofarmacéuticos, segundo Stahly (2007)
80-90% dos compostos organicos podem existir em varias formas cristalinas.

O polimorfismo, por alguns anos, foi considerado pela comunidade
farmacéutica um ponto negativo para os farmacos que apresentam diferentes formas
no estado sdlido, no entanto, com o conhecimento das caracteristicas dos
polimorfos, a possibilidade de modificacdo do arranjo cristalino para o melhoramento
da solubilidade passou a ter importancia fundamental no estudo dos farmacos.

No intuito de melhorar a solubilidade, a taxa de dissolucédo e
consequentemente a biodisponibilidade de medicamentos pouco sollveis em agua,
pesquisadores vém modificando a estrutura cristalina na busca de transformar
polimorfos estaveis em farmacos metaestaveis ou amorfos com caracteristicas de
solubilidade e estabilidade adequadas para a fabricacdo de medicamentos.

A Tabela 7 mostra alguns dos mecanismos e operacbes usadas nas
transformacdes de fase no estado sélido.



Tabela 7 - Tipos de transformacdes de fase sélida.
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Transformagdo As formas sdlidas que . ~
Mecanismo Operacgao de tratamento
de fase ocorrem
Solido-Sélido . o
~ ~ . Compressdo, moagem, aquecendo cristalizagéo de
Transformacéo . . transformacdo mediada ) . ~ .
e Cristal A+ Cristal B - . aguecimento acima do ponto de fusédo e posterior
polimorfica por solugdo, via da .
~ resfriamento
fusdo
Solvato —Amorfa ou Cristal, OperacOes de secagem como: secagem em leito
~ desidratagéo severa e . . fluidizado, secagem por pulverizacdo, secagem por
Dessolvatacao ¢ . Solido-Salido g por p ¢ g : P
branda, respectivamente. congelamento; armazenamento em  condi¢des
secas
. Solido-Sélido, mediada . . . ~
- Cristal ouSolvato —Amorfa ~ . Compressdo, moagem, hidratos de desidratacao,
Amorfizacao por solucédo, através de

(desidratacao severa)

transformacao de fusao

secagem por pulverizacao, liofilizacédo

Recristalizac&o Amorfa —Cristal

Sélido-Solido

Calor, umidade ou cristalizagdo induzida por
plastificante; recristalizacao durante o]
armazenamento

Fonte: Adaptado de HEINZ et al., 2009.
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Como visto na Tabela 7, diversas técnicas sao usadas na transformacéao
cristalina dos farmacos, mas para garantir a qualidade da matéria prima produzida é
necessario um profundo conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos IFs,
onde as técnicas térmicas (TG, DSC, DTA) e técnicas nao térmicas (IV-FT, DRX,
MEV entre outras) podem ser utilizadas na caracterizacao de solidos.

Segundo Brittain et al. (1997) para uma completa caracterizacdo do estado
sélido € necessaria a utilizacdo de técnicas que caracterizem os diferentes niveis do
farmaco, entre estes niveis destaca-se: caracterizacdo em nivel molecular
(propriedades associadas com moléculas individuais), em nivel de particulas
(propriedades relativas a particulas solidas individuais) e em nivel de massa

(propriedades associadas com um conjunto de particulas).

3.9 Estabilidade

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais
como temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao préprio produto como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composicéo, processo de fabricacdo, tipo e propriedades
dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005; SILVA et al., 2009).

A estabilidade dos farmacos € um tema de grande preocupacao, pois afeta a
seguranca e eficacia do medicamento. As orientacdes da FDA e do ICH indicam a
necessidade de teste de estabilidade para compreender o comportamento dos
farmacos frente a vérios fatores ambientais. O conhecimento da estabilidade da
molécula ajuda na sele¢cdo adequada da formulacdo e embalagem, bem como
proporciona condicdes sobre armazenamento e vida de prateleira (COLLIER 2010,
BLESSY, 2014).

A estabilidade é uma propriedade importante de um novo produto
farmacéutico, pois os estudos de estabilidade sao rotineiramente realizados pelas
industrias farmacéuticas, a fim de avaliar qualquer tipo de degradacdo quimica e
fisica do produto; onde as amostras individuais sdo tomadas em momentos pré-
determinados e analisadas a fim de verificar a diminuicdo no teor do ativo
farmacéutico, aumento no teor de produtos de degradacdo, e alteragbes de
comportamento de dissolugéo (SOUZA, MACEDO, VERAS, 2002).
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Estudos de compatibilidade e cinética de degradacdo sdo extensivamente
usados para prever a estabilidade dos farmacos isolados ou em mistura, como
mostrado nos trabalhos de Lira et al. (2007); Felix (2009); Mendonca et al. (2014);
Galvéo et al. (2015).

Atualmente para o registro de novos medicamentos a legislacdo brasileira
exige a realizacao de estudos de estabilidade segundo a resolucéo 01 de 29 de julho
de 2005 (Guia para a realizacdo de estudos de estabilidade), no entanto, estes
estudos sdo demorados e dispendiosos. Nesse sentido, as técnicas termoanaliticas
mostram-se uma alternativa Util na previsdo da estabilidade de farmacos e misturas,
pois sdo técnicas que podem gerar resultados rapidos e confiaveis.

No estudo de compatibilidade de formulagbes farmacéuticas o0s
deslocamentos, desaparecimentos ou aparecimentos de novos picos/eventos
térmicos que estavam ausentes nas curvas de compostos puros, sdo sinais de
possiveis interacfes sendo necesséria a realizacdo de analises por outras técnicas
complementares, tais como DRX, RMN, cromatografia liquida acoplado a
espectrometria de massa (LC-MS/MS) e IV-TF (TITA et al.,, 2011; LAVOR et al.,
2014)

Segundo Tita et al. (2011) o estudo de compatibilidade de farmacos e
excipientes representa uma importante etapa no estudo de pré-formulacédo. Onde as
possiveis interacdes fisico-quimicas entre os farmacos e excipientes podem afetar a
natureza fisica, a quimica, a estabilidade e a biodisponibilidade e,
consequentemente, a sua eficicia e seguranca terapéutica.

Felix (2009) estudando a cinética de degradagédo do salbutamol, farmaco e
medicamento, em condicfes isotérmicas e nao-isotérmicas, utilizando modelos
matematicos de Arrhenius e Ozawa, observou uma maior estabilidade do
medicamento salbutamol em comparacdo ao farmaco isolado, utilizando como
referéncia os valores de Ea.

Através da equacado de Arrhenius pode-se calcular os parametros cinéticos,

k(T) = A.e — E—T (5)

A = fator de frequéncia ou fator pré-exponencial
Ea = energia de ativacéo

R = constante geral dos gases (8,31 J.mol*K™)
T = temperatura absoluta (K)
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A realizacdo de estudos cinéticos revela informacg6es sobre o mecanismo de
decomposicédo e estabilidade, podendo ser obtido os valores de energia de ativacéo
(Ea), ordem de reacado (n) e fator pré-exponencial (A) (LEDETI et al., 2015). Além
dos parametros cinéticos ja citados, a equacao de arrhenius também permite prever
0 prazo de validade dos farmacos e o tempo de meia vida das substancias, como

mostrado nos trabalhos de Soares-Sobrinho et al. (2010); Procopio et al. (2011).

3.10 Analise térmica

A andlise térmica durante o desenvolvimento completo de um novo
medicamento € importante na fase inicial de pesquisa quimica, contribuindo para um
melhor conhecimento e gestdo das caracteristicas inerentes aos compostos
(LIZARRAGA, ZABALETA, PALOP, 2007).

As técnicas termoanaliticas medem uma propriedade fisica e/ou quimica em
funcdo da temperatura ou do tempo, enquanto a substéncia é submetida a um
programa controlado de temperatura sob uma atmosfera especifica (GIRON, 1998;
MENDONCA et al., 2014; GALVAO et al., 2015).

Entre as técnicas térmicas a TG, a DSC e a DTA, séo as principais técnicas
termoanaliticas utilizadas no desenvolvimento de formulagbes farmacéuticas,
caracterizacdo térmica, estudos de compatibilidade, identificacdo de polimorfos,
estabilidade térmica (ALVES et al., 2010; LAVOR et al., 2014).

Segundo Macédo et al. (2000) a utilizacdo de técnica limpa, a velocidade e
simplicidade dos métodos de analise térmica contribuem para o crescimento e
importancia da andlise térmica no controle de qualidade dos IFAs, onde a DSC é
uma técnica térmica em que diferengas no fluxo de aquecimento de uma substancia
e a referéncia sdao medidas em funcdo da temperatura da amostra, enquanto as
duas sdo sujeitas a um programa controlado de temperatura (PROCOPIO et al.,
2011).

3.10.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
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A DSC é considerada permite a detec¢cao quantitativa de todos os processos
energeéticos, permite explorar o processo de fusdo, cristalizacdo, evaporacdao,
equilibrios de fase, sublimacao, transformacdes vitreas e polimorficas, desidratacao,
isomerizacao, adsorcdo e degradacdo da substancia (EMAMI et al., 2014). Quando
a amostra sofre uma alteracdo de temperatura, devido a uma reagdo exotérmica ou
endotérmica, a diferenca de fluxo de calor usada para manter a amostra e a
referéncia na mesma temperatura pode ser medida. Essa diferenca pode ser devido
a reacOes quimicas (decomposicdo de combustdo), mudanca de estado (fuséo,
sublimacéo) ou transi¢oes cristalinas (OLIVEIRA et al., 2011a).

Existem varias diferencas entre as técnicas de DSC e DTA. O DTA detecta
diferencas de temperatura, enquanto a DSC detecta alteracbes na entalpia
(diferenca de fluxo de calor). A DTA é uma técnica robusta e mais antiga que o
DSC. Sendo a DSC mais sensivel do que a DTA. Esta usa quantidade de amostra
cerca de quatro vezes maior do que a DSC e tem o microvolts (mV) como unidade,
uma vez que a DSC é expressa em miliwatts (mW), o cadinho de alumina aberto é
usado na DTA, enquanto a DSC utiliza cadinho de aluminio fechado. Com o DTA é
possivel atingir temperaturas acima de 1000 °C enquanto o DSC trabalha com
temperaturas inferiores a 800 °C, pela combinacdo de DTA e técnicas de DSC, os
dados térmicos podem ser melhor interpretados (HAINES et al., 1998; BARROS
LIMA et al., 2015).

A DSC acoplada ao sistema fotovisual € uma técnica que combina medida do
fluxo de calor e monitoramento visual de eventos fisicos e quimicos
simultaneamente durante a andlise através de captura de imagem, permite visualizar
processos de decomposicdo que envolve libertacdo de gas e perda de agua de
cristalizacdo (MACEDO, NASCIMENTO, VERAS, 2002). Macédo e Nascimento
(2002) utilizando este equipamento confirmaram que o farmaco tiabendazol inicia
sua decomposicdo em temperatura inferior a fusdo do composto. DA SILVA et al
(2009) mostrou diferenca nos pontos de fusdo dos diferentes lotes de indinavir
estudados. Esta técnica também foi usada nos trabalhos de Macédo, Nascimento,
Veras (2002); Souza et al. (2002); Lira et al. (2007); Galvao et al. (2015) como uma
técnica fundamental na confirmacdo de incompatibilidade quimica e fisica de

misturas farmacéuticas.
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3.10.2 Termogravimetria (TG)

A TG € uma técnica termoanalitica na qual a variacdo de massa da amostra &
medida em funcdo da temperatura e/ou tempo,a amostra é colocada numa
termobalanca de alta precisédo no interior do forno e continuamente pesada durante
a analise, sua perda de massa é associada com uma reagao térmica € medida entre
os pontos de inflexdo da curva da TG (PLANTE, FERNANDEZ e LEIFELD, 2009).

A TG é a técnica termoanalitica mais utilizada para estudar a degradacao
térmica de polimeros e compostos organicos, normalmente, a cinética de
degradacdo térmica depende ndo apenas da natureza do material, mas também das
condi¢cBes experimentais, tais como: massa da amostra, tipo de cadinho, fluxo e tipo
de gas utilizado. A escolha do gas pode afetar a taxa de degradacao, bem como o
namero dos passos de perda de massa, a temperatura de inicio e no final do
processo, e a massa do residuo (VYAZOVKIN et al., 2014).

Roumeli et al. (2012) estudando a caracterizacdo e decomposicao cinética do
trandolapril em atmosfera de ar e azoto observaram diferencas no comportamento
térmico, onde atmosfera inerte mostrou duas etapas de degradacdo térmica, e o
composto foi totalmente volatilizado ao final da andlise; na atmosfera oxidativa o
composto mostrou trés etapas de degradacdo, e ao final da andlise houve
deposicdo de compostos carbonizados no porta amostra, 0s autores concluiram que
em atmosferas diferentes 0 composto possui mecanismos de degradacéo térmica

diferentes.

3.11 Pirdlise acoplada a CG/EM

Pirdlise analitica € uma técnica de caracterizacdo térmica, na auséncia de
oxigénio, que resulta em reacdes de degradacdo quimica (SILVEIRA, BARBOSA e
PILO-VELOSO, 2008).

Pir-CG em combinacdo com espectrometria de massa (EM) é usada para
obter informacdo estrutural sobre as macromoléculas atravées da andlise dos
produtos de degradacgédo térmica (FIES et al., 2013), no entanto Zhang et al. (2015)
adverte que técnicas que lidam com analise em tempo real capaz de obter
informacbes sobre degradacbes a temperaturas diferentes dificiimente podem

distinguir os compostos complexos e estruturas geradas a uma temperatura elevada.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0040603112001645
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A CG/EM é normalmente empregada na andlise de compostos volateis até
450 °C, porém para o estudo de substancias com temperaturas de volatilizacdo
superiores ou para o estudo de produtos de degradacdo térmica é necessario a
utilizacdo de microfornos acoplados ao CG/EM, esses microfornos podem atingir
temperaturas superiores a 1000 °C, com aquecimento na forma de gradiente ou
temperatura fixa, como mostrado na figura 4-a, no pirolisador de microforno a
amostra € injetada em uma temperatura previamente programada (fixa), onde a
temperatura induz a fragmentacéo e/ou volatilizagdo dos compostos, a quantidade
de amostra deve ser extremamente pequena (<0,1 mg) (SILVEIRA, BARBOSA,
PILO-VELOSO, 2008), esses volateis, sao arrastados diretamente por um gas inerte
(geralmente N, ou He), em seguida os compostos sao separados e identificados no
cromatografo gasoso e espectrometro de massas, respectivamente, como mostrado
na figura 4-b

Figura 4 - Sistema de Pir-CG/EM usando pirolisador de microforno equipado com
cromatdgrafo a gas e espectrébmetro de massas com quadrupolo.
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Fonte: Adaptado de SILVEIRA, BARBOSA e PILO-VELOSO, 2008.
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Na area farmacéutica a técnica de Pir-CG/EM é frequentemente utilizada
como uma técnica complementar aos dados de TG e DSC para o entendimento dos
processos de degradacao térmica, esta técnica pode ser usada também no controle
de qualidade, como por exemplo, na identificacdo de impurezas resultantes da
sintese como observado por Moura et al. (2009).

Moura et al. (2009) estudando o comportamento do fluconazol por técnicas
térmicas (TG, DSC e Pir-CG/EM) observou que este farmaco volatiliza sem
degradacédo em 250 °C, mas em temperaturas superiores (500 e 750 °C) o farmaco
fragmenta-se em diversos compostos quimicos, resultado que foi também
confirmado por DSC-fotovisual.

Boer et al. (2013) estudando o comportamento do tacrolimus, um farmaco de
alto peso molecular, por técnicas térmicas (TG, DSC e Pir-CG/EM) correlacionou as
quebras da molécula com as perdas de massa na TG, podendo ter uma previsao
das partes da molécula que se degrada com maior facilidade, concluindo assim que
apesar da técnica Pir-GC/EM promover um processo de fragmentacdo drastica, o
gue € inerente a técnica, foi possivel identificar os principais ions de fragmentacéo
do tacrolimus.

Procépio et al. (2011) estudando o comportamento de degradacdo da
sinvastatina por Pir-CG/EM identificou e quantificou em percentual de massa o0s
fragmentos de degradacdo do farmaco, corroborando com os dados obtidos por

técnicas termoanaliticas (TG, DSC, DSC-fotovisual).

3.12 Difracdo de Raio-X (DRX)

Como ja citado acima, o numero de farmacos que apresentam diferentes
formas sélidas aumentou consideravelmente nas ultimas décadas e atualmente é
alvo de intensa investigacdo por parte da comunidade farmacéutica, onde a DRX
apresenta-se como uma das principais técnicas utilizadas na caracterizacdo de
novos farmacos (KIANG et al., 2015).

Para Palermo, Anderson e Drennen Il (2012) a combinagédo de DRX e analise
térmica continua a ser o padrdo-ouro para estabelecer se um material € amorfo ou
cristalino. Em DRX de p6, os materiais amorfos ou com baixa cristalinidade resultam

num difratograma com halo amorfo; Por outro lado, a estrutura de repeticdo de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S073170851200060X#bib0090
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S073170851200060X#bib0090
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amostras cristalinas ira difratar raios-X produzindo picos relativamente agudos que
ocorrem em angulos de recolha muito especifico, estas informacbes devem estar
acompanhadas de um evento de transicdo vitrea (f;) e a auséncia de fusédo
endotérmica no primeiro caso, e pelo menos um pico endotérmico correspondendo a
fusdo no segundo caso.

Garekani et al. (2001) estudando a recristalizacdo do ibuprofeno a partir de
diferentes solventes organicos (metanol, etanol, isopropanol e hexano) obteve o
mesmo polimorfo (mesma estrutura cristalina) com habitos cristalinos diferentes. As
amostras cristalizadas a partir de metanol e etanol formaram habito cristalino
poliédrico, com hexano foi do tipo agulha e com o isopropanol foram cristais
alongados. A modificacdo do habito cristalino teve grande influéncia sobre as
propriedades mecanicas (compressibilidade, taxa de fluxo, e densidade a granel)
dos cristais. As amostras obtidas a partir de metanol e etanol apresentaram maior
densidade e melhor taxa de fluxo, enquanto com hexano apresentou a menor
densidade e a pior taxa de vazdo. Assim encontrar NEQs com morfologias
alongadas durante a descoberta e o desenvolvimento torna se mais comum a cada
dia (HO et al., 2012), entre estes, os cristais em forma de agulha sdo conhecidos por
serem mais dificeis de processar (GAREKANI et al., 2001; WITZLEB et al., 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garekani%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11699831
http://link.springer.com/article/10.1007/s11095-012-0842-1/fulltext.html#CR19
http://link.springer.com/article/10.1007/s11095-012-0842-1/fulltext.html#CR19
http://link.springer.com/article/10.1007/s11095-012-0842-1/fulltext.html#CR19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garekani%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11699831
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

O 3-(2,6-difldor-benzil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/GQ-238) foi fornecido pelo Laboratério de Planejamento de Sintese de
Farmacos (LPSF/UFPE), sobre a coordenacado da Profd. Dr2. Maria do Carmo Alves

de Lima.

4.2 Sintese do LPSF/GQ-238

A sintese do LPSF/GQ-238 foi realizada no Laboratério de Planejamento de
Sintese de Farmacos (LPSF/UFPE) sobre a coordenacdo da Profd. Drd. Maria do
Carmo Alves de Lima. O LPSF/GQ-238 foi inicialmente sintetizado e descrito por
Oliveira (2013); Oliveira et al. (2015).

Esta sintese foi realizada em trés etapas como descrita a seguir e ilustrada na

figura 5.

4.2.1 Sintese da tiazolidina-2,4-diona

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade de 250 mL foram
adicionados 40,00 g (0,52548 mol) de Tioureia (MM 76,12 g.mol™) e 49,65 g
(0,52545 mol) de &cido monocloroacetico (MM 94,49 g.mol?) previamente
solubilizado em agua a quente (200 mL) e deixado sob agitacdo e refluxo por 40
horas a temperatura de 80 °C. Ao final da reacdo, o produto foi deixado a
temperatura ambiente para a formacéo dos cristais (precipitacdo), em seguida a

amostra foi secada a temperatura ambiente.

4.2.2 Sintese do derivado 3-(2,6-diflGor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-175)

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade de 250 mL foram
adicionados 15 g (0,12820 mol) de tiazolidina-2,4-diona (117 g.mol™?) e 5,1282 g
(0,12820 mol) de hidroxido de sédio (40 g.mol™) previamente solubilizado numa

mistura etanol/agua 6:4 (60 mL) e deixado sob agitacdo por 15 minutos a



54

temperatura ambiente. Ao sal de sodio de tiazolidina-2,4-diona formado, adicionou-
se, aos poucos, quantidade equimolar do 2,6-difluorobenzil-cloreto (MM 162,56
g.mol™). A reacdo foi mantida em refluxo por 42 horas a temperatura entre 60-70 °C.
Ao final da reacéo, o produto esperado precipitou-se naturalmente com a retirada do
calor, foi filtrado e seco a temperatura ambiente. Para atestar a pureza do composto
foram realizadas analises por cromatografia em camada delgada e calorimetria

diferencial de varredura (DSC).

Figura 5 - Rota sintética do LPSF/GQ-238.
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4.2.3 Sintese do derivado 3-(2,6-difldor-benzil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-238)

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade de 250 mL foram
adicionados 4,8669 g (0,02172 mol) do 5-bromo indol 3-carboxaldeido (224,05 g.mol
1Y e 5,2833 g (0,02172 mol) do LPSF/GQ-175 (243,22 g.mol™) na presenca de 3 mL
de etilamonilformato como catalisador e 100 mL de etanol absoluto como solvente. A
mistura reacional foi mantida em refluxo por aproximadamente 40 minutos sobre
agitacdo a 50 °C. O produto foi entéo filtrado e purificado com sucessivas lavagens

em etanol absoluto e seco a temperatura ambiente.
4.3 Identificacdo quimica
4.3.1 Espectrofotometria de absorcéo na regiao do infravermelho (1V)

O espectro de infravermelho foi obtido utilizando um IV-FT (Shimadzu®,
IRPrestige-21). As amostras analisadas foram obtidas por sedimentagdo com
brometo de potassio, sendo o resultado obtido da média de 32 varreduras, de 4000
a 600 cm™ na resolucdo de 4 cm™.

4.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram registrados em espectrometro (VARIAN®,
VNMRS-400) operado a 400 MHz para hidrogénio (RMN 'H) e 100 MHz para
carbono-13 (RMN *C), como referéncia para a calibracdo do espectro de RMN
utilizou-se o tetrametilsilano (TMS) e aproximadamente 25 mg do LPSF/GQ-238
foram solubilizados em DMSOgs, as constantes de acoplamento (J) em Hz. As
multiplicidades das RMN *H foram indicadas segundo a conversdo: s (singleto), sl
(singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), tl (tripleto largo), q
(quadrupleto) e m (multipleto).
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4.4 Teste de solubilidade segundo a Farmacopéia Brasileira 5° edigdo

Para os testes de solubilidade foram utilizados uma parte do LPSF/GQ-238 e
adicionado os solventes em partes iguais ao composto, a fim de perfazer todas as
guantidades parte (soluto) / parte (solvente) do teste. Os solventes foram escolhidos
de acordo com seu grau de polaridade. Para o teste foram utilizados agua destilada,
etanol P.A 99,5% (Neon), metanol P.A (QEEL), acetonitrila P.A (Vetec), acetato de
etila P.A (Tedia), éter etilico P.A (Vetec), hexano P.A (Cinética), HCI 0,1M pH 1,
tampéo fosfato de potassio 0,1M pH 6,8 e NaOH 0,1M pH 12. Todos os testes
foram realizados em triplicata a temperatura de 25 °C.

4.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a validacdo do método analitico foi utilizado um CLAE (Shimadzu®, Série
Prominence) equipado com um sistema de bomba multissolvente (LC-20AT),
sistema de injecdo automatico (SIL-20A), um sistema de degaseificacdo (DGU-
20As5), um forno para coluna (CTO-20A) e um detector UV-VIS com arranjo de
diodos (SPD-M20A). A coluna utilizada foi uma Shim-pack CLC-C8 (250 mm x 4,6
mm ID, com particulas de 5 um e 100A de didmetro do poro). A temperatura do forno
foi mantida a 40 °C e a fase movel consistiu da mistura acetonitrila:agua (60:40). O
volume de injecdo foi fixado em 20 pL, a velocidade de fluxo da fase moével foi
mantida constante a 1,0 mL.min™. e a deteccéo efetuada por espectrofotometria no
ultravioleta em nimero de onda de 379nm. O software LC Solution® (Shimadzu®,

Japao) foi usado para controlar o equipamento na aquisicdo e andlise dos dados.

4.5.1 Preparacdo das amostras

As amostras foram pesadas analiticamente, diluidas em baldo volumétrico
com acetonitrila e sonicadas por 8 min. Retirou-se da amostra uma aliquota
volumétrica que foi diluida em acetonitrila obtendo-se a concentragéao final de 10
ug.mL?. Em seguida, as amostras foram filtradas em membranas filtrantes de
porosidade de 0,45 um PTFE.
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4.5.2 Validacdo do método analitico

O método foi validado seguindo parametros da RE 899, de 29 de maio de
2003, a conformidade dos dados obtidos também foi avaliada segundo a mesma
resolucdo (BRASIL, 2003). A analise estatistica dos resultados obtidos, segundo
Andlise de Variancia (ANOVA) e teste t Student.

O parametro seletividade/especificidade foi verificado através da analise
comparativa entre a amostra, analise do padrdao e analise do branco onde foi
utilizado o solvente (acetonitrila) como branco.

A variacdo média do estudo foi realizada no intervalo de 10 a 190%. Foi
preparada uma solucdo estoque de LPSF/GQ-238 em acetonitrila com 8 min de
agitacdo por ultrasson na concentracdo de 200 pg.mL™. Posteriores diluicdes
volumétricas foram realizadas utilizando o solvente acetonitrila para andlise de trés
curvas auténticas nas concentracdes de 1,0; 4,0; 7,0; 10,0; 13,0; 16,0; e 19,0 pg.mL"
!, Os resultados foram tratados estatisticamente por célculo de regressao linear pelo
método dos minimos quadrados. O critério minimo aceitdvel do coeficiente de
correlacao (r) é de 0,99.

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

A precisado foi avaliada em dois niveis: repetibilidade (preciséo intracorrida),
precisdo intermediaria (precisdo intercorridas). Na repetibilidade, o método foi
verificado por 6 determinacfes auténticas a 100% da concentracdo do teste (10,0
ug.mL™?), analisadas em um pequeno intervalo de tempo. Na precisdo intermediaria
foram realizadas analises em dois dias diferentes com dois analistas diferentes.

A exatiddo do método foi determinada apds o estabelecimento da linearidade
e do intervalo, sendo verificada a partir de amostras obtidas em triplicata para cada
concentracdo perfazendo trés niveis: baixo, médio e alto com concentrac¢des de 2,0;
10,0 e 18,0 ug.mL™, respectivamente.

No parametro robustez foi analisada a possivel influéncia de pequenas
variagbes ocasionadas pela temperatura do forno (38 e 42 °C), pelo fluxo (0,9 e 1,1

mL.min™") e forca de eluicdo da fase mdvel acetonitrila:agua (58:42% e 62:38%),
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para cada condicao foram realizadas 3 andlises da amostra e 3 andlises do padrao

na mesma concentracao.
4.6 Analise térmica
4.6.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As curvas calorimétricas foram obtidas em um calorimetro diferencial de
varredura (Shimadzu®, modelo DSC-50) usando um cadinho hermeticamente
fechado de aluminio. O equipamento foi calibrado utilizando indio (156,6 + 0,3 °C) e
zinco (419,5 £ 1 °C) como padréo. O sinal de fluxo de calor foi calibrado pelo calor
de fusdo do indio (28,59 * 0,3 J.g}). Os experimentos foram conduzidos com
elevacdo da temperatura no intervalo de 25-450 °C nas razfes de aquecimento de 2,
5, 10, 20 e 40 °C.min, em fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™*. A massa da amostra
foi de 2,0 + 0,1 mg. Os dados DSC foram analisados usando o Software Tasys da
Shimadzu®.

A pureza do LPSF/GQ-238 foi calculada através da aplicacdo da equacéo de

Van't Hoff (ARAUJO et al., 2010).

X1.RTo2 1
Ts= To — AHS E
Onde:
s = temperatura da amostra
To = ponto de fusédo tedrico do composto puro (K)
X1 = fragdo molar da impureza
R = constante dos gases (8,314 J mol™*K™)
AH; = calor de fusdo do composto principal puro (J mol™)

F = fracdo da amostra que fundiu em Tg

(6)

4.6.2 DSC acoplado ao sistema fotovisual (DSC-fotovisual)

Os dados DSC-fotovisual foram obtidos em um calorimetro diferencial de
varredura (Shimadzu®, modelo DSC-50) acoplado a um sistema fotovisual, equipado
com um microscépio (Olympus®, modelo SZ-CTV60) e uma camera (Sony®, modelo
VCC-520). As amostras foram colocadas em um cadinho aberto de aluminio e
aguecidas no intervalo de temperatura de 25-400 °C com taxa de aquecimento de 2,

5 e 10 °C.min™ nas mesmas condicdes de fluxo de nitrogénio da DSC convencional.
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As fotos foram capturadas com o Software (Asymetrix DVP 4.0) em tempo real para

observar as transicoes de fase nas amostras.

4.6.3 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dindmicas foram obtidas em uma termobalanca
(Shimadzu®, modelo TGA-50) utilizando cadinho de alumina. O aparelho foi
calibrado com oxalato de calcio monoidratado. Os experimentos foram conduzidos
no intervalo de temperatura de 25-900 °C nas razdes de aquecimento de 10, 20 e 40
°C.min?. No estudo dindmico serdo avaliadas duas atmosferas diferentes, uma
inerte utilizando nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™ e outra oxidativa utilizando ar
sintético e nitrogénio com fluxo de 20 e 50 mL.min, respectivamente. A massa da
amostra foi de 2,0 £ 0,1 mg.

As curvas TG isotérmicas foram obtidas no mesmo equipamento sob as mesmas
condicbes de atmosfera oxidativa e de massa das curvas TG dinamicas. As
temperaturas utilizadas para os estudos isotérmicos foram escolhidas de acordo
com o inicio da degradacdo da NEQ nas curvas TG dinamicas para a maior
temperatura e as demais temperaturas foram intervaladas a cada 10 °C (255, 265,
275, 285 e 295 °C). Os dados da TG dinamica foram analisados usando o Software

Tasys da Shimadzu®.

4.7 Pirolise acoplada a CG/EM

Para estudos de pirdlise foi utilizado um pirolisador acoplado a um sistema de
cromatografia gasosa (Shimadzu®, GCMS-QP5050A), diretamente ligado a um
espectrobmetro de massas com detector de ionizacdo eletronica. A ionizagdo dos
componentes foi realizada por impacto eletrénico com energia de ionizacédo de 70
eV. O espectrometro foi operado no modo SCAN, varrendo uma faixa de massa m/z
50-450. A temperatura da fonte de ions foi de 280 °C. Foi utilizada uma coluna
capilar com fase estacionéaria fenil:dimetilpolissiloxano (5:95), com 30 metros de
comprimento, 0,25 mm de didametro interno e 0,25 um de tamanho de particula. O
programa de temperatura constou de dois segmentos: no primeiro a coluna foi

aguecida a partir da temperatura inicial (70 °C) com uma taxa de aguecimento de 10
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°C.min"! até a temperatura final de 280 °C, e, no segundo foi mantida na temperatura
isotérmica de 280 °C por 5 min. Hélio foi usado como gas de arraste com fluxo de
1,5 mL.min™ e razdo de split de 1:10. A amostra correspondente a um cristal de
LPSF/GQ-238, tiazolidina-2,4-diona (TZD), LPSF/GQ-175, 5-bromo indol 3-
carboxaldeido, foram colocadas em cadinho de platina e introduzidas no pirolisador
nas temperaturas de 450 e 650 °C, separadamente para cada experimento.

4.8 Difracéo de Raio-X (DRX)

Os difratogramas do LPSF/GQ-238 foram realizados usando Difratdmetro de
Raio-X (BRUKER®, D2 PHASER) através de radiacdo de Cu-Ka, empregando o
método do po, avaliado na faixa de 0° < 28 < 40°, e velocidade de analise de 1
passo a cada 3 segundos o aparelho operou a 30 kV-10 mA com incremento de
0,02.

4.9 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A avaliacdo da morfologia dos cristais de LPSF/GQ-238 foi realizada por
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) utilizando um microscépio (ZEISS®, LEO
1430), apods serem fixadas em fita de dupla face de carbono e metalizadas com ouro
por 1,5 min (Metalizador EMITECH®, k550x). As eletromicrografias foram obtidas em

uma camara com tensao de excitacdo de 15 KV.

4.10 Estudo de compatibilidade

O estudo de compatibilidade foi realizado utilizando PEG 6000, PVP-K30 e
SOLUPLUS® como excipientes, a mistura do LPSF/GQ-238 foi realizada na
proporcao 1:1 massa/massa, a NEQ mais o excipiente foram misturados utilizando
gral e pistilo, apos o termino da mistura, o material foi tamisado utilizando tamis de
450 nm. A figura 6 mostra o fluxograma com as etapas do estudo e a tomada de

decisao.
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Figura 6 - Fluxograma estudo de compatibilidade térmica

MF LPSF/GQ-238:
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Para o estudo de compatibilidade utilizou-se a metodologia descrita nos itens
4.2.1 para as analises de IV-FT, as curvas de DSC, DSC-fotovisual e TG foram
utilizados as metodologias descritas nos itens 4.5.1 e 4.5.2, 4.5.3 respectivamente,
onde foram utilizados 2,0 £ 0,1mg da mistura fisica, razdo de aquecimento de 10
°C.min" e atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™, para as trés técnicas

termoanaliticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo quimica do LPSF/GQ-238

As técnicas espectroscopicas sdo largamente utilizadas para a identificacéo e
elucidacado estrutural de compostos organicos (FERMINO et al., 2015), a
espectroscopia de absorcdo na regidao do infravermelho (IV) e a ressonancia
magnética nuclear (RMN) destacam-se por ser técnicas, rapidas, faceis e confiaveis.

Oliveira et al. (2015) descreveu a sintese e a elucidacdo da estrutura quimica,
do LPSF/GQ-238, em seus trabalhos com derivados inddlico-tiazolidinico. A tabela 8
mostra os valores de nimero de onda (cm™) obtidos neste trabalho. Esses
resultados sdo importantes tanto na elucidacdo da estrutura quimica quanto para
comprovar a reprodutibilidade e seletividade da rota sintética na producdo do
LPSF/GQ-238.

Tabela 8 - Valores obtidos de niUmero de onda utilizando IV-TF do LPSF/GQ-238

Grupos quimicos PLSF/GQ-238 (lote 01) | PLSF/GQ-238*
N-H 3300 (cm™) 3297 (cm™)

C=0 1670 e 1728 (cm™) 1669 e 1728 (cm™)
c=C 1599 (cm™) 1598 (cm™)

Fonte: *Adaptado de Oliveira et al., 2015.

O espectro na regido do IV do LPSF/GQ-238 (Figura 7) apresenta bandas de
estiramento tipicas de amina secundaria (N-H) com nimero de onda de 3300 cm™,
bandas referentes ao estiramento do (C=0) que absorvem nos nimeros de onda de
1728 e 1670 cm™, banda de estiramento do grupo vinilico C=C em 1598 cm™, A
presenca dos haletos de arila é confirmada pelas absorcdes em 1224 e 1018 cm™

referentes ao fluoreto e brometo de arila, respectivamente.
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Figura 7 - Espectro infravermelho do LPSF/GQ-238 obtidos por sedimentacdo em
KBr.
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As atribuicdes dos deslocamentos quimicos de 'H e 3C, feitas para o
composto obtido, basearam-se nos dados obtidos em dois experimentos de RMN,
tais como: RMN 'H e **C (APT), o resultado foi comparado ao obtido por Oliveira et
al. (2015).

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg)11,92 (s, 1H, N-H), 8,17 (d, 2H, indol, J=11,6
Hz), 7,80 (s, 1H, =C-), 7,45 (d, 1H, indol, J=8,4 Hz), 7,4 (t, 1H, benzil, J=8 Hz), 7,35
(d, 1H, indol, J=8 Hz), 7,08 (t, 2H, Ar, J=8 Hz); 4,9 (s, 2H, CH2), Rmn**C: (100 MHz,

DMSO-de):  166,21(1C,); 164,6(1Cy); 162,19(1Cg); 159,72(1C); 134,95(1Cy);
130,56(1Cy); 130,08(1Cy); 128,61(2C,); 125,76(1C); 121,13(1Cy); 114,35(1Cy);
113,96(1Cy); 113,86(1Cy); 111,70(1Cy); 111,45(1Cy); 110,90(1Cy); 110,07(1Cy);

33,48(1Cy)

Os resultados mostraram pequenos deslocamentos nos valores de absorgcao
no espectro, mas os valores estao dentro da faixa do deslocamento, concluindo que
0 LPSF/GQ-238 apresenta a mesma estrutura do composto sintetizado por Oliveira
et al. (2015).
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5.2 Estudo de solubilidade segundo a Farmacopéia Brasileira

O estudo de solubilidade segundo a farmacopéia prevé a solubilidade do
farmaco nos diferentes solventes analisados, de modo a auxiliar na tomada de
decisdes e orienta na escolha das diferentes técnicas e processos que poderdo ser
utilizados no desenvolvimento e caracterizagdo, considerando suas limitagdes. O
LPSF/GQ-238 mostrou-se insolivel em hexano, agua e meios aquosos com
diferente faixas de pH (Tabela 9), pouco solavel em acetonitrila e acetato de etila,
devido a NEQ apresentar melhor solubilidade em acetonitrila em relagdo a outros
solventes comumente utilizados em CLAE (agua, solucdo tampao, metanol, etanol)
esse solvente foi escolhido como diluente do LPSF/GQ-238 na validacdo do método

analitico.

Tabela 9 - Classificagcdo da solubilidade do LPSF/GQ-238 segundo a FB em
diferentes solventes

Solvente Volume de solubilizagéao Classificacao*

Agua destilada Mais de 10.000 partes Insolavel

Etanol De 1.000 a 10.000 partes

De 1.000 a 10.000 partes
De 100 a 1.000 partes

De 100 a 1.000 partes

Muito pouco soluvel
Metanol Muito pouco soluvel
Acetonitrila Pouco solavel

Acetato de etila Pouco soluvel

Eter etilico De 1.000 a 10.000 partes Muito pouco soluvel
Hexano Mais de 10.000 partes Insolavel

HCI 0,1M (pH 1) Mais de 10.000 partes Insoltvel
Tampao fosfato de potassio Mais de 10.000 partes Insoltvel
0,1M (pH 6,8)

NaOH 0,1M (pH 12) Mais de 10.000 partes Insolavel

Legenda: *segundo a Tabela 2

5.3 Validac&o de método analitico

A validacdo de método analitico tem papel fundamental no controle de

qualidade de produtos farmacéuticos, pois tem a funcédo de garantir que o método

utilizado para a analise quali e/ou quantitativa seja especifico, seletivo, possua boa
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precisdo e exatiddo nas quantificacbes e seja um método robusto, estas
caracteristicas dependem da fungcdo a que se destina. A validacdo segundo a RE:
899/2003 é realizada, principalmente, para produtos que nao possui métodos

analiticos descritos em compéndios oficiais, como é o caso do LPSF/GQ-238.

5.3.1 Especificidade e seletividade

A especificidade do método consistiu da analise buscando avaliar possiveis
interferentes presentes na solugdo amostra e na solucao diluente. Nao foi observado
nenhum pico interferente na solugéo diluente (branco) com o pico do LPSF/GQ-238,
guando se comparou 0s cromatogramas obtidos das solucdes padrdao e amostra
(Figura 8), € possivel observar sobreposicdo de picos com intensidade semelhantes
em aproximadamente 11,90 min e um pequeno pico de impureza em 13,70 min nas

solugcbes amostra e padrédo. A especificidade foi comprovada por andlises de pureza
de pico realizadas em Detector com arranjo de diodo (DAD).

Figura 8 - Cromatogramas do branco, solucdo padréo e

solucdo amostra a 10
pg.mL™t a 379 nm.
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Ha pureza de pico das solu¢cbes amostra e padréo através do DAD n&o foram

observados sinais de impurezas co-eluidas junto a NEQ com valor de pico de pureza
igual a 1,00.

5.3.2 Linearidade

Segundo a resolucao supracitada a linearidade deve ser capaz de estabelecer

uma relacéo diretamente proporcional entre sinal analitico versus concentracéo.
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As curvas de calibragéo foram construidas utilizando sete pontos, com niveis

de concentracao de 10, 40, 70, 100, 130, 160 e 190%. Tomou-se a concentracao de

10 pyg.mL™ do LPSF/GQ-238 como a concentragdo correspondente a 100% da curva

de linearidade.

Este procedimento foi realizado em triplicata para cada um dos sete niveis

analisados. As curvas obtidas demonstraram que o0s resultados obtidos sé&o

diretamente proporcionais a concentracdo do marcador na amostra, como mostrado

na tabela 10 e figura 11.

Tabela 10 - Areas relativas as curvas de calibragdo obtidas no estudo de linearidade.

Concentracdo Curvas 1 .
- Curva Média™ | CV% | valor p

pg.mL % 1 2 3

1 10 64309 64273 64632 64404,70 0,31

4 40 264487 264786 264977 264750,00 0,09

7 70 | 472835 473518 473635 473329,33 0,09

10 100 | 686453 687484 687094 687010,33 0,08 1,00

13 130 | 917871 917521 918855 918082,33 0,08

16 160 | 1096552 1096658 1098103 | 1097104,33 | 0,08

19 190 | 1288892 1287726 1289686 | 1288768,00 | 0,08

Legenda: ‘Média das trés curvas da linearidade; * Diferenca estatisticamente significativa para valor

p< 0,05.
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Figura 9 - Cromatograma das diferentes concentracdes do LPSF/GQ-238
no estudo de linearidade.

— 1 pymmL"’
90000 o 4ﬁm_mr‘
7 pmmL’
— 10 pmmL"
65000 — 13 ymm”
16 pum.mL”

— 19 ymmL”’
40000

Intensidade /mW

R I vl

-10000 T T T T T
0 5 10 15 12 13

Tempo /min Tempo /min

Legenda: Cromatogramas das diferentes concentra¢ces do LPSF/GQ-238, a - na faixa de 1 -18 min,
b — na faixa de 11 a 14 min.

A figura 12 mostra a curva da média da linearidade, onde a equacédo de
regressao linear da curva foi y = 68840x — 3620 com coeficiente de correlacéo (R?)

da linearidade igual a 0,999 e estd dentro do critério preconizado na resolugéo
supracitada (R* = 0,99).
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Figura 10 - Linearidade obtida com faixa determinada de 10-190% para curva de
calibracdo (Curva média).
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O grafico de residuo (Figura 13) mostra uma distribuicdo normal dos valores.
Conclui-se que 99,91% da variacdo de area pode ser explicada pelo modelo de
regressao e existe correlagao positiva significativa, valor de F critico (4,38) foi menor
que o F calculado (21797,56), significando que quando a concentracdo aumenta a

area tende a aumentar, como mostrado na figura 14.

Figura 11 - Gréfico de residuo.
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Figura 12 - Gréfico de avaliacdo da significancia estatistica da linearidade
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99.91% da variacio em Area pode ser explicado pelo modelo de regressao.

A andlise estatistica dos dados das trés curvas através da ANOVA fator unico
nao mostrou diferenca estatistica significativa entre elas considerando os valores de
F critico (3,55) s&do maiores que os valores de F calculado (6,77 x 10®) e nivel de

significancia de 95%.

5.3.3 Limite de Quantificacdo e Limite de Deteccao

O limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob condicbes
experimentais estabelecidas. Ja o limite de deteccdo € a menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém nao
necessariamente quantificado.

A partir dos valores da curva de calibracdo os limites de quantificacdo e
deteccdo foram calculados e obteve-se valores de 1,86 e 0,56 pg.mL?,

respectivamente.
5.3.4 Intervalo

O intervalo é a faixa de trabalho onde a amostra apresenta boa precisédo e

exatiddo, neste trabalho o intervalo foi definido entre 2 a 18 pg.mL™.
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5.3.5 Precisao

5.3.5.1 Repetibilidade (Precisao intra-corrida)

7

Repetilibidade é a concordéancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao.

Para avaliar a preciséo intra-corrida foram feitas 6 corridas na concentracao
de 10 pg.mL™ (100%), considerando um desvio padréo relativo de no maximo 5%.

Os resultados encontram-se na tabela 11.

5.3.5.2 Precisdo Intermediaria (Precisdo inter-corridas)

7z

Precisdo intermediaria € a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes.

Foram realizadas 12 injecBes na concentracdo de 10 pug.mL™, analisando o
pico cromatogréafico do LPSF/GQ-238. A precisdo intermediaria foi realizada em dias
e por analistas diferentes. Onde a concentracdo da solucdo amostra em dias
diferentes mostrou-se superior a 9,9 ug.mL™ (Tabela 11) confirmando boa precisdo
do método analitico. Segundo analise estatistica ANOVA ndo houve variacao
significante entre os dados considerando um nivel de confianca de 95%, valor p

igual a 0,67.

Tabela 11 - Repetibilidade e precisdo intermediéria.

Dia "Repetibilidade “Precisdo intermediaria
Area  pg.mLY =%  CV% %0  CV% _ *Valor-p
1 682763,50 9,97 99,71 2,19
99,06 1,62 0,67
2 681842,67 9,93 99,28 0,99

Legenda: "Valores estatisticamente significativos para valor-p < 0,05 (n = 12). ** Valores percentuais
calculados em relacdo a concentracdo teérica de 10 pg.mL™. *Valores médios obtidos a
partir de n = 6 em cada dia. ®Valor médio obtido a partir de n = 12.
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5.3.6 Exatidao

Exatiddo € a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em
relacdo ao valor verdadeiro.

A exatiddo do método analitico foi avaliada através da analise em trés
concentracdes: baixa, média e alta, referentes aos valores de 20, 100 e 180% a
concentracdo obtida na precisdo. As amostras foram preparadas em triplicata e os
resultados obtidos sdo mostrados na tabela 12, onde é possivel visualizar que o
método tem exatiddo, com erro padrao relativo entre 0,84 e 2,88, e que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na recuperacado entre os diferentes niveis

(valor p = 0,06), como nivel de confianca de 95%.

Tabela 12 - Exatiddo em trés diferentes niveis.
Concentracéo tedrica 'Concentracéo experimental

g mLT % Area g mL T vy, CV% EPR *Valor-p
2 20 133792,7 1,94 97,12 0,46 2,88
10 100  682997,3 9,92 99,16 1,30 0,84 0,06
18 180 1227639 17,82 99,02 0,74 0,98

Legenda: Valores estatisticamente significativos para valor-p < 0,05 (n = 9). **Valores
percentuais calculados em relagédo a concentracao tedrica. !Valores médios obtidos a
partirden=3

5.3.7 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal.

Os parametros monitorados foram temperatura, fluxo da fase movel e
proporcdo da fase movel. Investigaram-se variagfes no teor do LPSF/GQ-238 em
funcdo da area do pico cromatografico. As avaliacdes foram realizadas em uma
sequéncia de trés corridas nas condi¢cdes cromatograficas estabelecidas no método
e levou-se em consideracdo na analise estatistica do parametro robustez, mostrado
na tabela 13.

Para determinar a concentracdo percentual da NEQ presente na amostra,

tomou-se como concentracao tedrica o valor de 10 pg.mL™.
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Tabela 13 - Dados para avaliacdo da robustez considerando proporcédo da fase
movel, fluxo da fase movel e temperatura de acondicionamento da coluna
cromatografica

'Concentragéo "
Condicéo Tempo IC 95% CV% *Valorp
pg.mLt %
_ TempoOh 11,90 9,92 99,16 (95.9;102.4) 1,30
Injecao
Tempo 24 h 11,86 9,80 97,99 (95,9;100.1) 0,88
, 0,9mLmin® 13,14 9,79 97,93  (95.9:99.9) 0,82
uxo
1,1mLmin® 10,82 9,74 97,41 (94.4100.5) 1,26 066
38 °C 12.22 9,91 99,14 (95.1;103.2) 1,63 1
Temperatura
42 °C 11.60 9,79 97,95 (97.8;98.1) 0,08
Fase Mével 58:42 1504 9,79 97,87 (97.6:98.1) 0,10
(ACN:Agua) 62:38 10,24 9,72 97,21  (94.6,99.8) 1,07

Legenda: Valores estatisticamente significativos para valor-p < 0,05 (n = 3).**Intervalo de Confianca
95%,"Valores de concentracdo percentuais calculados em relacdo a concentracdo do
padrdo nas mesmas condicdes da amostra. Valores médios obtidos a partir de n = 3,
’Paramentros fase movel (ACN:agua 60:40), temperatura do forno 40 °C, e fluxo da fase

mével 1,0 mL.min™.

A Estabilidade foi realizada analisando-se inje¢cdes nos tempos zero e 24
horas de preparo. Os dados de estabilidade mostram que até 24 horas a amostra
apresentou estabilidade mantendo-se a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e
que a variacdo obtida se mostrou satisfatoria.

Segundo a andlise estatistica ANOVA ndo houve variacdo significante entre

os dados considerando a um nivel de significancia de 95%.
5.4 Estudos térmicos

5.4.1 DSC e DSC-fotovisual

A analise da curva de DSC do LPSF/GQ-238 na razdo de aquecimento de
10 °C.min™* mostrou um pico endotérmico na faixa de 272,48 + 0,28 °C com entalpia
de 78,31 + 4,31 J.g™%, referente & fusdo do composto.

A andlise das curvas DSC do LPSF/GQ-238, nas razfes de aguecimento 2,
5, 10, 20 e 40 °C.min™ foi possivel observar um Gnico processo endotérmico no

intervalo 25-300 °C, correspondentes ao processo de fusdo da molécula, os quais
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apresentaram alargamento com o aumento da razdo de aquecimento devido ao

relaxamento térmico como mostrada na figura 15 e tabela 14.

Figura 13 - Curvas DSC, nas razées de 2, 5, 10, 20 e 40 °C.min"* do LPSF/GQ-238.
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Tabela 14 - Valores de Tonset, Tendset, Tpico, PUreza, entalpia e valor de compensacgédo do
LPSF/GQ-238 em diferentes razdes de aquecimento.

Razao de Tonset  Tendset Tpico Entalpia Pureza Compensacao
aguecimento (°C) (°C) (°C) (J.g7) (%) value (%)
(°C.min™)
2 267,30 272,85 271,43 73,79 99,52 11,80
5 267,64 275,79 271,44 82,92 99,50 13,30
10 265,35 279,70 272,48 78,31 98,65 16,24
20 265,81 289,35 275,09 71,93 98,35 19,21
40 268,39 300,56 278,98 71,57 96,99 28,18

Na presenca de pequena quantidade de impurezas ocorre diminuicdo do
ponto de fusdo e alargamento do pico de fusdo da amostra. A pureza da NEQ foi
calculada utilizando a equacgao de Van’t Hoff obtendo pureza de 99,52 + 0,03 % na
razdo de 2 °C.min™.

A figura 16 mostra as fotos obtidas no DSC-fotovisual na razdo de
aquecimento de 2 °C.min? onde as faixas de temperatura de fusdo do DSC
convencional estdo de acordo aos eventos térmicos visualizados no DSC-fotovisual.
Foram observadas mudancas de coloracdo do LPSF/GQ-238 com o aumento da
temperatura, a analise no DSC-fotovisual nas diferentes razdes de aquecimento
estudadas 2, 5, 10 °C.min* ndo mostraram diferencas significativas entre as

diferentes razdes de aquecimento na comparacdo com a DSC convencional.
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271,32°C

5.4.2 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas dindmicas do LPSF/GQ-238, em atmosfera
Oxidativa (ar sintético) nas razées de aquecimento de 10, 20 e 40 °C.min™ (Figura
17-a) mostram comportamento semelhante entre as razfes de aquecimento, a NEQ
mostrou-se estavel até 290 °C nas diferentes razbes de aquecimento estudadas
nesta atmosfera, nas razbes de aquecimento s&o verificadas duas etapas
consecutivas de perda de massa em todas as razdes estudadas (Tabela 15).

As curvas termogravimétricas dinamicas do LPSF/GQ-238, em atmosfera
Inerte (N2) nas razdes de aquecimento de 10, 20 e 40 °C.min™ (Figura 17-b)
mostram comportamento semelhante entre as raz0es de aquecimento, nestas
condicdes a NEQ mostrou-se estavel até 274 °C. Nas razfes de aquecimento sdo
verificadas duas etapas consecutivas de perda de massa em todas as razdes
estudadas, semelhantes a condicdo oxidativa, as faixas de degradacédo nas duas
temperaturas mantiveram-se proximas, como mostrado na tabela 15, em atmosfera
oxidativa e inerte foi possivel observar uma maior perda de massa na razdo de 10
°C.min™* provavelmente, devido & menor velocidade de aquecimento n&o favorecer

rearranjos/reacdes entre as moléculas da NEQ.



Figura 15 - Curva termogravimétrica dinamicas do LPSF/GQ-238.
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Legenda: a - em atmosfera oxidativa (ar sintetico), b - em atmosfera inerte (N,),
ambas as TGs foram realizadas nas razdes de aquecimento de 10, 20 e
40 °C.min™* e DSC na raz&o de aquecimento de 10 °C.min™.

Tabela 15 - Dados do perfil de degradacao do LPSF/GQ-238 em atmosfera inerte e

oxidativa.
1° etapa 2° etapa
Razao de aqueicimento
(°C.min™.)

O?set Enodset A% O?set Enodset A%

Q) °C) Q) Q)
100x 377,63 410,51 70,27 542,04 642,55 30,86
10y, 374,74 417,94 82,92 546,10 609,79 12,51
200x 392,40 425,98 66,26 573,26 704,32 25,36
20 402,16 427,74 72,14 581,71 725,30 23,20
400x 416,66 449,43 64,52 579,64 719,77 23,41
40, 408,34 451,24 71,75 609,10 784,85 22,51

Legenda: Ox- atmosfera oxidativa (ar sintético), In — atmosfera inerte,

O estudo da cinética é uma das mais importantes aplicacbes da analise

térmica uma vez que proporciona 0 conhecimento dos parametros cinéticos,

mecanismos e modelos matematicos associados ao processo de decomposicao
térmica (MOTHE, DE MIRANDA, 2013). Para Vyazovkin et al. (2011) a melhor
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maneira de obter adequadamente os modelos cinéticos é através da combinacédo de
experimentos isotérmicos e néo isotérmicos. Dentre os estudos de caracteriza¢gao no
estado sélido, a determinacdo dos parametros cinéticos é essencial para conhecer a
estabilidade das substancias em estudo. Estes objetivam determinar o mecanismo
de reacdo de decomposicdo e calcular os parametros da equacao de Arrhenius
(energia de ativagdo (Ea), fator pré-exponencial (A) e ordem de reacdo (n))
utilizando analise térmica (TITA et al.,, 2008). Dentre os modelos cinéticos, 0s
isoconvencionais, como 0s modelos de Ozawa e Kissenger e Friedman sdo bastante
utilizados para o calculo do tripleto cinético de diversos farmacos, estes métodos
isoconvencionais que avaliam a energia de ativacdo sé&o vantajosos, uma vez que
nao requer o conhecimento da forma analitica da funcdo de conversdo e déao a
possibilidade de evidenciar a variagdo da energia de ativagdo com o grau de
conversado (FULIAS et al., 2013), outra vantagem desse método € a utilizacdo de
dados nao-isotérmicos (dinamicos) para os calculos, sendo esses dados obtidos de
forma mais rapida que os isotérmicos, também nas curvas TG dinamicas € possivel
evidenciar a temperatura inicial e a quantidade de etapas de degradacdo das
substancias dados de dificil obten¢&o por isoterma.

Segundo Tita et al. (2013) os valores da energia de ativacdo podem ser
utilizados no controle de qualidade de medicamentos, visando melhorar o produto
final e determinar a qualidade de medicamentos através dos parametros
tecnoldgicos. Portanto, o estudo cinético pode ser uma alternativa rapida e/ou um
método complementar para estimar o tempo de conservacao de medicamentos.

Os dados da TG dinamica nas atmosferas O, e N, (Tabela 16) foram
utilizados para calcular os parametros cinéticos utilizando o modelo de Ozawa
(MACEDO e NASCIMENTO, 2002; GOMES et al., 2007).
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Tabela 16 - Dados cinéticos isotérmicos e nao isotérmicos do LPSF/GQ-238

Dinamica Isotérmica
R Ozawa Arrhenius
Parametros
cinéticos
N> Ar sintético Ar sintético
Ea (kJ/mol) 119,93 144,67 191,45

A (min.™h) 2,56E+08 2,87E+10 2,91E+11

Ordem de

~ 0 0 0
reacao (n)

Os dados da TG isotérmica foram utilizados para determinar os parametros
cinéticos utilizando a equacdo de Arrhenius. A ordem de reacdo foi obtida pelo
método grafico e sua correlagdo linear apresentou valores similares para zero,
primeira e segunda ordem, a definicdo sobre a ordem de reacdo de decomposicao
térmica do LPSF/GQ-238 foi resultante da comparacao entre os parametros obtidos
através dos dados da TG dindmica e TG isotérmica apés comparacdo dos valores
obtidos com os modelos de Arrhenius e de Ozawa. A ordem escolhida foi a reacéo
de ordem zero.

No estudo de estabilidade térmica a constante de velocidade (K) consiste do
parametro utilizado diretamente na determinacdo do tempo de estabilidade de um
farmaco. Entre os diferentes modelos cinéticos aplicados na correlacdo do método
termogravimétrico e o método convencional, o modelo de Arrhenius tem sido
proposto como o que mais se aproxima dos valores reais obtidos no estudo de
estabilidade de longa duracdo. Os dados calculados a partir da TG isotérmicos da
NEQ nas temperaturas de 255, 265, 275, 285 e 295 °C, na qual a ordem zero foi
melhor definida pelo modelo de Ozawa, visto que os valores dos coeficientes de
correlagao calculados utilizando a equacgéo de Arrhenius apresentou um baixo poder
discriminante com r* maior que 0,99 em todas as ordens de reacdo estudadas. Os
valores ko mostraram modelagem matematica com uma boa correlagdo nas funcdes

exponencial, potencial e polinominal com r?

maior que 0,99. Os resultados
evidenciam que a NEQ apresenta um comportamento cinético caracteristico de uma
substancia com elevada estabilidade térmica, com valores ko minimo e maximo de

1,90 x 10°® a 4,08 x 10 s™ na faixa de temperatura 255 a 295 °C.
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A Tabela 17 mostra os valores da K nas temperaturas estudadas e o
coeficiente de correlacdo linear, utilizando o gréfico de arrhenius, InK (s™) versus
1/T(K), a energia de ativacdo aparente (Ea) e o fator pré-exponencial (A), foram

[{peei)

calculados através da regresséao linear do grafico (y = ax + b), onde “a” é igual ao

coeficiente angular da reta, o valor de Ea foi obtido pela multiplicacdo de “a” pela
constante universal dos gases (8,314 J.mol*.K™') e A é igual a intersecdo da reta
(ALVES et al., 2010; TITA et al., 2013). Os valores de Ea e A estao representados

na Tabela 16.

Figura 16 - Curvas TG isoterma em atmosfera oxidativa.

2_
—_255°C

2 —265°C
= —275°C
p —285°C
8 11 285 °C
=

D T T T T T T

0 30 &0 an 120 150 180

Tempo / min

Tabela 17 - Valores de K para as temperaturas de decomposicdo isotérmica.

Constante Temperaturas isotermas (°C)
Arr(hs%r;lus 255 265 275 285 295 R*
0,9974 +
Ko 1,90E-06 4,91E-06 9,15E-06 230E-05 4,08E-05 ') cq
0,9975 +
Ky 2,76E-06 7,11E-06 1,40E-05 3,74E-05  7,36E-05 0,00173
0,9965 +
Ky 1,93E-06 5,09E-06 9,85E-06 2,83E-05 598E-05 ' )ocg

Legenda: *n=3.
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5.5 Pirdlise acoplada a CG/EM

Algumas substancias quimicas podem apresentar mecanismos de
degradacdo térmicos complexos, que podem estar relacionados, aos grupos
quimicos presentes nas moléculas, tipos de ligaces e interacdes intermoleculares.

A Pir-CG/EM pode ser utilizada como uma ferramenta rapida e confiavel no
acompanhamento da sintese de compostos, visto que, durante a sintese quimica
alguns intermediarios quimicos/reagentes podem ndo ser consumidos totalmente e
virem a precipitar junto ao farmaco, além disso, o detector de massa consegue
diferenciar os compostos volatilizados a partir do espectro de massas do composto,
formando diferentes padrdes de quebras mesmo em composto de massas
semelhantes, essa técnica também apresenta outras vantagens como observado por
Dongsowan et al. (2008) a analise por Pir-CG/EM evita erros de preparacdo de
amostra, pois estas sdo diretamente adicionadas no pirolisador, além disso evita
reacoes indesejadas a partir de agentes de derivacdo caros, 0S quais sao
normalmente usados no tratamento de amostras antes da analise por CG/EM, por
exemplo.

Os pirogramas obtidos do LPSF/GQ-238 nas diferentes temperaturas
estudadas (Figura 19) e os espectros de massas dos compostos descritos neste
trabalho encontram-se no Apéndice. Na temperatura de 450 °C correspondente a
primeira etapa de decomposicdo térmica dinamica, a ocorréncia de diversos
fragmentos da molécula, onde os trés picos majoritarios sédo 169, 267 e 243 m/z. Na
temperatura de 650 °C, correspondendo a segunda etapa de decomposicdo térmica
na curva TG dindmica, pode ser observado a presenca de diversos fragmentos,
onde o0s picos majoritarios nessa temperatura sdo 169 e 243 m/z semelhante a
temperatura de 450 °C (Tabela 18), observa-se a presenca de outros picos ausentes
em 450 °C com m/z de 252, 210, 251,além de novos compostos formados foi
observado o ion molecular correspondente ao LPSF/GQ-238 em 21,15 min com 448
m/z indicando que o LPSF/GQ-238 néo foi totalmente decomposto nas temperaturas
utilizadas neste trabalho.

Os espectros de massa obtidos para o LPSF/GQ-238 foram comparados aos
dados espectrais disponiveis na biblioteca WILEY229 do equipamento, onde nao foi
possivel identificar os compostos formados pela degradacdo do LPSF/GQ-238

atravées dessa ferramenta. Assim o mesmo procedimento foi realizado nos
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intermediarios da sintese quimica do LPSF/GQ-238 para identificar quais os

possiveis produtos formados pela degradacdo visando correlacionar os produtos

formados pela pirdlise do LPSF/GQ-238 e seus intermediarios, nas mesmas

condicOes de analise.

Figura
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Tabela 18 - Valores de tempo de retencdo e relagdo massa:carga dos produtos
formados por quebra ou volatilizacdo da LPSF/GQ-238 a 450 e 650 °C.

Tempo de retencao 450 °C 650 °C

(min) Relacdo massa: carga Relacdo massa: carga
(m/z) (m/z)

1,32 60 60
1,49 76 76
2,40 127 127
4,02 139 139
5,22 169 169
10,31 254 -
13,50 267 -
14,04 - 210
14,59 243 243
19,52 - 251
21,15 - 448

A analise da degradacdo do TZD (Figura 20 e Tabela 19), produto final da
primeira etapa de sintese, através da pirolise a 450 °C evidenciou a ocorréncia de
trés picos: o majoritario com 117 m/z, correspondendo ao TZD, e dois outros com 60
e 76 m/z correspondentes a degradacdo de fracdo da molécula inicial. Na
temperatura de 650 °C temos a decomposicdo total do TZD sendo majoritarios 0os
picos com 60 e 76 m/z, também presentes na temperatura de 450 °C, e aparecendo
dois novos com 84 e 124 m/z, os quais podem ser derivados de rearranjos quimicos

favorecidos pela alta temperatura que se realizou o experimento.
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Figura 18 - Pirogramas do TZD a 450 e 650 °C mostrando os picos identificados
conforme m/z.

- 117
100 — 450 °C

80 ] H
60
40 b 716 J

20_‘ 60
0 5 10 15 20 25

od J

Intensidade (u.a.)

100 650 °C
80 —
60 -
40
20

o4 —

Intensidade u.a.)

Intensidade (u.a.)

Tempo / min.

Tabela 19 - Valores de tempo de retencdo e relagdo massa:carga dos produtos
formados por quebra ou volatilizacao da tiazolidina (TZD) a 450 e 650 °C

Tempo de retengao 450 °C 650 °C
(min) Relacdo massa: carga Relacdo massa: carga
(m/z) (m/z)
1,32 60 60
1,49 76 76
1,91 - 84
5,20 - 124
7,74 117 -

A analise o LPSF/GQ-175 (Figura 21 e Tabela 20) produto final da segunda
etapa de sintese, através da pirélise a 450 °C o pico em 14,59 min com 243 m/z
corresponde ao composto analisado, observou-se dois outros picos de baixa
intensidade com m/z de 60 e 169. A pirdlise a 650 °C ocorreu a formacéo de novos
fragmentos onde o picos majoritarios foram 169 e 243 m/z, como o LPSF/GQ-175

possui em sua estrutura a molécula de TDZ os produtos derivados desta (60 e 76
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m/z) estdo presentes na degradacdo do LPSF/GQ-175, também foram formados

outros compostos possivelmente da quebra da molécula e/ou rearranjos quimicos.

Figura 19 - Pirogramas do LPSF/GQ-175 a 450 e 650 °C mostrando os picos
identificados conforme m/z.
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Tabela 20 - Valores de tempo de retencdo e relagdo massa:carga dos produtos
formados por quebra ou volatilizagdo da LPSF/GQ-175 nas temperaturas
de 450 e 650 °C

Tempo de retencao 450 °C 650 °C
(min) Relacdo massa: carga Relacdo massa: carga
(m/z) (m/z)
1,32 60 60
1,49 - 76
2,40 - 127
5,22 169 169
10,31 - 254
13,50 - 267
14,59 243 243

A Figura 22 mostra os pirogramas do composto 5-bromo indol 3-
carboxaldeido, intermediario utilizado na etapa final da sintese do LPSF/GQ-238,
obtidos em 450 e 650 °C onde foi observada a presenca de um pico em 12,7 min
com 197 m/z identificado como 5-bromo indol, o qual resulta da quebra da ligacdo do
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carboxaldeido no carbono 3 do intermediario como mostrado na figura 23. Na
degradacgédo do LPSF/GQ-238 a quebra da ligacdo do 5-bromo-indol possivelmente
ocorre em um ponto diferente, pois ndo foi visualizado picos com 197 m/z nos
pirogramas do LPSF/GQ-238.

Figura 20 - Pirogramas do 5-bromo indol 3-carboxaldeido a 450 e 650 °C mostrando
0s picos identificados conforme m/z.
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Figura 21 - Via de degradacao do 5-Br-indol 3-carboxaldeido.
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Diante da multiplicidade de compostos formados na degradacdo do
LPSF/GQ-238. Foi possivel correlacionar alguns compostos formados pela pirdlise
do LPSF/GQ-238 e seus intermediarios. O composto com m/z de 60 € derivado da
TZD, os compostos com m/z 169 e 243 sao derivado do LPSF/GQ-175 e 0 mesmo,
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respectivamente, o 5-bromo indol ndo foi observado nos pirogramas do LPSF/GQ-
238 nas diferentes temperaturas estudadas.

A Pir-CG/EM apresenta-se como uma técnica 0til no entendimento da
degradacéao/volatilizacdo de alguns compostos quimicos. A analise dos
intermediarios quimicos do LPSF/GQ-238 mostrou-se Util para compreender quais
partes da molécula possui maior fragilidade de quebra, como também facilita a
identificacdo das quebras da molécula com seus intermediarios, visto que, essas
guebras ndo foram identificadas pela biblioteca do software.

O LPSF/GQ-238 apresenta mecanismo de degradagdo complexo, pois
possuem diversas fragmentacBes e/ou rearranjos quimicos, nas temperaturas
estudadas essas caracteristicas dificultam a identificacdo esterioquimica da
molécula por TG, mas pode prever os possiveis produtos de degradacéo térmica do
composto em condi¢cdes normais de armazenamento.

A andlise do LPSF/GQ-238 e seus intermediarios quimicos através da Pir-
CG/EM mostra-se como técnica rapida podendo ser utilizada para a identificacéo de
contaminantes provenientes dos intermediarios que por ventura ndo sejam
totalmente consumidos.

Os intermediarios da LPSF/GQ-238 na menor temperatura estudada (450 °C)
sofrem volatilizacdo com baixas taxas de degradacdo como ja mostrado acima,
outras caracteristicas adicionais contribuem na identificacdo dos intermediarios; a
TZD possui massa igual a 117 g.mol™, e na menor temperatura ocorre volatilizagéo
de parte da TZD, caso esse composto seja totalmente consumido na formacéo do
LPSF/GQ-175 (intermediario) ou do LPSF/GQ-238 (produto final) este ndo estara
presente, como observado nos pirogramas (Figuras 19 e 21), a degradacdo destes
compostos ndo produziram a TZD, portanto a quebra da ligacdo no LPSF/GQ-175
(intermediario) ou do LPSF/GQ-238 (produto final) ocorre na estrutura basica
correspondente a TZD, pois a TZD seria facilmente identificada nos pirogramas a
450 °C em 7,74 min. O composto 5-bromo indol 3-carboxaldeido (MM 224 g/mol) é
um intermediario quimico utilizado na 32 etapa da sintese quimica, esse composto
antes da volatilizacdo ocorre a quebra da ligacdo carboxaldeido, onde o composto
volatilizado apresenta m/z de 197 (tr= 12,83 min), mas esse composto nao foi
evidenciado na degradacdo do LPSF/GQ-238 na temperatura de 450 °C,
provavelmente tenha ocorrido a quebra entre os carbonos C5-C15 (Figura 24) da

LPSF/GQ-238 formando o composto com m/z igual a 210 (tr= 14,04 min), este altimo
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apresenta o espectro semelhante ao 5 bromo-indol (Apéndice). O LPSF/GQ-175
(MM= 243 g.mol™) na temperatura de 450 °C volatiliza-se praticamente se
degradacéo.

A figura 25 apresenta a sobreposicdo dos pirogramas do LPSF/GQ-238 e
seus intermediarios (TZD, LPSF/GQ-175 e 5Br-indol) a 450 °C, essa temperatura de
analise mostrou-se adequada para o controle de qualidade da sintese quimica da
NEQ, ja a temperatura de 650 °C ndo mostrou-se seletiva para tal controle, visto que
a TZD nesta temperatura ocorre a degradacdo completa da mesma ndo sendo
evidenciado sua presenca, outra dificuldade e que nesta temperatura o LPSF/GQ-
175 apresenta diversas fragmentacbes e aumento na concentracdo da nova
entidade com m/z igual a 169, essa mesma caracteristica também pode ser
observada para a LPSF/GQ-238 (Figura 26), portanto a temperatura de 650 °C ndo
pode ser considerada a melhor faixa de temperatura utilizada no monitoramento de
impurezas provenientes de precursores e seus produtos intermediérios utilizados na
sintese quimica do LPSF/GQ-238.

Figura 22 - Estrutura quimica do LPSF/GQ-238 com numeracdo dos elementos
quimicos do composto.
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Figura 23 - Sobreposicdo dos pirogramas da LPSF/GQ-238 e seus intermediarios a
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Figura 24 - Sobreposicao dos pirogramas da LPSF/GQ-238 e seus intermediarios a
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5.6 Difracdo de Raios-X (DRX) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O padrao difratométrico do farmaco revela a presenca de picos intensos em
20 = 9,134°; 13,296°; 14,928°; 20,362°; 23,762° e 27,646° mostrando um padréo
cristalino (Figura 27), o tamanho do cristalito foi calculado usando a Equacgao de
Scherrer e a distancia interplanar utilizando a lei de Bragg (SANTOS et al., 2011,
IBIAPINA et al., 2013). A tabela 21 mostra os valores da distancia interplanar (dny) €
o tamanho do cristalito (TC) dos picos com maior intensidade, esses dados podem
ser utilizados para a diferenciacéo de formas polimorficas no futuro.

O método de Rietveld foi utilizado no calculo da cristalinidade da NEQ, este
método consiste no ajuste do difratograma teorico de um composto, calculado a
partir de seus dados cristalograficos, ao seu difratograma experimental, o método
utiliza as fungbes mateméticas de pico, com grande grau de precisdo (Gaussian,
Lorenzian, Voight, Pseudo-Voight, Pearson VII, etc.)(YOUNG, LARSON, PAIVA-
SANTOS, 2000). Na figura 28 observa-se a sobreposi¢cao dos difratogramas tedérico
(em lilas) e experimental (em preto) onde ocorreu grande similaridade entre ambos
demonstrando o ajuste do método utilizado.

Utilizou-se o software TOPAS e aplicou-se o modelo de melhor ajuste
(Pseudo-Voight) para os difratogramas da NEQ, o grau cristalino foi calculado
obtendo valor de 100 % de cristalinidade, os valores de Rexp, Rwp e GOF foram de
1,19, 2,93 e 2,46, respectivamente, estes parametros séo referentes ao ajuste do
método utilizado para calculo do grau de cristalinidade do composto. Na literatura
cientifica dados de DRX que apresentarem valores Rexp e Rwp proximos entre si, e
GOF préximo de 1 possuem melhor ajuste e portanto sdo mais confiaveis, no
entanto neste trabalho o difratograma apresenta elevacéo de linha de base no inicio
da andlise até 8,5°20 e essa caracteristica poderia predizer algum grau amorfo da
substancia, mas durante toda a analise a linha de base manteve-se reta né&o

apresentando formacao de halo caracteristico de substancia amorfa.
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Tabela 21 - Valores de tamanho do cristalito e das distancias interplanares do
LPSF/GQ-238.

20 TC dhki
©  (m A

6,755 10* 13,08
9,133 10* 9,68
13,296 322 6,66
14,928 1442 5,93
20,362 155 4,36
21,206 116 4,19
23,761 113 3,74
27,646 97 3,22

Legenda: TC = tamanho do cristalito, d = distancia interplanar

Figura 25 - Difratograma de Raio-X do LPSF/GQ-238 e os indices de Miller (hkl).
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Figura 26 - Difratogramade Raio-X do LPSF/GQ-238.
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Legenda: Em lilas- difratograma teorico, em preto difratograma experimental, linhas na vertical-
insercdo de picos difratados.

Nas figuras do MEV com aumento 500 e 10.000 vezes, pode-se observar a
presenca de habito cristalino do tipo agulha. As imagens de MEV corroboram com
os dados de DRX da LPSF/GQ-238. Vieira et al. (2014) estudando o LPSF/GQ-130,
derivado tiazolidinico com atividade antinflamatoria, evidenciaram que o composto

também se apresenta na forma cristalina e possui habito cristalino do tipo agulha.

Figura 27 - Microscopia eletronica de varredura do LPSF/GQ-238.

20m EHT=1500kV Mag= 500X  IProbe= 87pA  PhotoNo.=1386 2um EMT=1500Ky Mag= 1000KX I|Probe= 67pA  PhotoNo.= 1363
Signal A=SE1 WD= 5mm  Aperture Size =30.00um Date :17 Apr 2015 — Signal A=SE1 WD= Smm  Aperture Size = 30.00pm Date 17 Apr 2015

Legenda: a - aumento de 500x, b - 10.000x.
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5.7 Estudo de compatibilidade

As técnicas termoanaliticas, embora nédo estejam descritas nos compéndios
oficiais como método de escolha para avaliar a estabilidade e compatibilidade de
farmaco e/ou excipiente, sdo técnicas largamente utilizadas por pesquisadores em
todo o mundo, onde estudos de compatibilidade usando DSC e TG sao utilizados
como meétodos preditivos, onde a auséncia de alteracbes no perfil térmico dos
componentes da mistura indica uma ndo compatibilidade, caso estas alteracbes
estejam presentes outros métodos devem ser utilizados, como: IV-TF, Raman, CLAE
entre outros.

Segundo Lavor et al. (2013) a presenca de deslocamentos de 5 °C para mais
ou para menos has temperaturas caracteristicas dos compostos isolados,
desaparecimento ou aparecimento de novos picos/eventos térmicos que estavam
ausentes nas curvas, sao sinais de possiveis interacdes sendo necessario a
realizacdo de analises por outras técnicas complementares.

Neste estudo foi avaliada a compatibilidade entre os Polimeros PEG 6000,
PVP-K30 e Soluplus® com o LPSF/GQ-238 na proporcéo 1:1 (m/m).

O PEG 6000 foi o Unico excipiente que apresentou um pico endotérmico
referente & fusdo do composto, devido este polimero possuir carater cristalino, a
fusdo do mesmo ocorreu em aproximadamente 66,46 °C com AH de 166,23 J.g™,
porém a mistura fisica deste com a NEQ deslocou a temperatura de fusdo do PEG
6000 para 64,30 °C com AH de 84,35 J.g. A figura 30-a mostra deslocamento na
temperatura de fusdo, mudanca no perfil do pico de fusdo e diminuicdo da entalpia
da NEQ, como mostrada na tabela 22. A curva TG da mistura mostra mudanca no
perfil de degradacédo da NEQ, onde ocorreu aumento na temperatura de degradacao
na 2° etapa e aumento na quantidade de matéria carbonizada no porta amostra ao
final da analise, estas evidéncias sustentam um possivel interacdo entre o
LPSF/GQ-238 e o PEG 6000, sendo necessério a utilizacdo de outras técnicas para
confirmar incompatibilidade, resultados semelhantes foram descritos por Araujo et al.
(2003) quando estudavam o comportamento do antirretroviral zidovudina com este
polimero.

J4 a curva de DSC do PVP-K30 evidéncia um pico endotérmico largo
referente a volatilizagao da agua entre 35 & 97 °C com Am de 9,61% na TG (NUNES

et al., 2009) apoOs este evento ocorreu a transicdo vitrea do composto na faixa de
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120 a 165 °C com Tgpico €m aproximadamente 160 °C, também evidenciada por De
Paula e Mano (2012), onde nao foi possivel calcular a entalpia deste eventos devido
a sobreposicdo de ambos, nas curvas TG nao foram observados variacbes de
massa nesta faixa de temperatura (120 — 165 °C), porém a TG evidenciou uma
pequena variagcao de massa entre 210 a 226 °C com Am = 1,11% (TITA et al., 2014),
no entanto o principal evento de degradacéo térmica ocorreu entre 438,74 e 478 °C
com Am = 81,99% como observado na Tabela 22 e Figura 30.

As curvas DSC da MF LPSF/GQ-238:PVP evidenciaram um evento
endotérmico referente a perda de 4gua na faixa de temperatura entre 37 e 110 °C
com AH = 112 J.g*, este evento confirmado nas curvas TG com Am= 4,9 %, foi
possivel calcular a entalpia deste evento devido ter ocorrido deslocamento para
maiores valores da temperatura vitrea. O deslocamento da temperatura vitrea pode
significar aumento da estabilidade da mistura fisica em relacdo ao farmaco isolado
como descrito por Baird e Taylor (2012). Assim, ao aumentar o valor de Tg do PVP
minimiza o relaxamento molecular e rearranjo responsavel pela devitrificacdo
(GUPTA, KAKUMANU e BANSAL, 2004). A Tg da mistura fisica ocorreu na faixa de
temperatura entre 129 — 189 °C nesta mesma faixa de temperatura ndo ocorreu
variacdo de massa nas curvas TG, mas também foi observado um evento de perda
de massa entre 209 e 230 °C com Am = 0,686% referente a degradagédo do
excipiente, no entanto esse valor foi 20% superior ao esperado (0,55%) este evento
ocorreu na mesma faixa de fusdo da MF que foi antecipada de 272 °C para 230 °C
devido a uma possivel interac@o entre a NEQ e o excipiente. No entanto o principal
evento de perda de massa na curva TG ocorreu entre 382 e 428 °C com Am = 69,72
%. A decomposicdo da mistura fisica obteve perfil de degradacéo térmica distinto do
excipiente e da NEQ onde ocorreu deslocamento na temperatura de degradacéo e
aumento na quantidade de matéria carbonizada no porta amostra ao final da analise,
estas evidéncias sustentam um possivel interacédo entre o LPSF/GQ-238 e o PVP K-
30, sendo necessario a utilizagdo de outras técnicas para confirmar
incompatibilidade.

O copolimero Soluplus® apresentou na curva DSC um pico endotérmico largo
referente a perda de agua e a transicao vitrea com Tpico= 104,5 °C, 0 outro evento
endotérmico em aproximadamente 328,27 °C refere-se a degradacgéo do copolimero
como confirmado pela TG, as curvas TGs confirmaram a perda de agua de adsorcao
(TERIFE et al, 2012) na faixa de temperatura entre 40 e 84 °C com Am =1,3 %.



94

A mistura fisica apresentou na DSC um pico endotérmico referente a perda de
agua seguido pela transicéo vitrea com Tpico= 86,56 °C; como mostrado na figura 30-
Cc, € notdria a antecipacdo da Tg da mistura fisica em cerca de 20 °C em relacdo a
do excipiente, esse evento pode significar diminuicdo da estabilidade da MF (BAIRD,
TAYLOR, 2012). Mas uma mudanca na Tg € esperada quando o IFA é dissolvido no
excipiente polimérico, por outro lado, o polimero de Tg ndo mudara se os dois
compostos ndo se encontram numa fase e a IFA permanece cristalina. O efeito das
moléculas IFA dissolvidos em um polimero de Tg pode ser explicada em termos de
interacdes moleculares ou volume livre. A teoria de volume livre assume que o
espaco entre moléculas é livre (ou seja, € "espaco vazio"), e que o volume livre
aumenta com a mobilidade molecular. Quando uma molécula pequena se dissolve
no polimero, aumenta o volume livre entre cadeias de polimero e deste modo a
temperatura de transicdo vitrea do sistema diminui (TERIFE et al., 2012). A mistura
fisica também proporcionou deslocamento na temperatura de fusdo da NEQ de
aproximadamente 272 °C para 234 °C, com reducéo de entalpia de 78,31 para 11,96
J.g. A perda de agua foi confirmada pela TG na faixa entre 31 e 60 °C com Am =
0,455 %, a curva TG também mostra antecipacédo na temperatura de degradacéo da
mistura com Tonserp de 307,09 °C como mostrado na tabela 22, estas evidéncias
sustentam uma possivel interacdo entre o LPSF/GQ-238 e o Soluplus®, sendo

necessario a utilizacdo de outras técnicas para confirmar incompatibilidade.



Figura 28 - Curvas de DSC e TG dos IFs e das misturas fisicas (MF).
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Figura 29 - IV-TF dos IFs e das misturas fisicas em pastilhas de KBr.
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238:Soluplus,4- PEG 6000, 5- PVP K-30, 6- Soluplus®, 7- LPSF/GQ-238.
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Tabela 22 - Valores do estudo de compatibilidade utilizando DSC e TG.

Com pOStOS *Tonsetf **Tmelting 1Tg AH TonsetD ZAm

(°C) (C) (C) (@ghH (C) (%)

LPSF/GQ-238 265,35 272,48 - 78,31 374,74 82,92

LPSF/GQ-238:PEG 227,45 239,31 - 15,22 399,11 83,51

LPSF/GQ-238:PVP 212,87 230,24 165,07 23,70 383,51 69,92

LPSF/GQ-238:Soluplus 206,13 234,38 88,56 11,96 307,09 15,21

PEG 6000 61,71 66,46 - 166,23 406,44 95,88
PVP-K30 - - 143,88 - 438,74 81,99
Soluplus - - 104,45 - 328,27 20,25

Legenda: *temperatura do inicio da fusdo, **temperatura do pico de fusdo, ‘tempetatura da transicao
vitrea, variagdo de massa do principal evento de decomposic¢ao térmica.

Para a confirmacéo de possiveis incompatibilidades foram utilizados a IV-TF e
a DSC-fotovisual, como indicado no fluxograma da figura 6, a técnica IV-TF tem sido
bastante empregada na elucidagcéo de possiveis interacdes quimicas. Neste trabalho
a IV-TF da mistura e seus componentes foram realizados sem prévio tratamento
térmico, assim possiveis interacdes fisicas e/ou quimicas catalisadas por
temperatura podem nao estar presentes nas espectroscopias de vibracdo na regido
do infravermelho.

A figura 31 mostra as espectroscopias de IV-TF da mistura e seus
componentes isolados, onde ndo ocorreu deslocamento nas bandas de absor¢éo da
mistura fisica em relacdo ao LPSF/GQ-238, como mostrada na tabela 23, podendo
concluir que os espectros de IV-TF da mistura apresentam-se como uma

sobreposicao das absor¢cbes da NEQ e o excipiente.
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Tabela 23 - Assinalamentos vibracionais dos IFs e suas misturas fisicas (MF).

Compostos Grupos funcionais

N-H C=0 C=0 Ar-F Ar-Br

LPSF/GQ-238 3300 1728 1670 1224 1018

LPSF/GQ-238:PEG 3300 1728 1670 1224 1018

LPSF/GQ-238:PVP 3300 1728 1670 1224 1018

LPSF/GQ-238:Soluplus 3300 1728 1670 1224 1018

A técnica de DSC-fotovisual pode ser usada como técnica complementar para
a elucidacdo de eventos térmicos como mostrado nos trabalhos de Macedo,
Nascimento (2002) e Procopio et al. (2011).

Na mistura fisica LPSF/GQ-238:PEG a técnica DSC-fotovisual confirma a
existéncia de uma forte interacdo entre a NEQ e o polimero, no entanto esta
interacdo ndo pode ser classificada como incompatibilidade, pois o deslocamento do
pico de fusdo para temperaturas mais baixas foi possivelmente causado pela
solubilizacdo da NEQ na matriz polimérica do excipiente fundido, o aspecto visual da
mistura apos sua fusdo mostra-se semelhante ao farmaco isolado, como mostrada

na figura 32.
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Figura 30 - DSC-fotovisual da mistura fisica LPSF/GQ-238:PEG com razdo de
aguecimento de 10 °C.min™.

FOTOVISUAL GOPEG 210815 FOTOVISUAL GQPEG 210815 FOTOVISUAL GQPEG 210815

Na mistura fisica LPSF/GQ-238:PVP a técnica DSC-fotovisual confirma a
existéncia de uma forte interacdo entre a NEQ e o polimero com incompatibilidade,
corroborando com a DSC e TG , nesta mistura a DSC-fotovisual mostrou diferenga
no aspecto visual da mistura ao farmaco isolado, onde é possivel observar sinais de
degradacgdo na mistura junto a etapa de fusdo a 243,77 °C como mostrada na figura
33, resultado semelhante de incompatibilidade foi relatada por Tita et al. (2014).

Por fim, a mistura fisica LPSF/GQ-238:Soluplus utilizando técnica DSC-
fotovisual confirma a existéncia de uma forte interac@o entre a NEQ e o copolimero ,
no entanto esta interacdo ndo pode ser classificada como incompatibilidade, pois o
deslocamento do pico de fusdo para temperaturas mais baixas foi possivelmente
causado pela solubilizacdo da NEQ na matriz polimérica do excipiente amorfo, o
aspecto visual da mistura apés sua fusdo mostra-se semelhante ao farmaco isolado,

como mostrada na figura 34.
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Figura 31 - DSC-fotovisual da mistura fisica LPSF/GQ-238:PVP com razao de
aquecimento de 10 °C.min™.

FOTOVISUAL GQPVP 220815 FOTOVISUAL GQPYP 220815 FOTOVISUAL GQPYP 220815

Figura 32 - DSC-fotovisual da mistura fisica LPSF/GQ-238:Soluplus com razéo de
aquecimento de 10 °C.min™~.

FOTOVISUAL GASOLUPLUS 210815 FOTOVISUAL GQSOLUPLUS 210815 FOTOVISUAL GQSOLUPLUS 210815

A DSC-fotovisual mostrou-se como uma técnica fundamental na elucidacéo
de possiveis incompatibilidades, corroborando com a TG e DSC convencional, onde
foi confirmada interacdo da NEQ com todos os polimeros usados neste estudo,
porém apenas a mistura utilizando o PVP-K30 como excipiente apresentou

incompatibilidade.
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6 CONCLUSOES

A rota de sintese do derivado 3-(2,6-diflGor-benzil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-
iimetileno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-238) resultou na obtencdo de um produto
com elevado grau de pureza e com rendimento satisfatorio. Sua qualidade foi
comprovada por técnicas espectroscépicas confirmando sua estrutura quimica e por
diversas técnicas analiticas.

Os parametros de solubilidade foram determinados segundo critérios da
Farmacopéia brasileira, onde mostraram que o composto € insolivel em agua e
hexano, muito pouco soluvel em etanol e metanol, pouco solivel em acetonitrila e
acetato de etila; sendo este um dos principais desafios no desenvolvimento
farmacéutico utilizado esta substancia.

O método cromatografico desenvolvido para quantificacdo da NEQ
demonstrou-se adequado no que se refere a especificidade, linearidade, preciséo,
recuperacao e limite de quantificacdo cumprindo as exigéncias da RE 899/2003.

A caracterizacdo fisico-quimica utilizando técnicas termoanaliticas (DSC,
DSC-fotovisual, TG) mostrou que a NEQ apresenta-se na forma cristalina
confirmada por DRX, possui elevado ponto de fuséo e alta estabilidade térmica com
inicio de degradacédo acima de 274 °C.

O estudo cinético realizado a partir do modelo de Ozawa em atmosfera inerte
e ar sintetico mostraram cinética de ordem zero e reprodutibilidade da Ea, porém a
NEQ mostra diferengas no perfil térmico na atmosfera oxidativa em relacdo a inerte
com uma maior velocidade de degradacdo, os dados de cinética foram confirmados
pelo modelo isotérmico a partir da equacdo de Arrhenius que também mostrou
ordem zero.

Através da Pyr-CG/EM buscou-se melhor compreender o mecanismo de
degradacédo da NEQ, concluindo que a mesma possui mecanismo de degradacéo
complexo. Esta técnica também mostrou-se satisfatéria no que se refere a
seletividade e sensibilidade, sendo demonstrada sua aplicagcdo no controle de
qualidade da sintese quimica, podendo avaliar e identificar a presenca de
contaminantes resultantes da sintese.

A LPSF/GQ-238 apresenta-se totalmente cristalino e a MEV evidenciou que o

LPSF/GQ-238 apresenta habito cristalino do tipo agulha.
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O estudo de compatibilidade entre o LPSF/GQ-238 e o excipiente PEG 6000
ndo evidenciou incompatibilidade, a mistura fisica do NEQ com Soluplus® mostrou
interacOes fisicas caracteristicas de um processo de amorfizacdo do farmaco.
Entretanto o PVP-K30 mostrou mudancas nas caracteristicas fisicas e quimicas da
mistura com amorfizagéo e diminuigdo da estabilidade térmica da mistura.

Tendo em vista a importancia do 3-(2,6-difltor-benzil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-
iimetileno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/GQ-238) como um promissor agente
antiparasitario sua caracterizacdo fisico-quimica por técnicas térmicas e nao
térmicas apresentou informacfes essenciais. Trazendo assim, subsidios para o

desenvolvimento farmacotécnico de diversas formulagbes a partir dessa NEQ.
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APENDICE A — Espectros de massa dos comatogramas

Figura 33 - Espectros de massa obtidos por Pir-CG/EM para os diferentes

compostos quimicos utilizados ou formados a partir da pirolise.
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Os numeros em azul sdo os valores das quebras dos compostos por pirdlise, e 0 nimero mais a
direita do espectro de massa refere-se ao ion molecular do composto formado ou volatilizado.



