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RESUMO

Um dos aspectos mais desafiadores no desenvolvimento de novas formulacoes
na industria quimica e farmacéutica € a baixa solubilidade dos farmacos. Além
disso, esses compostos geralmente estdo associados com a lipofilicidade e
portanto, ambas caracteristicas prejudicam e dificultam o processo de
dissolugédo e absor¢cao dos medicamentos pois afetam a biodisponibilidade no
trato gastrointestinal. Uma das mais recentes alternativas estudadas para
superar essa limitacdo sdo as formulagcbes baseadas em lipidios, ou Lipid-
Based Formulations (LBFs). Esse sistema de liberagdo compreende o farmaco
solubilizado em excipientes de origem lipidica, como os acidos graxos,
utilizados nesse estudo. Ha relatos que as LBFs s&o capazes de gerar um
estado de supersaturagdo do farmaco, que proporciona uma estratégia viavel
para melhorar a absorcdo desses compostos, porém pode propiciar uma
precipitacdo devido a alta concentracdo do principio ativo no ambiente. Os
acidos graxos, acido estearico (AE), palmitico (AP) e laurico (AL) foram
estudados como possiveis inibidores de precipitagcdo em solugdes envolvendo
o nimodipino (NMD). O NMD é um bloqueador de canais de calcio utilizado
para o tratamento da hipertensdo arterial sistémica, disturbios neurologicos e
vasoespamos em decorréncia de hemorragia subaracnoidea. O farmaco
apresenta duas formas polimérficas, as quais apresentam diferentes
propriedades como solubilidade e ponto de fusédo. Portanto, a matéria-prima foi
analisada através das técnicas de caracterizacido do estado sélido e constatada
a presenca do polimorfo conhecido como Mod I. Além disso, também foi
desenvolvida a metodologia de quantificagdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O método demonstrou ser linear em uma ampla faixa e
especifico para o farmaco em meios contendo os trés acidos graxos. A
determinacao da solubilidade experimental de equilibrio do NMD foi realizada
em meios como, agua, solugdes tampao pH 1,6 e 6,5, e solvente organico.
Para o teste com os acidos graxos, o meio para dispersao escolhido foi o
tampao pH 6,5 em duas concentragdes de 25 e 50 pg/mL, entre eles o melhor
desempenho do farmaco foi em AP em menor concentragdo, apresentando
2,25 + 0,12 pg/mL. Todos foram distintos da agua (p < 0,05), porém ainda se

mostram a baixa solubilidade do NMD. Para avaliar a capacidade dos acidos



graxos em atuarem como inibidores de precipitagcdo, o NMD foi adicionado em
meios contendo esses compostos sob as mesmas condi¢cbes do experimento
anterior. Nos meios contendo os acidos graxos a 50 ug/mL, obtiveram maiores
concentragcdes no inicio da analise, porém em 25 ug/mL, o NMD conseguiu
mantar uma concentragdo maior que a solubilidade aquosa durante
aproximadamente 240 minutos. O melhor desempenho foi em meio contendo
AE, em ambos os testes demonstrados, atingindo 31,92 pg/mL em 10 minutos.
Os resultados sédo promissores e interessante, no entanto, espera-se um
aprofundamento sobre as possibilidades que as LBFs podem proporcionar para

contornar a limitagado da baixa solubilidade aquosa dos farmacos.

Palavras chave: solubilidade, formulagdes baseadas em lipidios,

supersaturagao, nimodipino, acidos graxos.



ABSTRACT

One of the most challenging aspects in the development of new formulations in
the chemical and pharmaceutical industry is the low solubility of drugs. In
addition, these compounds are generally associated with lipophilicity and
therefore both of these characteristics affect the dissolution and absorption
process of medications as their bioavailability in the gastrointestinal tract. One
of the most recent alternatives studied to overcome this limitation is lipid-based
formulations (LBFs). This drug delivery system comprises the drug solubilized in
lipid excipients, such as fatty acids, used in this study. LBFs are reported to be
capable of generating a state of drug supersaturation, which provides a viable
strategy for improving the absorption of these compounds. Then may provide
precipitation due to the high concentration of the drug in the environment. Fatty
acids, stearic acid (AE), palmitic acid (AP) and lauric acid (AL) were studied as
possible precipitation inhibitors in solution containing nimodipine (NMD). NMD is
a calcium channel blocker used for the treatment of systemic arterial
hypertension, neurological disorders and vasospasm due to subarachnoid
hemorrhage. The drug has two polymorphic forms, which have different
properties involving up to solubility and melting point, therefore, the material
was analyzed by solid state characterization techniques and indicated the
presence of the polymorph known as Mod I. A high performance liquid
chromatography (HPLC) quantification methodology adapted from a method
already used in house was also developed. The method has been shown to be
linear over a wide range and drug specific in media containing the three fatty
acids. Determination of experimental equilibrium solubility of NMD was
performed in media such as pH 6.5 and 1.6 buffer solutions, water and organic
solvent. For the fatty acids tests, the dispersion medium chosen was pH 6.5
buffer at two concentrations of 50 and 25 pug/mL, among which the best drug
performance was in lower concentration AP, presenting 2.25 + 0.12 pg/mL. All
were distinct from water (p <0.05), but still show the low solubility of NMD.
Analyzes to evaluate the ability of fatty acids to act as precipitation inhibitors,
NMD was added in media containing these compounds under the same
conditions as the previous experiment. At 50 ug/mL, higher concentrations were
obtained at the beginning of the analysis, then at 25 ug/mL, NMD was able to

remain higher than aqueous solubility for approximately 240 minutes. The best



performance was in medium containing AE in both demonstrated tests,
reaching 31.92 ug / mL in 10 minutes. The results are promising and interesting,
however, it is expected to deepen the possibilities that LBFs can provide to

improve the limitation of low aqueous solubility of drugs.

Key words: Solubility. Lipid-Based Formulations. Supersaturation. Nimodipine.
Fatty acids.
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1. INTRODUGCAO

1.1 SOLUBILIDADE

A solubilidade € um parémetro fisico-quimico que abrange a medida do
grau de mistura molecular entre dois compostos puros no equilibrio
termodinamico. A determinacdo exata da solubilidade aquosa de insumos
farmacéuticos € importante para desenvolver formulagdes, principalmente na
etapa envolvendo estudos de pré-formulacdo e dissolugdo, compreender o
controle de qualidade e as limitacbes de farmacos com baixa liberacdo. A
capacidade de medir essa propriedade de um composto é afetada por diversos
fatores, como area superficial, tamanho de particula, pH e temperatura do
meio, polaridade, natureza do soluto e solvente, entre outros (NETZ; ORTEGA,
2002; USP, 2011).

Farmacos pouco soluveis geralmente estao associados a propriedades
como hidrofobicidade e lipofilicidade, sendo, portanto fatores limitantes na
solubilizacdo e consequentemente, no processo de dissolugdo, que €
prejudicado. A molécula necessita superar a energia necessaria para romper a
rede cristalina para interagir com as moléculas do solvente durante o processo
de solvatacdo (DITZINGER et al, 2019). Devido a essa baixa solubilidade
maiores doses de farmaco podem ser requeridas. Contudo, o uso de altas
dosagens diarias, muitas vezes, resulta em alta variabilidade na
biodisponibilidade e aumenta o risco de toxicidade aos pacientes (KERNS; DI,
2008; WILLIAMS; WATTS; MILLER, 2016).

O progresso feito na area de quimica farmacéutica e na inovagédo em
triagem de alto rendimento levou a produgdo de um grande numero de
candidatos para potenciais novas moléculas com atividade terapéutica. No
entanto, ao mesmo tempo, essas técnicas introduziram compostos com a
problematica de baixa solubilidade aquosa na industria farmacéutica. Estima-se
que mais de 40 % dos farmacos no mercado possuem essa limitacao
biofarmacéutica (LIPINSKI et al, 2012; GILIYAR, FIKSTAD, TYAVANAGIMATT,
2006).

No intuito de identificar os farmacos em relagdo a solubilidade e

permeabilidade foi desenvolvido o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
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(SCB), a fim de obter melhores indices de correlagao entre a dissolugao in vitro
de farmacos e a biodisponibilidade in vivo. O SCB baseia-se no
reconhecimento que a dissolugdo de um farmaco e sua permeabilidade
gastrointestinal sdo os parametros essenciais que controlam a taxa e a
extensdo da absorgao. Dessa forma, os farmacos sao classificados em quatro
classes distintas (AMIDON et al., 1995), descritas na Figura 1.

Figura 1. Sistema de Classificagao Biofarmacéutica descrito por Amidon e colaboradores em
1995.

@ Classel

Alta solubilidade
Alta permeabilidade

O Classe I1

Baixa solubilidade
Alta permeabilidade

® Classe IV

Baixa solubilidade
Baixa permeabilidade

Alta solubilidade
Baixa permeabilidade

Fonte: Elaborado pela autora através da plataforma Canva ®, 2019.

A crescente quantidade de farmacos com baixa solubilidade levou a
industria farmacéutica a buscar alternativas para contornar a questdo da
solubilidade, explorando abordagens quimicas, fisicas ou de tecnologia
farmacéutica. Durante muito tempo, essas estratégias para contornar a baixa
absorcao e biodisponibilidade desses farmacos abordavam melhorias na
solubilidade e velocidade de dissolugdo no trato gastrointestinal. No entanto,
diversos estudos tém demonstrado que o aumento da solubilizagao intestinal
pode ter carater temporario, principalmente para farmacos altamente
permeaveis, SCB Il. Nesse sentido, a manutengdo de um estado de
supersaturacdo no trato gastrointestinal (concentragdo de soluto em solugéo
superior a solubilidade de equilibrio termodindmica) pode ser suficiente para

promover uma melhor absor¢cdo de farmacos com baixa solubilidade aquosa
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(BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009; DAHAN et al., 2016;
WEBSTER; JACKSON; BELL, 2017; WILSON et al., 2018).

1.2 FORMULAGOES BASEADAS EM LIPIDIOS

Entre as opgdes para contornar a limitagado biofarmacéutica relativa a
biodisponibilidade estdo as formulagdes baseadas em lipidios, do inglés “Lipid-
Based Formulations” (LBFs). Estas s&o definidas como sistemas de liberagéo,
compostos pelo farmaco em mistura com excipientes como triglicerideos,
glicerideos parciais, surfactantes e co-solvente. A principal vantagem das LBFs
€ aprimorar a solubilizacdo in vivo do farmaco quando dissolvido em lipidios
(POUTON, 2000; SAVLA et al, 2017). E relatado na literatura que o aumento
da solubilidade aparente do trato gastrointestinal (TGl), proporcionado por
LBFs, pode ter efeito positivo na permeabilidade em membranas bioldgicas
(FEENEY et al., 2016).

Dentre os possiveis mecanismos discutidos na literatura de como as
LBFs aumentam a absorgao por via oral, estdo: aumento da solubilidade
gastrointestinal do farmaco, promogdo de supersaturagdo, inibicdo da
cristalizacdo ou facilitacdo da precipitacdo na forma amorfa, efeitos no efluxo e
na permeabilidade intestinal, influéncia no metabolismo no intestino, aumento
do tempo de residéncia no TGl e a absorcédo linfatica. Moléculas que estao
préximas ou além das regras de Lipinski, conhecidas como “regra dos 5, séo
candidatas para as LBFs e possuem bom desempenho relatado em aumentar a
absorgao oral (KUENTZ, 2012; FEENEY et al, 2016; DITZINGER et al, 2019).
Em 1997, Lipinski e colaboradores estudaram mais de 2000 farmacos e
observaram propriedades fisico-quimicas essenciais para uma boa solubilidade
em agua e permeabilidade intestinal, entre elas, estdo: logP, numero de
doadores e aceptores de hidrogénio na molécula, peso molecular e os pontos
de interacdo com o alvo farmacoldgico (LIPINKSI, 2004).

LBFs compreendem o farmaco na forma solubilizada, o que contorna a
etapa de dissolucdo e € provavelmente a principal razao para o seu melhor
desempenho como sistema de liberagdo. No entanto, € importante que as
formulacbes mantenham o farmaco solubilizado, para que esta facilite a etapa
de absorcado. A alta solubilizacdo do farmaco nas LBFs produz um efeito de
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supersaturacio, e posteriormente também aumenta o limite de solubilidade na
presencga de lipideos (KUENTZ, 2018). Baseado na capacidade de gerar uma
maior concentracdo além da concentragdo de solubilidade, as LBFs sao vistas
como formas de dosagens supersaturaveis efetivas, o que € similar a outros
sistemas amplamente estudados, como por exemplo, as dispersdes sélidas
(KAWAKAMI, 2012; SUN et al, 2016; ZHANG et al, 2018; RIEKES et al, 2014).
Durante o transito intestinal, o farmaco é solubilizado em uma mistura
complexa de estruturas coloidais contendo excipientes na formulagédo, sais
biliares enddgenos, fosfolipidios e colesterol, que podem sustentar o efeito de
supersaturacdo por um tempo prolongado. Contudo, visto que este € um
estado metaestavel termodinamicamente, pode ocorrer a precipitacdo do
farmaco e consequentemente, reduzir a absor¢do (ALSKAR et al, 2018;
KUENTZ, 2018). Na figura 2, adaptada de Feeney e colaboradores (2016), &
possivel visualizar diferentes perfis de concentracdo para um dado farmaco

pouco soluvel e como as LBFs podem influenciar na forma de liberacdo de
modo diferenciado (KUENTZ, 2018).

Figura 2. Perfis idealizados de como as LBFs podem agir na solubilizagdo de farmacos pouco

soluveis em comparagao com o farmaco cristalino isolado.
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Fonte: Adaptado de Feeney et al, 2016.

As principais vantagens associadas as LBFs para farmacos pouco

soluveis e altamente lipofilicos abordam a questado farmacocinética no TGlI,
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evitando uma dependéncia da taxa de dissolugdo e aumentando a solubilidade
intestinal uma vez que os excipientes da formulacdo se misturem com os
fluidos gastrointestinais. No geral, € uma estratégia viavel para melhorar a
absorgéo limitada desses compostos lipofilicos (ALSKAR et al, 2019). No
entanto, apesar desse sistema de liberagao ainda ndo ser amplamente utilizado
no mercado farmacéutico, ha um crescente numero de produtos envolvendo
essa técnica na ultima década. De acordo com a plataforma PubMed as
pesquisas ganharam forgas (Figura 3) apds o sucesso comercial e clinico de
formulacbes de ciclosporina, como o Sandimmune® e Neoral®, cujas
propriedades aumentaram o foco no tamanho de particula da dispersao
formada durante a ruptura das capsulas como um possivel indicador do
desempenho in vivo das LBFs (FEENEY et al, 2016).

Figura 3. Crescimento em numeros de publicagdes sobre LBFs na plataforma PubMed, com
produtos LBFs comercializados sobrepostos nas datas correspondentes de langamento do
mercado.
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Fonte: Adaptado de Feeney et al, 2016.

Esse sistema de Iliberagdo também apresenta melhorias
biofarmacéuticas e pode aprimorar caracteristicas como, permeabilidade,
transito e metabolismo gastrointestinal, e mascaramento de sabor do principio
ativo. Comercialmente, as LBFs oferecem oportunidades adicionais ao paciente
de tratamento, como uma combinagdo com uma gama de diferentes formas

farmacéuticas que podem ser adequadas as suas preferéncias (FEENEY et al.,
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2016). Atualmente, sob um ponto de vista industrial, existem mais de 35
produtos com a tecnologia de LBFs disponiveis no mercado e um numero

desconhecido de potenciais projetos sendo desenvolvidos (HOLM, 2019).

1.3  SOLUGOES SUPERSATURADAS

No contexto de sistemas de liberagcao de farmacos administrados por
via oral, o estado de supersaturagdo se refere a geragcdo e manutencao
transitoria da sua concentragdo acima da sua solubilidade de equilibrio em
fluidos gastrointestinais. A supersaturacdo produz efeito na atividade
termodinamica de farmacos solubilizados, e com isso pode aumentar
significantemente a etapa de absorcao (YEAP et al, 2019).

Nas LBFs, altas concentragbes podem ser obtidas em comparagao aos
farmacos cristalinos, que possuem uma cinética de dissolu¢do lenta (FEENEY
et al, 2016; WILLIAMS et al, 2013). Uma rapida dispersdo acontece
paralelamente com uma rapida liberacao inicial do farmaco para sistemas auto
emulsificantes. O composto é liberado em uma fase coloidal aquosa que
essencialmente resulta em uma solubilizagdo conhecida como concentragao
aparente. Todavia, uma visdo mais estrita considera verdadeiramente liberado,
apenas o farmaco livre. Esse aumento inicial na concentracdo além da
solubilidade termodinamica € chamado de “spring”, e a habilidade de sustentar
a supersaturacdo do farmaco é considerado o “parachute” (GUZMAN et al,

2007), como é demonstrado na Figura 4.

Figura 4. Concentracao do farmaco em fungdo do tempo em sistemas supersaturados.

Zona metaestavel

L

Farmaco Cristalino
Spring
Spring + Parachute

Concentragdo do farmaco

Ceq

/

Tempo

Fonte: FRANCA, M. T; MARCOS, T.M.; STULZER, H.K (2018).
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Sistemas supersaturados de liberagao de farmacos possuem o farmaco
em formas altamente energéticas ou outras formas de dissolugéo rapida, que
propiciam a geragao de concentragdes intraluminais acima da solubilidade de
saturacdo. Polimorfos metastaveis, sais, cocristais, sistemas amorfos e
formulacdes baseadas em lipidios, que serdo abordadas posteriormente, sdo
algumas das formas sodlidas utilizadas por via oral mais relevantes, que
possuem potencial para formar solugbes supersaturadas (ALMEIDA E SOUSA
et al.,, 2016; BEVERNAGE et al., 2012; KUENTZ, 2018). Uma vez que esses
sistemas possuem o risco de precipitar, 0 que pode comprometer a etapa de
absorgao, inibidores de precipitagdo estdo sendo empregados para estabilizar
e manter a supersaturagao no TGl e maximizar a duracéo da alta concentracéo
do farmaco (WARREN et al, 2010), o quais serdo abordados posteriormente

nesse trabalho.

1.4  SELECAO DE EXCIPIENTES: ACIDOS GRAXOS

A alta solubilidade do farmaco, em particular bases fracas ionizaveis, é
tipicamente atingida em ambiente de baixo pH, como o estémago, e reduz com
a transicao para condi¢cdes de pH mais neutras, como intestino delgado. Com
isso, os sistemas de supersaturacdo influenciados por esse mecanismo,
possuem uma energia termodinémica alta (alto potencial de absor¢géo) quando
comparado com o farmaco no equilibrio (solubilidade), ou abaixo da
solubilidade. No entanto, essa transigao de um estado de alta energia para o
equilibrio é energeticamente favorecida, e, portanto a supersaturacdo pode
levar a uma precipitacdo a fim de retornar ao equilibrio (FEENEY et al., 2016;
PUIl et al., 2018).

Dessa forma, as formulagdes podem envolver excipientes chamados
de inibidores de precipitagdo, que devem evitar uma potencial cristalizagdo no
meio, para que a entdo solugcdo supersaturada se mantenha por um tempo
suficiente para promover absor¢ado do farmaco. Muitas vezes, necessita-se de
aditivos capazes de inibir ou retardar a precipitacdo do farmaco em solucéo.

Esses excipientes agem como um estabilizador do ambiente, mas apenas
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quando ndo chega ao grau maximo de supersaturacdo (DITZINGER et al.,
2019; STILLHART; KUENTZ, 2016; TAYLOR; ZHANG, 2016).

Nos ultimos anos, o uso de lipidios como excipiente esta sendo
amplamente investigado. Os fosfolipidios sdo moléculas com caracteristica
anfifilica e consistem em uma parte hidrofébica e outra hidrofilica, como acidos
graxos. Essa propriedade especifica permite que os fosfolipidios tenham um
papel importante para a formacdo da bicamada lipidica. A natureza anfifilica
facilita o aumento da solubilidade de farmacos pouco soluveis através da
formacdo de complexos ou micelas (PRATAP; GANGADHARAPPA, &
MRUTHUNJAYA, 2017). Os lipidios s&o biodegradaveis, de baixo custo, inertes
fisiologicamente, ndo toxicos e aprovados pelos érgéos regulatérios para uso
em produtos farmacéuticos (REITZ; KLEINEBUDDE, 2007). Assim sendo,
destaca-se o uso de acidos graxos como parte da formulagao, tanto atuando no
aumento da solubilidade do farmaco, quanto como um possivel inibidor da
precipitacdo no estado supersaturado do sistema de liberacdo. Na tabela
abaixo, estdo demonstrados os acidos graxos pré-selecionado tendo a

literatura como base.

Tabela 1. Caracteristica do farmaco e excipientes. MM= massa molar (g/mol), NC= namero de
carbonos na cadeia principal (para acidos graxos), PF= ponto de fusado, logP (coeficiente de

particdo) e solubilidade aquosa.

Compostos MM NC PF (°C) logP Solubilidade aquosa

1,18 uyg/mL a 25 °C (em
NMD 418,44 - 125 3,05
tampéao fosfato pH 6,5)
Acidos graxos

Acido Estearico

284,48 18 8,23 0,597 pg/mL a 25 °C
(AE) 68,8
Acido Laurico (AL) 256,43 16 61,8 717 4,81 yg/mL a 25 °C
Acido Palmitico
200,32 12 43,2 4,60 0,04 pg/mL a 25 °C

(AP)

Fonte: Pubchem database, 2019; PUI et al. 2018.
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1.5 NIMODIPINO

O nimodipino (NMD), farmaco modelo desse estudo, € classificado com
com base no SCB como classe Il (SCB), ou seja, possui baixa solubilidade
aquosa e alta permeabilidade em membranas biolégicas. Este farmaco tem
baixa biodisponibilidade oral (apenas 13%) (SWEETMAN, 2009), o que o faz
um o6timo candidato para o desenvolvimento de uma nova formulagdo
aplicando-se as técnicas para obtengdo de LBFs. O NMD, cuja estrutura esta
exposta abaixo (Figura 5), € uma dihidropiridina e atua como bloqueador de

canais de calcio.

Figura 5. Estrutura molecular do NMD.
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Fonte: PUI et al, 2018

O NMD é um anti-hipertensivo recomendado na profilaxia e tratamento
de isquemias causadas por espasmos de vasos cerebrais, apdés hemorragia
subaracndidea e aneurisma (NGUYEN, 2004). A hipertensao arterial sistémica
(HAS) é considerada um dos principais problemas de saude publica no Brasil,
elevando o custo médico-social, principalmente por suas complicagbes, como
doencga cerebrovascular, arterial coronariana e insuficiéncia renal e cardiaca
(BRASIL, 2010).

Este, possui a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica
devido a sua natureza lipofilica e pode ser utilizado também no tratamento de
enxaqueca e deméncia. O NMD também é um antioxidante e possui atividade
inibitéria na enzima fosfodiesterase tipo 1. Por ter efeitos neuroprotetores, faz

parte do manejo clinico de pacientes com hemorragia subaracndidea e reduz a
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severidade do déficit neurolégico causados por vasoespasmos (ANSARI et al,
2019).

No entanto, além da sua solubilidade baixa, o NMD possui dois
polimorfos, sendo um outro fator a ser levado em consideragdo para o
desenvolvimento de uma formulagdo. Ambos foram descritos por Grunerberg,
Keil e Henck em 1995. O polimorfo Modificagdo | (Mod |) ou a forma
metaestavel € uma forma racémica que apresenta uma maior solubilidade em
agua (0,36 + 0,07 pg mL ') em comparagdo com a Modificagdo Il (Mod I1), a
qual possui uma solubilidade aquosa de 0,18 £ 0,07 uyg mL e é a forma mais
estavel (RIEKES et al, 2014). O Mod | se apresenta em forma de um composto
racémico, de sistema cristalino com 4 moléculas na sua unidade assimétrica,
no entanto, o Mod Il é mais estavel a temperatura ambiente e €& um
conglomerado ortorrdbmbico que também possui 4 moléculas na sua unidade
assimétrica (GRUNERBERG; KEIL; HENCK, 1995). A figura 6, adaptada de

Riekes (2013), representa o empacotamento cristalino de ambos os polimorfos.

Figura 6. Empacotamento cristalino e célula unitaria de (A) Mod | e (B) Mod II.

Fonte: Adaptado de Riekes, 2013.

Muitas outras técnicas ja foram aplicadas e relatadas na literatura para
contornar as limitagdes biofarmacéuticas do NMD, como dispersdes sdlidas
com diversos excipientes poliméricos, tais como PVP, HPMC e PEG4000
(RIEKES et al, 2014; ADINARAYANA; RAJEDRAN; RAO, 2010; PUI et al,
2018). No entanto, ainda ndo ha relato do estudo de acidos graxos como

possiveis inibidores de precipitacdo em LBFs de NMD, o que é interessante



25

tanto do ponto de vista tecnolégico para a produgdo de um futuro
medicamento, quanto na perspectiva de um tratamento mais efetivo e seguro.
Atualmente, ha dois medicamentos com o principio ativo na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) com o registro ativo, ou seja, é
reconhecido, adequado a legislagao sanitaria e pode ser comercializado em
(ANVISA, 2019).

farmacéuticas contendo NMD registradas na ANVISA em pesquisa realizada

territério brasileiro A tabela 2 apresenta as formas

pela autora na plataforma da prépria agéncia regulatoria.

Tabela 2. Formas farmacéuticas registradas contendo NMD.
Detentora do

Nome Forma - .
registro/ Ano de Apresentagdo Vencimento do
comercial farmacéutica .
registro registro
30 mg /30
comprimidos
Vitamedic
revestidos
Industria Comprimido
MIOCARDIL® ) ) Ou 12/2020
Farmacéutica revestido
30 mg / 500
LTDA /2000
comprimidos
revestidos (uso
hospitalar)
Diffucap —
Chemobras c mid
omprimido
NIMOVAS® Quimica e g 30 mg 01/2024
revestido

Farmacéutica /
1999

Fonte: Plataforma de consultas, ANVISA, 2019.
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2. JUSTIFICATIVA

Como consequéncia da baixa solubilidade aquosa dos farmacos, a
absorgao e a biodisponibilidade sao fatores prejudicados, afetando diretamente
0 sucesso do medicamento durante o tratamento dos pacientes com HAS.
Grande parte da populagao brasileira e mundial sofre com HAS, portanto um
medicamento com uma melhor performance poderia aumentar a efetividade e a
seguranga, visto que é um tratamento a longo prazo. As doengas
cardiovasculares em geral ocupam o 2° lugar entre as principais causas de
mortes no pais, com uma taxa de mortalidade de 55,96 % e permanece atras
somente de doencas isquémicas cardiacas, com um total de 79,95 % de obitos
(BRASIL, 2016).

E relatado que no Brasil um a cada quatro adultos possuem HAS, e o
principal fator prejudicial é a alimentagdo com altos niveis de sdédio.
Recentemente, o Ministério da Saude divulgou que 34 pessoas morrem por
hora devido aos eventos cardiovasculares, totalizando aproximadamente 302
mil obitos no ano de 2017 (BRASIL, 2019). Sob o ponto de vista
socioeconémico, estudos realizados anteriormente afirmam que no Brasil o
custo anual para o tratamento da HAS no Sistema Unico de Saude (SUS) foi de
aproximadamente R$ 969.231.436,00 e, no Sistema Suplementar de Saude, de
R$ 662.646.950, representando 0,08 % do produto interno bruto (PIB) brasileiro
no periodo estudado (DIB et al, 2010).

Embora o NMD n&o conste na Relagdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (RENAME) (BRASIL, 2018), esse medicamento é padronizado para
uso hospitalar em diversos estados do Brasil. Por exemplo, no estado do
Espirito Santo o NMD é um dos principais medicamentos no protocolo clinico
para Abordagem aos Pacientes com Acidente Vascular Cerebral (AVC), com a
indicagdo de prevencgao de tratamento de vasoespasmo cerebral (ESPIRITO
SANTO, 2018). O Departamento de Administracdo de Alimentos e
Medicamentos (FDA) dos Estados Unidos reconheceu e aprovou o uso do
NMD pela primeira vez em 1988. No entanto, € recomendado estritamente para
0 manejo de vasoespasmos seguidos de hemorragia subaracnoidea (DAS,
ZITO, 2019).
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A estratégia abordada nesse trabalho pode trazer resultados
promissores e inovadores, tendo em vista que estudos relacionando os acidos
graxos como excipientes atuando como inibidores de precipitagdo ainda n&o
foram abordados profundamente na literatura. Pesquisas anteriores relacionam
os acidos graxos com farmacos no intuito de investigar o comportamento
durante a dissolugao in vitro e o seu uso adjuvante de estabilidade em diversos
processos de obtengcdo (VERVAECK et al., 2015). Além disso, uma crescente
porcentagem de moléculas que estdo sob estudo de pré-formulagdo nas
industrias farmacéuticas sdo compostos SCB classe Il e IV (SAVLA, 2017),

como o NMD.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de acidos graxos em inibir a precipitacdo do
farmaco pouco soluvel nimodipino em solug¢des supersaturadas tendo em vista

o aperfeicoamento das suas propriedades biofarmacéuticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Realizar a caracterizagao fisico-quimica do farmaco adquirido através de
distintas técnicas do estado solido, como calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) e espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho (FT-IR), a fim de identificar a forma polimoérfica da matéria
prima.

v" Desenvolver metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para quantificar o farmaco NMD em solugéo, isolado,
associado com os excipientes.

v" Determinar experimentalmente a solubilidade do farmaco em diferentes
meios de dissolugdo contendo acidos graxos, incluindo solugdes tampao
com diferentes pH.

v Avaliar a capacidade dos acidos graxos pré-selecionados na inibigdo da

precipitacdo do farmaco em solug¢des supersaturadas.
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4. MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

O NMD foi adquirido de Pharma Nostra Comercial LTDA (Rio de
Janeiro, Brasil). O acido estearico foi gentiimente cedido pela BASF South
America (Sao Paulo, Brasil). Os acidos laurico e palmitico foram adquiridos
através da Metaquimica Produtos LTDA (Jaragua do Sul, Brasil). Os solventes
metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e dimetilsulfoxido (DMSO) estavam
disponiveis no Laboratério de Controle de Qualidade desta Universidade. A
agua ultrapura foi obtida a partir do Sistema de Gradiente Milli-Q (Millipore,
Bedford, Estados Unidos).

42 METODOS

4.2.1 Caracterizagao do estado sélido
A caracterizacao do estado sélido faz parte dos estudos pré-formulagao
a fim de identificar a forma polimorfica em questdo. O farmaco NMD foi

previamente analisado através das técnicas apresentadas abaixo:

4.2.1.1 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

As curvas de DSC contendo aproximadamente 2 mg de amostras
contendo NMD foram obtidas em célula Shimadzu DSC-60, utilizando cadinhos
de aluminio hermeticamente fechados e acoplada a software TA-60. A faixa de
temperatura analisada foi de 25 a 150 c°C, a uma taxa de aquecimento de 2
°C/min e sob atmosfera de dindmica de N, de 100 mL/min.

A presente técnica forneceu resultados sobre os materiais cristalinos,
visto que geralmente apresentam eventos endotérmicos bem resolvidos e

relatados na literatura.

4.2.1.2  Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

(FT-IR)
As analises espectroscépicas FT-IR foram realizadas em equipamento
Perkin Elmer modelo Frontier FT-NIR/MIR, disponivel no Laboratério de

Controle de Qualidade, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas desta
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Universidade. As amostras com o farmaco foram colocadas diretamente no
amostrador e analisadas na regido de 4000 — 600 cm™, em temperatura
ambiente, com uma média de 16 varreduras em resolugao espectral de 4 cm™.

A espectroscopia FT-IR forneceu espectros relativos as fases

cristalinas das matérias-primas.

4.2.2 Desenvolvimento da metodologia analitica por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.2.2.2 Instrumentagéo e condi¢gbes cromatograficas

A metodologia analitica por CLAE foi desenvolvida utilizando um
cromatografo PerkinElImer® Series 200 com detector UV em 235 nm,
adaptando o método utilizado por Riekes e colaboradores (2014), tendo em
vista a substituicdo do solvente organico acetonitrila, 0 qual possui alto custo,
por metanol. Os experimentos foram conduzidos em coluna cromatografica de
fase reversa Merck (Darmstard, Alemanha) Purospher® Star RP-18 (250 x 4,6
mm; 5 um). Uma pré-coluna Phenomenex (Torrance, Estados Unidos) foi
utilizada para proteger a coluna. A fase movel foi composta por MeOH:agua
(75:25, viv), em fluxo de 1,0 mL min 1 a 25 °C. As amostras foram filtradas em

filtro de membrana de 0,45 pm, e um volume de injegdo de 50 pL.

4.2.2.3 Linearidade, limite de deteccdo (LD) e Ilimite de
quantificagéo (LQ)

As curvas de calibracdo foram obtidas através de cinco concentragdes
variando entre 0,25 a 45 yg/mL. As analises foram realizadas em triplicata e a
curva média foi obtida por regressao linear.

Os valores de LD e LQ foram calculados a partir do desvio padrao da
resposta (0) e coeficiente angular (s), obtidos através da equagédo da reta

média.

4.2.2.4  Especificidade
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A especificidade do método foi determinada através da analise de
solugdes de NMD isolado, na presenca de AE, AL e AP, e os acidos graxos
sem NMD, em uma concentragdo de 2,5 pg/mL. Todas as amostras foram

analisadas em ftriplicata.

4.2.3 Determinagao experimental da solubilidade do farmaco

cristalino

As analises foram realizadas por meio de adicdo do farmaco em
excesso nos meios de dissolugdo: agua, solugdo tampdo pH 1,6, solugéo
tampao pH 6,5, DMSO 0,25 e 0,50 % em incubadora shaker Nova Técnica,
modelo NT 715. As amostras foram mantidas a 37 °C e 240 rpm de agitacao
até determinagao de concentragao constante do farmaco em solugcao. Aliquotas
foram coletadas nos tempos de 4, 24 e 48 horas e filtradas em filtro de
membrana 0,45 ym. A determinacdo quantitativa foi realizada através de

metodologia analitica por CLAE, descrita no item 4.2.2.

4.2.4 Avaliacao da influéncia dos carreadores como inibidores

de precipitagao

A analise da influéncia do carreador na inibicdo da precipitacdo do
farmaco foi realizada através do método Solvent Shift (SUN et al, 2016). O
farmaco foi previamente solubilizado em DMSO, solvente organico miscivel em
agua. Quantidades equivalentes a 24 mg/mL foram adicionadas a 25 mL dos
meios de dissolugdo pH 6,5 (com ou sem a adicdo dos carreadores). As
solugdes de acidos graxos foram testadas na concentragao de 50 e 25 ug/mL.
Os experimentos foram realizados em incubadora shaker Nova Técnica,
modelo NT 715, a 37°C, 240 rpm por 240 minutos. Aliquotas foram coletas nos
tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 minutos e imediatamente
diluidas em solugao de ACN:agua (60:40, v/v) na proporcao de 1:1 de solugao
diluigdo para amostra. A determinagdo quantitativa foi realizada através de

metodologia analitica por CLAE, descrita no item 4.2.2.
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4.2.5 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi conduzida através de analise de
variancia ANOVA e teste de Tukey para comparagado de médias e calculos de
area sob a curva (AUC). O teste-t de Student para interpretagdo de equilibrio
em determinagdo da solubilidade. Em todos, os resultados significativos
apresentaram probabilidade menor que 5 % (p < 0,05 com intervalo de
confianga de 95 %). Os softwares utilizados foram o GraphPad Prism ® 6,
Microsoft Excel® e DDSolver®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO DO ESTADO SOLIDO

As propriedades fisico-quimicas dos farmacos no estado solido estao
relacionadas estreitamente com aspectos como biodisponibilidade,
solubilidade, procedimentos farmacotécnicos e condi¢gdes de administracéo
(CUFFINI et al, 2001). O polimorfismo é descrito como sistemas cristalinos
onde os compostos podem existir em estruturas chamadas células unitarias,
porém todas possuem a mesma composigao elementar (BRITTAIN, 2008).

Dessa forma, nas industrias quimicas e farmacéuticas a forma
polimorfica € altamente relevante e estudada no desenvolvimento, pois além
dos fatores citados acima, pode influenciar a estabilidade. Ha um esforgo tanto
por parte do setor industrial quando pelas agéncias regulatorias em casos de
definicdo do melhor polimorfo. Entre os métodos mais utilizados estao:
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, difragcdo de raio-X de po,
espectroscopia de Raman, analise termogravimétrica, DSC e FT-IR
(HALEBLIAN, MCCRONE, 1969; TISHMACK, 2003; ROBERT et al, 2006).

5.1.1 DSC

Meétodos de analise térmica consistem em tudo que pode detectar uma
caracteristica do sistema em funcéo da temperatura. Entre eles, o DSC é uma
das técnicas mais recomendadas, a qual permite a deteccdo quantitativa de
processos em que a energia € requerida ou gerada (SUN et al, 2016; LEUNER,
DRESSMAN, 2000).

A figura 7 mostra a curva de DSC obtida para o NMD obtido

comercialmente e disponibilizada no Laboratério de Controle de Qualidade.
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Figura 7. Curva de DSC do NMD.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Como pode ser observado acima, a matéria-prima apresenta um unico
evento de fusdo em 123,39 °C com calor de fusdo de 98,30 J/g, relacionando
entdo com a forma polimorfica descrita na literatura como Mod I. Ambas formas
do NMD conhecidas possuem eventos de fusao distintos, uma vez que Mod | e
Mod Il mostram endotermas de 124 + 1 °C e 116 = 1 °C, respectivamente
(GRUNENBERG, KEIL, HENCK, 1995. RIEKES et al, 2014).

51.2 FT-IR

O FT-IR é uma técnica simples e confiavel, frequentemente utilizada na
caracterizagao de materiais cristalinos. Esse método possui a capacidade de
detectar a ocorréncia de ligacdes de hidrogénio, intra ou intermolecular, o que
geralmente leva a mudancgas de frequéncia vibracional (ZHOU et al, 2016).

Através da técnica de FT-IR, a figura 8 mostra o espectro de IV obtido

para o NMD.
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Figura 8. Espectro FT-IR do NMD.
100

N

85 3296
80 !

75

%T

70

659

60

55 5

1692 1134
504

454 . ; . y "
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 00
cm-1

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Conforme a imagem acima, bandas caracteristicas do NMD foram
detectadas, como: estiramento N-H (3292 cm™), grupamento carbonila em
forma de éster C=0 (1692 cm™), ligagdo aromatica C=C (1621 cm™), -NO,
(1520 cm™) e C-O (1134 cm™) (LEE et al, 2017).

Além do DSC, os polimorfos também podem ser diferenciados pela
espectroscopia FT-IR. As diferencas entre as formas cristalinas do NMD s&o
relativas a banda de estiramento N-H, enquanto para Mod | esta banda
aparece em 3293 cm'1, em Mod Il a mesma se encontra em 3270 cm’
(BARMPALEXIS, KACHRIMANIS, GEORGARAKIS, 2011). Esse resultado
corrobora com o DSC, para a confirmacdo da identidade polimérfica do

farmaco como Mod |.

52 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALITICA POR
CLAE

O método utilizado como base de Riekes e colaboradores (2014) foi
adaptado principalmente pela questao dos solventes utilizados na fase mével.
A necessidade dessa mudancga ocorreu devido ao uso de ACN, MeOH e agua
nas propor¢des de 55:11:34 (v/v/v), com um fluxo de 0,5 mL/min, o que
resultava em uma analise de 20 minutos para cada amostra. Com o objetivo de
otimizar a quantificacdo e diminuir custo, levando em consideragdo a

quantidade de analises elevada, todos esses parametros sofreram alteragdes.
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Esse ajuste foi de extrema importancia para esse projeto, visto que o
solvente ACN possui um valor aproximadamente 3 vezes maior do que o
MeOH. Além disso, o tempo de analise foi reduzido para 12 min com o tempo

de deteccdo do NMD em 9,6 min.

5.2.1 Linearidade, LD e LQ
A avaliagao da linearidade demonstrou que o NMD apresentou uma
correlagdo linear na faixa de 0,25 a 45 upg/mL, com um coeficiente de
correlacéo linear superior a 0,99 (r2 > 0,99). A equagao da reta obtida para a
reta média de calibragao (Figura 9) é dada em termos de y = ax + b, onde x é

referente a concentragdo em ug/mL e y corresponde a area do pico em volts.

Figura 9. Curva de calibragdo média do NMD obtida por CLAE a 235 nm, com sua respectiva
equagéo da reta e coeficiente de correlaggo (r’).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Os valores de LD e LQ foram de 0,234 e 0,708 pg/mL,
respectivamente, garantindo a sensibilidade de quantificacdo do método na
faixa de trabalho utilizada.

5.2.2 Especificidade

Os cromatogramas referentes as analises de solugdes dos excipientes
isolados n&o apresentaram nenhum pico correspondente ao NMD, levando em
conta o tempo de retencao de aproximadamente 9,6 minutos. No entanto, nas

amostras que continham o NMD isolado e em presenca dos acidos graxos, o
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pico relativo ao farmaco foi detectado, com as medidas de areas em volts

demonstradas abaixo (Tabela 3).

Tabela 3. Dados referentes a especificidade do método de quantificagao por CLAE.
Concentracdao média *

Amostras Area média (volts) desvio padrio (ug/mL)
NMD isolado 156744 2,06 + 0,21
NMD em AE 159964 210+0,10*
NMD em AL 233696 2,97 £ 0,52 **
NMD em AP 158008 2,07+0,20 *

() p>0,05] (") p<0,05
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Em comparagdo com o NMD isolado, a quantificagdo do farmaco nao
foi afetada pelos acidos graxos AE e AP, com uma diferenga de concentragéo
insignificantes (p > 0,05). Porém, observa-se que os valores para o NMD sao
significantemente afetados em ambiente contendo o AL (p < 0,05).

E importante ressaltar que nos testes contendo apenas os acidos
graxos, o farmaco nao foi detectado, o que € um ponto positivo e demonstra

que nao houve a contaminagao durante o preparo das amostras.

5.3 DETERMINACAO EXPERIMENTAL DA SOLUBILIDADE DO
FARMACO CRISTALINO
A figura 10 exibe os valores de solubilidade obtidos para o NMD em
diversos meios, como agua, solugdes tampao pH 6,5 e 1,6, e em DMSO 0,50 e
0,25 %.
Figura 10. Solubilidade do NMD em diferentes meios a 37°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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O resultado acima é referente as concentragdes do composto apos 24
horas de agitagdo até alcancar o equilibrio, visto que ndo houve diferenca
significante comparada aos valores de analise de 48 horas (p > 0,05).

A solubilidade NMD aquosa experimental (3,03 + 0,12 pg/mL) se difere
da encontrada na literatura (1,18 pg/mL), e entado foi utilizada como base para
os procedimentos seguintes a fim de correlacionar de melhor maneira possivel
com as condi¢des climaticas da presente regido e com as caracteristicas da
amostra disponibilizada.

Para o posterior estudo de supersaturacdo, o método Solvent-Shift
(SSM) foi utilizado, o qual consiste em adicionar o farmaco solubilizado em
uma pequena quantidade de um solvente organico miscivel em agua no meio
de analise (PINTO et al, 2018). Dessa forma, para esse ensaio foi necessario
analisar o comportamento do NMD em duas concentragées de DMSO, a fim de
verificar qual seria mais adequada. Ambas se mostraram bem préximas,
concentragdes de 0,25 e 0,50 % apresentaram valores de 2,62 + 0,43 ug/mL e
2,70 = 0,23 ug/mL, respectivamente, para o NMD. A partir desses resultados,
foi possivel concluir que nenhuma das concentragcdes afetou a solubilidade
aquosa do farmaco, com uma diferenga nao significativa para a analise feita em
agua (Teste t, p > 0,05), portanto, DMSO 0,50 % foi escolhido para os estudos
de supersaturagao.

Apos a escolha do meio analitico, o proximo passo foi analisar a
solubilidade do NMD em diferentes concentracées de excipientes, em 25 e 50
pMg/mL. Para isso, primeiramente foi necessario dispersar os acidos graxos nos
meios discutidos anteriormente, o que representou uma grande dificuldade
visto a alta lipofilicidade desses compostos. Desse modo, foram aquecidos até
a fusdo e entdo foi adicionado o tampdo pH 6,5 sob agitacdo constante em
temperatura ambiente, pois foi a solugdo que obteve o melhor desempenho
para dispersar os excipientes. A figura 11 demonstra os valores experimentais
de solubilidade para o NMD em meio contendo os acidos graxos em duas
concentragbes em 24 horas até alcangar o equilibrio, sem diferenga
significativa para a amostra coletada em 48 horas (Teste t, p > 0,05). Na
solucao de maior concentragao, observou-se que havia uma maior turbidez no
meio, e isso pode estar ligado a baixa de concentracado de farmaco encontrada
quando comparado ao meio a 25 ug/mL (p < 0,05).
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Figura 11. Solubilidade de equilibrio do NMD em meios contendo os acidos graxos em

concentragao de 50 e 25 uyg/mL a 37 °C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Entre os excipientes houve semelhanga no efeito de solubilizagdo do
farmaco, em cada concentragao utilizada, no tampao pH 6,5 (p > 0,05). Visto
isso, o melhor desempenho foi em meio AP de menor concentragdo, com 2,25
+ 0,12 pg/mL. Todos foram distintos da agua (p < 0,05), porém ainda se

mostram a baixa solubilidade do NMD.

54 AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS CARREADORES
COMO INIBIDORES DE PRECIPITAGAO

Os estudos de supersaturagdo foram conduzidos com os acidos graxos
dispersos em solucado tampéao pH 6,5 em ambas as concentragcdes abordadas
anteriormente. Para executar o SSM, 125 uL de farmaco em DMSO, em uma
concentracdo de 24 pg/mL, foram adicionados aos meios analiticos. Essa
quantidade foi baseada na analise do desempenho do farmaco em solvente
organico (DMSO 0,50 %) retratada no item 5.3 miscivel em 25 mL de ambiente
aquoso.

A avaliacdo de um sistema que pode causar supersaturagao in vivo

requer a adaptacao do ensaio de dissolugao in vitro. Geralmente, a condicao
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nao sink é utilizada em funcdo do volume de ensaio ser reduzido (FRANCA,

2016; SUN, WEN, TAYLOR, 2016).
Os perfis de concentragao em fungao do tempo do NMD nesses meios

distintos estdo demonstrados na figura 12.

Figura 12. Perfis de concentragdo versus tempo da avaliagdo da influéncia dos diferentes
carreadores (AE, AP e AL) em (A) 25 e (B) 50 pg/mL a 37°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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Na figura 12A, em meio AE se sobressaiu quando comparado aos AP e
AL, mas nenhum na concentragdo de 25 ug/mL atingiu a concentragdo maxima
alcancada visualizada no procedimento de maior concentragdo (Figura 12B).
Por outro lado, percebeu-se que todos conseguiram manter o NMD em uma
concentracdo maior que sua solubilidade aquosa constantemente durante o
tempo de analise. Em AE, o farmaco alcangou a sua concentracdo maxima de
13,72 yg/mL em 15 minutos e ao final dos 240 minutos, 8,63 pg/mL, com
diferencga significativa do NMD em tampéao pH 6,5 (p < 0,05). Em meios AP e
AL, o maximo atingido foi de 10,65 ug/mL em 10 minutos e 10,15 pg/mL em 15
minutos, respectivamente. Apdés 180 minutos, o NMD n&o se difere
significativamente da sua solubilidade em tampao pH 6,5 nos meios com AP e
AL (p > 0,05). Notou-se a presenga de precipitado branco durante esse
experimento, principalmente apos 60 minutos.

Na figura 12B, também é possivel observar que o melhor desempenho
foi do meio AE, atingindo 31,92 pg/mL em 10 minutos, quando comparado com
os AP e AL, com 19,36 e 15,80 pg/mL, respectivamente, no mesmo tempo de
analise. Apds 30 minutos de agitagao, as concentragoes em AP e AL ndo eram
significativamente diferentes da solubilidade aquosa do NMD (p > 0,05). Para o
AE, foram necessarios 60 minutos até atingir essa diferenga. A partir disso, os
excipientes tiveram comportamentos semelhantes e ndo conseguiram manter
um ambiente de alta de concentracao do farmaco. Durante o procedimento,
percebeu-se que no inicio 0 meio estava com uma certa opacidade, devido aos
acidos graxos, e ao longo dos 240 minutos também haviam precipitados
brancos, o que pode sinalizar que o NMD nao estava mais em solugao.

Na figura 13, estdo apresentados os resultados de (AUC) referente aos
graficos acima (figura 12), a qual representa uma medida geral da extensao da
supersaturacédo, levando em conta tanto o grau como a duragdo de
supersaturacdo (FRANCA, 2016).

A maior area visualizada entre todos foi do meio AE em 25 ug/mL, com
uma AUC de 2389 pg.min.mL™", em contraste, a menor area exibida foi do AL
em 50 upg/mL, com AUC de 610 pg.min.mL”. Na figura 13A, todos os
resultados demonstram semelhanga entre eles (p > 0,05), ou seja, tiveram
comportamentos proporcionais durante o estudo de supersaturacédo. Por outro
lado, na figura 13B houve diferenca significativa entre o meio contendo AE,
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com os de AP e AL (p < 0,05), pois apresentou uma AUC representativamente
maior que ambos.

Figura 13. Dados de AUC do estudo de supersaturacdo do NMD em &cidos graxos nas
concentragoes de (A) 25 e (B) 50 pg/mL a 37 °C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Embora o farmaco nao tenha se mantido em alta concentragao
consideravel durante os estudos de supersaturagdo, acredita-se que o
resultado ndo esteja muito distante do que esta sendo feito por outros grupos

de pesquisa com o NMD. Por exemplo, Sun e colaboradores (2016)
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recentemente publicaram um estudo com o NMD associado com polimeros na
forma de dispersdes sdlidas e a solubilidade apresentada foi de
aproximadamente 35 pg/mL em meio aquoso na presenga do surfactante lauril
sulfato de sodio 0,05 % em pH 4,5 (SUN et al, 2016).
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6. CONCLUSAO

A caracterizagcao do estado solido foi realizada através das técnicas
analiticas DSC e FT-IR, as quais permitiram diferenciar os dois polimorfos de
NMD, confirmando entdo a identidade do Mod |, o qual foi obtido
comercialmente no mercado brasileiro. Essa analise forneceu informacdes
importantes sobre a qualidade de armazenamento da matéria-prima, visto que
€ um produto fotossensivel, e por isso pode apresentar problemas de
estabilidade ao longo do tempo.

O desenvolvimento da metodologia por CLAE e a adaptacao feita com
o principio de ser mais vantajosa analiticamente e financeiramente foi
alcangada com sucesso. O MeOH é um solvente muito mais viavel para
compra e ao longo do extenso numero de analises feitas para essa e outras
pesquisas futuras. O método se mostrou linear em uma ampla faixa de
aceitagcdo e também especifico para o NMD em meios contendo os acidos
graxos utilizados.

A solubilidade experimental do NMD foi determinada em diferentes
meios de solugdo, como solugdes tampao, agua e em solvente organico, o
DMSO. Além disso, também foi avaliada em ambiente contendo os excipientes
em duas concentragdes. Dessa maneira, a baixa solubilidade do farmaco foi
demonstrada e a necessidade de um sistema de liberacéo se faz necessaria.

Quanto a avaliagao dos acidos graxos AE, AP e AL como inibidores de
precipitacao, foi observado uma diferenga significativa entre o NMD isolado em
tampao pH 6,5. No entanto, espera-se um aprofundamento na pesquisa sobre
as possibilidades que as LBFs podem proporcionar, para a obtengao de um
resultado ainda mais promissor, que possa alcangar ou superar o que ja é

relatado na literatura, como as dispersdes solidas.
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