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RESUMO

O processo de envelhecimento populacional esta associado ao
desenvolvimento de transtornos do sistema nervoso central que acometem processos
cognitivos e também doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson, cujos
tratamentos consistem na terapia com farmacos nootropicos. A vista disso, os
pesquisadores da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) e do grupo de
pesquisa Milagre Research Group (IQ/UNESP) sintetizaram compostos com potencial
nootrépico, com diferentes abordagens farmacoldgicas, denominados compostos da
série LINSO1 (diidrobenzofuranil-piperazinas e diidroindol-piperazinas) e derivados do
levetiracetam, respectivamente. Contudo, a avaliagdo da eficicia e seguranca de um
candidato a farmaco engloba uma série de estudos de investigacdo farmacoldgica
para fundamentar a selecdo dos compostos mais promissores para a continuidade do
desenvolvimento do produto farmacéutico, como por exemplo os estudos de
estabilidade. O presente trabalho teve como objetivo realizar estudos de estabilidade
guimica e em plasma dos compostos LINSO1 e derivados do levetiracetam. A
determinacdo da estabilidade quimica e ex vivo fornece informacdes que permitem
verificar o periodo de tempo na qual um composto se mantém estavel e também em
guais condi¢cdes € provavel que ocorra a geracdo de metabalitos téxicos devido ao
comprometimento da estrutura, que por sua vez podem influenciar parametros
farmacocinéticos, fornecendo assim subsidios para a selecéo da via de administracao
mais adequada a finalidade e também para a tomada de decisfes ao longo do
processo de desenvolvimento. Os compostos foram entdo submetidos a trés
diferentes pHs (1,2; 7,4 e 8,8) e plasma de rato por 720 minutos, sob aquecimento a
37°C e agitacdo constante, e avaliou-se a estabilidade dos compostos através de
métodos analitico e bioanalitico, previamente desenvolvidos e validados no presente
estudo. Os métodos analitico e bioanalitico forneceram reprodutibilidade e
efetividade, de forma a quantificar os compostos com precisdo e exatiddo e o0s
resultados dos estudos de estabilidade proporcionaram resultados satisfatorios para
0S compostos, classificando-0s como aptos a prosseguir para 0s estudos pré-clinico

e clinico.

Palavras chaves: estabilidade; HPLC-MS; transtornos centrais; nootropicos.



ABSTRACT

The ageing population process is associated with the development of central
nervous system disorders that affect cognitive processes and also neurodegenerative
diseases such as Alzheimer’s and Parkinson’s, whose treatments consist of therapy
with nootropic drugs. For this reason, researchers from the Federal University of S&o
Paulo (UNIFESP) and from the Miracle Research Group (IQ / UNESP) synthesized
compounds with nootropic potential, with different pharmacological approaches, called
LINSO1 series compounds (dihydrobenzofuranyl-piperazines and dihydroindole-
piperazines) and levetiracetam derivatives, respectively. However, the evaluation of
the efficacy and safety of a drug candidate includes a series of pharmacological
investigation studies to support the selection of the most promising compounds to
continue the development of the pharmaceutical product, for example stability studies.
This present study aimed realize chemical and plasma (ex vivo) stability studies of
LINSO1 compounds and levetiracetam derivatives. The determination of chemical and
ex vivo stability provides important informations that allows to verify the period of time
in which a compound remains stable and also under which conditions is likely to occour
the generation of toxic metabolites, due to the compromised structure, which can
influence pharmacokinetic parameters, thus providing support for the selection of the
most adequate administration routes for the purpose and also for decision-making
throughout the development process. So, the compounds were subjected to three
different pHs (1,2; 7,4 and 8,8) and rat plasma for 720 minutes, under heating at 37°C
and constant agitation, and the stability of the compounds was evaluated through
analytical and bioanalytical methods, previously developed and validated, in the
present study. The analytical and bioanalytical methods provided reproducibility and
effectiveness, in order to quantify the compounds with precision and accuracy, and
the results of the stability studies provided satisfactory results for the compounds,

classifying them as suitable for proceeding to pre-clinical and clinical studies.

Keywords: stability; HPLC-MS; central disorders; nootropics.
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1. Introducéo

O interesse na descoberta de formas de tratamentos para erradicar doencas e
também aumentar a qualidade de vida de seres humanos data dos tempos mais
remotos da sociedade (CALIXTO; SIQUEIRA, 2018). Ao longo da historia, a evolucao
expressiva da quimica e biologia, permitiu a ampliagdo do conhecimento a respeito
de vias bioquimicas, alvos moleculares e também mecanismos associados ao
aparecimento de patologias, e tornaram possivel o desenvolvimento de diversos

medicamentos atualmente disponiveis na clinica (NASCIUTTI, 2012).

No entanto, introduzir um novo medicamento que seja inovador no mercado é
um processo complexo, longo e oneroso (NASCIUTTI, 2012). A inovagao
tecnoldgica, ou seja, a introducdo de um novo produto farmacéutico no mercado,
representa um peso na lucratividade de instituicbes como industrias farmacéuticas,
sendo um fator de sobrevivéncia para empresas no contexto mundial (VIEIRA;
OHAYON, 2006).

Diversas estratégias podem ser utilizadas visando a promoc¢ao da inovagao
farmacéutica, como por exemplo a inovacgao radical, na qual é desenvolvido um novo
medicamento; ou incremental, em que séo realizadas modificacdes na estrutura
guimica de compostos ja conhecidos visando melhorias de propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas (VIEIRA; OHAYON, 2006; BARREIRA;
FRAGA, 2015).

A inovacao mais relevante € aquela que procura atender as necessidades do
mercado, como por exemplo a busca por um aumento de eficacia, seguranca de uso
e reducédo de efeitos adversos (VIEIRA; OHAYON, 2006). E através dela, os novos
medicamentos gerados podem trazer inumeros beneficios para usuarios de
medicamentos, como melhoria da qualidade de vida, menor tempo de internacao

hospitalar e, por consequéncia, aumento da expectativa de vida (OLIVEIRA, 2021).

Contudo, € um processo que requer aporte financeiro e tempo, além de ser um
processo arriscado do ponto de vista de investimentos devido a possibilidade dos

resultados ndo serem compativeis com o grau de investimento (VIEIRA; OHAYON,
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2006. Segundo o |Instituto Nacional de Caéancer (INCA), o processo de
desenvolvimento de um novo farmaco dura em média dez anos, e a cada 10.000
moléculas avaliadas, apenas uma chegara ao mercado, o que corresponde a uma
probabilidade de 12% de acerto (INCA, 2021).

Apesar do advento da tecnologia computacional, através de modelos
matematicos e softwares, que auxiliam nos primeiros passos do processo de
delineamento de um novo farmaco, indicando as alteracGes estruturais com maior
probabilidade de sucesso em relacdo a um determinado objetivo, muitas vezes nas
fases posteriores do processo de desenvolvimento, os compostos demonstram falhas
nas propriedades farmacocinéticas (NETO, 2019).

Os processos farmacocinéticos sdo complexos e multifatoriais, envolvem
diferentes tipos de interacdes - como intera¢des idnicas, polares, hidrofobicas- com
estruturas do organismo tais como membranas, proteinas e ambientes intracelulares
ou extracelulares que influem diretamente em parametros farmacocinéticos
(SCHOENWALD, 2006). Assim, se torna necessario 0 conhecimento das
propriedades das moléculas candidatas a farmaco, como por exemplo através de
ensaios in silico tais como a estabilidade quimica e em plasma a fim de determinar a
susceptibilidade estrutural frente a determinadas condi¢cdes experimentais, visando
direcionar a selecdo dos modelos animais utilizados nas fases pré-clinica e clinica
nas fases posteriores de desenvolvimento, escolha da via de administracdo mais
adequada, e também auxiliar na tomada de decisdes ao longo do delineamento de
novos farmacos e sustentar e nortear a interpretacdo dos resultados obtidos nos
estudos in vivo (VENKATAKRISHNAN et al., 2003; SCHOENWALD, 2006; ZHANG et
al., 2012; AULTON; TAYLOR, 2016).

O avanco tecnoldogico mundial promovido pelo advento de softwares
computacionais e também os estudos in silico, que otimizam a obtencédo de muitas
informacdes fisico-quimicas a respeito de novas moléculas, revolucionaram o
delineamento de produtos farmacéuticos, e, por sua vez, esta diretamente associado
ao aumento de expectativa de vida populacional mundial, devido novas terapias
introduzidas na medicina clinica (RITCHIE; ROSER, 2018). Segundo o relatério

internacional World Population Ageing, estima-se que em 2050, o numero global de



idosos sera maior que 1,5 bilhdes (NACOES UNIDAS, 2020). O que também é
observado nacionalmente. No Brasil, em 2018, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), a média de vida da populacdo era de 76 anos, sendo
79 anos para mulheres e 72 anos para homens.

Atrelado ao aumento da expectativa de vida populacional, tem-se o
envelhecimento populacional (KEMPURAJ et al, 2017). O processo de
envelhecimento esta vinculado a alteracdes neuronais relacionadas ao aparecimento
de uma série de transtornos do sistema nervoso central (SNC) que acometem
processos cognitivos, tais como memoria, atencdo, raciocinio, linguagem e
compreensao (SERRAO, 2015). E também esta associado ao aumento da incidéncia
e prevaléncia de doengas crbnicas, muitas delas relacionadas ao estresse
ocasionado pelo estilo de vida, como maus habitos de sono, alta carga laboral,
ambiente social e virtual, transito, violéncia, entre outros (KEMPURAJ et al., 2017;
VILLELA, 2019). O estresse gerado leva a quadros de neuroinflamacdo (KEMPURAJ
et al., 2017).

A neuroinflamacdo é promovida pela ativacdo de mastécitos que induzem a
ativacdo de células gliais, ocasionando a ruptura da barreira hematoencefélica, e
desse modo, permitindo a entrada de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias,
gerando um desequilibrio que, por sua vez, compromete a sinalizacdo neuronal e
evolui para neurodegeneracdo (KEMPURAJ et al, 2017). Alteracbes na substancia
branca dao origem a algumas situacfes patoldgicas, como a deméncia referente a
doenca de Alzheimer (que acomete 35,6 milhdes de pessoas no mundo, sendo 1,2
milhdes de pessoas no Brasil anualmente) e Parkinson (que atualmente atinge mais
de 10 milhdes de pessoas no mundo, sendo a segunda doenca neurogenerativa mais
comum, atras somente da doenca de Alzheimer); e também outras situacées como
por exemplo esquizofrenia, depresséo, epilepsia, transtornos de ansiedade, entre
outras (FROESTL; MUHS; PFEIFER, 2012; KEMPURAJ et al., 2017).

Porém, muitas das doencas relacionadas ao sistema nervoso central ainda néo
possuem cura definitiva disponiveis na clinica, apenas terapias paliativas, que
retardam a evolucdo do quadro clinico. Isso se reflete em uma tendéncia observada

em grandes industrias farmacéuticas nos ultimos anos, na qual grande porcentagem



de investimento é destinada para o estudo e desenvolvimento de novos candidatos a
farmaco visando o tratamento de doencas associadas ao SNC, com destaque para

as neurodegenerativas, conforme aponta o Guia de 2019 da Interfarma.

Dentre as teorias iniciais a respeito de terapias para desordens do SNC,
envolvendo a modulagédo da atividade neuronal, tem-se a atuacao nos receptores
histaminicos, muscarinicos e nicotinicos (CORREA et al., 2017). A histamina é um
importante mediador para uma série de processos fisiopatoldgicos, como por
exemplo, processos alérgicos e inflamatdrios; e também, possui atividade em
neurotransmissores no SNC (CORREA et al., 2017). Sua atuacgio se da a partir sua
interacdo com seus respectivos receptores histaminérgicos acoplados a proteina G,
gue séo de quatro subtipos: HiR, H2R, H3R e H4R, de forma a ativa-los (GOLAN et
al., 2014). O receptor H3R € expresso principalmente no SNC e nas terminacdes
nervosas do trato gastrointestinal e do coracdo, e controla a liberacdo de varios
neurotransmissores como noradrenalina, acetilcolina, serotonina, acido amino-
butirico (GABA), glutamato e a histamina, funcionando como receptor pré-sinaptico
(auto e heterroreceptor) (GOLAN et al., 2014;. CORREA et al., 2017). E por ser um
receptor acoplado a proteina Gl/o, sua ativacdo a reducdo da concentracao
intracelular de AMPc, a inibicdo de canais de Ca?* por voltagem dependente, ativacio
de fosfolipase A2 e consequente liberacédo acido araquidénio; inibe a troca de ions
Na*/H*, além de ativar a via MAP quinase e proteina B quinase (Akt), sendo, portanto,
um componente da regulacao de diversos processos celulares tais como a expressao
génica, metabolismo de glicose, sobrevivéncia celular e apoptose, podendo estar
diretamente associado a disturbios neurolégicos, como cognitivo (por exemplo as
doencas de Alzheimer e Parkinson), convulsivos, sono vigilia, e também a obesidade
(RAMOS-JIMENEZ et al., 2009). Desse modo, antagonistas de HsR podem ser
utilizados para tratamento de distirbios neurolégicos, deméncias, psicoses, entre
outros (CORREA et al., 2017).

J& a resposta nos receptores muscarinicos (M1, M2, M3, M4 e M5) e nicotinicos
cerebrais (a2-10 e 2-4) é modulada pelo neurotransmissor acetilcolina (VENTURA
et al., 2010). E conhecidamente, farmacos com atividade estimulatdria colinérgica

podem potencializar o desempenho em alteracdes neuropsiquiatricas, além de



doencas como Alzheimer, esquizofrenia e outras doencas que acometem o SNC
(VENTURA et a.l, 2010).

A vista disso, pesquisadores da Universidade Federal de S&o Paulo
(UNIFESP) desenvolveram os compostos LINS1003 e LINS1015 (diidrobenzofuranil-
piperazinas e diidroindol-piperazinas, respectivamente), que possuem a capacidade
de se ligar aos receptores histaminérgicos com afinidade de moderada a boa (pKI 6
a 7,2) por HsR com seletividade e atividade antagonista consideravel (CORREA et al.,
2017). Nao foram observadas afinidades pelos receptores HiR e H2R (CORREA et
al., 2018); alguns compostos da série LINS001 apresentam moderada afinidade por
H4R, tendo demonstrado inclusive atividade anti-inflamatéria em modelos murinos de
asma (CORREA et al., 2017).

As estruturas da série LINS001 estdo apresentadas na figura 1.a., construidas
com auxilio da ferramenta Sigmaldrich do site da Merck®.

Figura 1.a. Compostos LINS1003 e LINS1015.
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O tratamento de déficits cognitivos também pode-se dar através da aplicacéo
de farmacos nootrépicos, que sdo frequentemente utilizados em terapias
farmacol6gicas de transtornos centrais, e como adjuvantes, como é o caso de
epilepsias (PFEIFER, 2012).



O termo nootropico, também conhecido como estimulante cerebral ou
psicoestimulante, se refere a substancias quimicas com atividade no SNC, que sdo
capazes de alterar ou aumentar o desempenho cognitivo por meio de estimulagéo ou
inibicdo de suprimentos neuroquimicos (hormdnios, enzimas e neurotransmissores)
(TOLEDO, 2016; CORDEIRO, 2017; LENZI, 2017).

Um exemplo de farmaco nootrépico é o levetiracetam, derivado do piracetam,
utilizado no tratamento de crises mioclbnicas, crises tonico-clénicas generalizadas,
como terapia adjuntiva de crises focais que evoluem ou néo para crises convulsivas
e em monoterapia em pacientes a partir de 16 anos (PFEIFER, 2012). Em relacéo a
outros farmacos antiepilépticos, como por exemplo o topiramato, demonstra a
vantagem de causar menos prejuizos cognitivos, tendo demonstrado em alguns
casos a melhora de desempenho motor, memoria e capacidade de concentracao
(EDDY et al., 2001).

Devido a grande demanda de farmacos para o tratamento de doencas que
acometem SNC, e também considerando a extensa aplicacdo terapéutica do
levetiracetam, os pesquisadores do Milagre Research Group do Instituto de Quimica
da UNESP/ Araraquara sintetizaram compostos derivados do levetiracetam,
nomeando-os 5B, PPA e LEV, com potencial atividade nootrépica e anticonvulsivante,
Cuja suas caracteristicas de estabilidade serdo avaliadas no presente estudo. As
estruturas estdo apresentadas na figura 1.b., construidas com auxilio da ferramenta
Sigmaldrich do site da Merck®.



Figura 1.b. Compostos 5B. PPA, e LEV.
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Diante do exposto, prop0s-se a avaliacao da estabilidade quimica, em diferentes
pHs e em plasma, dos compostos da série LINSO1 e derivados do levetiracetam, de
forma a fornecer relevantes informagbes que fundamentardo o planejamento e

auxiliardo o entendimento de resultados dos futuros ensaios in vivo.

2. Objetivos
2.1 Objetivos gerais

Avaliacao da estabilidade quimica e ex vivo (em plasma) de compostos planejados
por pesquisadores parceiros com potencial aplicacdo na terapéutica de transtornos

centrais.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolvimento e validacdo dos métodos analitico e bioanalitico dos
compostos derivados do LEV (PPA e 5B) e também os compostos da
série LINS01: LINS1003 e LINS1015;

e Avaliar a estabilidade quimica dos compostos: LINS1003, LINS1015,
LEV, PPA e 5B nos pHs: 1,2 (tampao Clark Lub), 7,4 (tamp&o Hanks ou
PBS) e 8,8 (tampao Tris- HCI);



e Avaliar a estabilidade dos compostos LINS1003, LINS1015, LEV, PPA
e 5B em plasma (ex vivo) de rato.

3. Equipamentos e materiais

3.1. Compostos

Os compostos da série LINSO1 (diidrobenzofuranil-piperazinas e diidroindol-
piperazinas) foram desenvolvidos e cedidos pelos pesquisadores da Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP): LINS1003 e LINS1015. Os derivados do
levetiracetam, os compostos PPA, 5B e LEV, foram sintetizados pelo Milagre
Research Group (IQ-UNESP).

3.2. Solucdes padrdes, reagentes e solventes

Todos os compostos foram solubilizados em metanol para o preparo das
solugdes estoque na concentracao de 100 pg/mL. E as solugdes estoques do padréo
interno (PI), diazepam, foram disponibilizados pela Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP) e foram preparadas com acetonitrila como solvente

para a concentracao final de 100 pg/mL. Outros reagentes também utilizados foram:

e Agua deionizada em sistema Mili Q com condutividade 18,2 uS. cm';

e Acetonitrila grau HPLC, J. T. Baker- México;

e Acido formico 98%, Schariab, S. L.- Espanha;

e Metanol grau HPLC, J. T. Baker- México;

e Eter- metil terc- butilico (Merck KGaA) Alemanha;

e Solucédo tampédo PBS pH 7,4 (Phosphate-buffered saline) 0,1 M, Sigma
Aldrich.

3.3. Equipamentos

e Agitador magnético com aquecimento, Ethiktechnology®;
e HPCL, Waters 2695, Alliance;
e Detector de massas: Acquity QDa, Waters;

e Banho ultrassoénico, Ultrasonic Cleaner 2840DA, odontobras;



e Vortex AP56, Phoenix;

e Centrifuga Sorval Biofuge, Thermo scientific;

e Mini-centrifuga, Gilson;

e Balanca digital analitica e semi-analitica, Shimadzu ®;
e Incubadora 430 Ethnik®;

e Centrifuga 5810 R, Eppendorf ®;

e Ultracentrifuga Beckman Coulter® Optima L-100 XP;

e Sistema MiliQ®;

3.4. Materiais
e Coluna cromatografica SunFire C18 de 4,6 x 250 mm e 5 ym de

tamanho de particula, protegida por coluna de guarda equivalente;

Filtros descartaveis para seringas, porosidade 0, 22 um, Analitica®;

Seringas descartaveis, B D®;

Pipetas automaticas;

Ponteiras;

Microtubos;

3.5. Softwares
e Empower® 3, Waters;
e Excel 2016, Microsoft Office;
e Minitab Statistical, 19® Statistical Software;
e Prism 5, GraphPad;
e Graphpad Instat® 3.0;
e PreADMET 2.0;
e ChembDraw Ultra® 12.0.

4. Métodos

4.1. Desenvolvimento dos métodos analitico e bioanalitico para a

determinacdo dos compostos



O desenvolvimento do método analitico e bioanalitico envolve a otimizagdo de
etapas, desde a preparacdo da amostra até o desenvolvimento do sistema
cromatografico para a identificacdo e quantificagcdo de compostos (VELLOSO et al.,
2009). Para isso, parametros como a fase maovel utilizada, a vazéo, fluxo, a coluna
cromatografica e a razdo massal/carga devem ser pré-estabelecidos com critério
(VELLOSO et al., 2009).

4.1.1. Sistema Cromatdégrafico

Para a determinacdo dos compostos analisados, foi desenvolvido um método
original por analise exploratéria, utilizando um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia Waters Alliance 2695 acoplado a um espectrometro de massas (MS)
do tipo quadrupolo equipado com fonte de ionizacao por eletrospray. A separacéo dos
compostos ocorreu por meio de coluna SunFire* C-18 pum 4.6X250 mm e coluna

guarda com as mesmas caracteristicas.

A escolha da fase moével foi baseada em diferentes propor¢cdes dos eluentes:
metanol, acetonitrila, agua deionizada/MiliQ e acido formico 0,1% em modo gradiente,
conforme as caracteristicas fisico-quimicas das interagcdes dos compostos com a
coluna utilizada. Até o momento da injecao, as amostras em analise foram mantidas

sob temperatura de 10°C e a coluna, a 35°C. O volume de injecao utilizado foi de 20

ML.

A guantificacdo dos compostos ocorreu com base no monitoramento da razao
massa/carga (m/Z) para cada um dos compostos, apresentando fonte em modo
positivo, voltagem capilar igual 0,8 kV, voltagem do cone de 15V, temperatura da fonte
em 12°C, temperatura de dessolvatacdo correspondente a 200°C e gas de
dessolvatacao (nitrogénio) a 800 L/h. Para a analise cromatografica foi utilizada uma

coluna analitica SunFire® C18 5um 4.6x 250mm.

As caracteristicas de analises utilizadas na determinacdo de cada composto

estdo resumidas na tabela abaixo, a tabela 1:
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Tabela 1. Condi¢bes cromatogréaficas para a determinagédo dos compostos por modo gradiente utilizando analises HPLC-MS. Fase movel: A - alcool (metanaol),

B- 4gua deionizada; C- acetonitrila; D- modificadores de pH (acido férmico 0,1%).

Compostos

Fase mével (gradiente)

Tempo de analise (min)

Massa m/Z

PPA

5B

LEV

LINS1003

LINS1015

0 min - 40% (C) e 60% (D)
4 min - 80% (C) e 20% (D)
6 min - 80% (C) e 20 % (D)
6.5 min - 40 (C) e 60% (D)
10 min - 40% (C) e 60% (D)

0 min - 40% (C) e 60% (D)
4 min - 80% (C) e 20% (D)
6 min - 80% (C) e 20 % (D)
6.5 min - 40 (C) e 60% (D)
10 min - 40% (C) e 60% (D)

0 min - 40% (C) e 60% (D)
4 min - 80% (C) e 20% (D)
6 min - 80% (C) e 20 % (D)
6.5 min - 40 (C) e 60% (D)
10 min - 40% (C) e 60% (D)

0 min - 10% (C) e 90% (D)
4 min - 10% (C) e 90% (D)
4.10 min - 80% (C) e 20% (D)
8 min - 80% (C) e 20 % (D)
11 min - 10 %(C) e 90% (D)

0 min - 20% (C) e 80% (D)
8 min - 55% (C) e 45% (D)

10

10

10

11

13

241

255

193

233

309
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9 min - 55% (C) e 45% (D)
9.5 min - 20% (C) e 80 % (D)
13 min - 20%(C) e 80% (D)

12



Para o desenvolvimento e validacdo do método, utiliza-se também o padréo
interno. O padréo interno (PI) € uma substancia diferente, porém, com propriedades
semelhantes ao analito, que é adicionada em quantidade adequada a amostra que
serd submetida a andlise (RIBANI et al., 2004). E é utilizado na padronizagdo, pois
permite a correcdo de eventuais desvios que possam ocorrer durante 0 processo,
visto que uma alteracdo sera observada tanto para o Pl quanto para o analito de
interesse, 0 que corrigiria a proporcdo entre ambos. Dessa forma, a curva de
calibracao € construida a partir da razao entre area/ area PIl, gerando dados mais

confiaveis.

O P.I utilizado nesse estudo, para todos os compostos, foi o farmaco diazepam,

na concentracédo de 100 pg/mL solubilizado em acetonitrila.

E, somente para o desenvolvimento do método bioanalitico, utiliza-se a amostra
branco. O branco é a amostra contendo apenas solvente ou plasma, sem a presenca
do composto em analise, para avaliacdo de seus comportamentos no sistema
cromatografico e dessa forma também averiguar se ndo ha interferéncia desses

componentes na analise do composto em estudo.
4.1.2. Processamento das amostras

As amostras biolégicas utilizadas na construcdo das curvas de calibracao
passavam por um processamento antes de serem injetadas no HPLC-MS para

posterior andlise.

A extracdo foi realizada a partir da adicdo de 200 uL. da amostra (candidatos a
farmacos em diferentes concentragdes + plasma) em um microtubo, seguido pelo
acrescimo de 50 uL de diazepam 2,5 pg/mL (padréo interno) solubilizado em
acetonitrila, e 100 uL de acido tricloroacético 10% (TCA) também solubilizado em
acetonitrila; em seguida, adicionou-se 200 pL de acetonitrila gelada, para a promocao
da precipitacdo de proteinas presentes no plasma, a fim de evitar a interferéncia de
proteinas contidas no plasma na analise e quantificacdo dos compostos. O microtubo
era entdo agitado com auxilio de vortex, garantindo a mistura completa dos

componentes adicionados.
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Para a separacgdo das fases, ap0s a precipitacdo das proteinas, as amostras eram
entdo centrifugadas por 15 minutos a 12060 rpm, sob temperatura de 4°C.
Posteriormente a centrifugacéo, retirou-se o sobrenadante, filtrou-se por meio de
filtros PVDF (0,22 um) e entdo injetou-se no cromatografo 20 uL de cada uma das
amostras processadas.

4.2. Validacdo dos métodos analitico e bioanalitico

Apo6s o desenvolvimento de um método, e antes que seja aplicado para andlise de
amostras de interesse, deve-se realizar a validacdo do método de forma a assegurar
gue as condicbes em que esse sera aplicado, vao gerar os resultados esperados
(LANCAS, 2009). A validacdo, portanto, objetiva a minimizacdo de fatores de
variabilidade (como por exemplo contaminacdo amostral, reagentes inadequados,
erros de pipetagem, variacoes de temperatura, perdas de material de analise, entre
outros) que podem levar a imprecisdo ou inexatiddo de um dado, e proporciona
evidéncias dos requisitos especificos relacionados a finalidade do método, atravées de
ensaios experimentais, de forma a gerar resultados esperados com reprodutibilidade,
precisdo e exatiddo adequados (LANCAS, 2009; BRASIL, 2017a).

4.2.1. Método analitico

A validacdo parcial do método analitico avaliou os limites de confianca:
linearidade, seletividade, sensibilidade, exatiddo e precisdo conforme esta
preconizado na Resolucdo da ANVISA, RDC n° 16, de 24 de julho de 2017.

4.2.2. Método bioanalitico

A validacdo parcial do método bioanalitico avaliou a precisdo, exatidao,
seletividade, e linearidade de acordo com a Resolucédo da ANVISA, RDC n° 27 de 17
de maio de 2012, e pela Food and Drug Administration (FDA) através do Guidance

for Industry: Bioanalytical Method Validation de 2018.

4.2 3. Linearidade
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A linearidade é definida como a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em analise, dentro de um
determinado intervalo de concentragdes (VALDERRAMA et al., 2009).

A sua avaliacdo ocorre através da constru¢cdo de uma curva de calibracgéo,
realizada em triplicata e com nove niveis de concentracdes, e partindo de solucdes
padrdes, foram realizadas diluicbes seriadas para obter o intervalo de 10- 0,078
pHg/mL. As respostas obtidas em fungdo da concentracdo do analito foram plotados
em um gréfico, apresentado no item 5.2.2 (método analitico) e no item 5.3.2. (método
bioanalitico), juntamente com o gréafico de dispersdo dos residuos e avaliacao
estatistica e a equacdo da reta de regressdo em y e x, estimada pelo método dos
minimos quadrados. E foi realizada também avaliagdo da associacéo linear entre as
variaveis por meio dos coeficientes de correlacéo (r) e de determinacao (r) (BRASIL,
2017a; BRASIL, 2017Db).

Para a avaliacdo da significancia do coeficiente angular, a homocedasticidade
foi avaliada. E o critério de aceitacdo nos testes estatisticos na qual o nivel de
significancia utilizado foi 5%, foi de que a curva deveria apresentar coeficiente de
correlacdo superior a 0,990, exatiddo entre 85 e 115%, e o limite inferior de
guantificacdo podendo variar entre 80 e 120%. Além de coeficiente angular
significativamente diferente de zero (BRASIL, 2017a; BRASIL, 2017b).

424, Seletividade

E a capacidade do método de diferenciar e quantificar o composto de interesse de
outros compostos, sejam eles produtos de degradacédo, impurezas, componentes da
matriz ou ainda farmacos de uso concomitante (LANCAS, 2009; BRASIL, 2017a).
Consiste em observar a presenca de picos na regido do tempo de retencao
correspondente ao analito de interesse na matriz pura, e para que o método seja
considerado seletivo, ndo deve haver picos interferentes nos tempos de retencéo do
farmaco e nem do padrao interno (LANCAS, 2009).

Além disso, para a demonstracao da seletividade, os ensaios devem ser aplicados
a substancias estruturalmente semelhantes ao analito, de forma a obter um resultado

negativo, atestando dessa forma a seletividade do método apenas para a molécula

15



para qual o método fora desenvolvido, visto que para métodos quantitativos, a
seletividade é um parametro que deve comprovar que a resposta analitica é
exclusivamente do analito, sem interferentes como diluente, matriz, impurezas ou
produtos de degradacdo (BRASIL, 2017a).

4.2 5. Sensibilidade analitica

O ensaio de sensibilidade analitica, indica a menor diferenca de concentracdo que
pode ser distinguida em uma faixa linear (VALDERRAMA, 2009). Pode ser também
definida como a razédo entre a inclinagdo da curva analitica e o desvio padrdo de um
sinal em uma determinacéo concentracao, considerando o ruido presente nos sinais
de resposta (SKOOG et al., 2008).

Através do ensaio de sensibilidade € possivel determinar o limite inferior de
guantificacéo (LIQ), tanto para o0 método analitico quanto para o método bioanalitico.
Segundo a RDC n°166/2017, o limite inferior de quantificagdo pode ser definido como
a menor concentracao de um analito que pode ser quantificada com preciséo de 80-
120% e exatiddo de 0-20%, adequadas sob condicbes experimentais pre-
estabelecidas. A resposta apresentada deve ser superior no minimo cinco vezes a
gualquer ruido da amostra branco no tempo de retencéo do farmaco (BRASIL, 20174a;
BRASIL, 2017b).

4.2.6. Precisdo e Exatidao

A precisao, expressa o grau de concordancia entre os resultados analiticos obtidos
a partir de uma série de medidas realizadas para uma mesma amostra em condicfes
determinadas, e o principal objetivo é verificar a proximidade e concordancia entre as
replicatas analisadas (LANCAS, 2009, VALDERRAMA, 2009; BRASIL, 2017a). Ja a
exatiddo, expressa o grau de concordancia entre o valor obtido e o valor de referéncia
(VALDE VALDERRAMA, 2009; BRASIL, 2017a).

Ambos foram avaliados por meio de andlise de amostras em intracorridas e
intercorridas. E os ensaios para a sua determinacao utilizaram as concentracfes do
LIQ, controle de qualidade alto (CQA) e controle de qualidade médio (CQM), todos

em quintuplicata. Devido a proximidade do valor do controle de qualidade baixo
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(CQB), 0,15625 pg/mL, ser muito préxima ao valor do LIQ (0,0781 pg/mL) utilizou-se
o controle de qualidade médio para os ensaios de precisdo e exatidao, visto que em
caso de degradacdo das amostras em estudos, a andlise cromatogréafica seria
prejudicada, impossibilitando a quantificagdo dos compostos em analise.

Como critério de aprovacgao para precisao, os valores deveriam estar entre 0% e
15%, e para exatiddo, entre 85 e 115%. Com excecdo do LIQ, cujo critério de
aprovacao para o ensaio de precisdo corresponde a faixa entre 0 a 20%, e para o
ensaio de exatiddo, a faixa entre 80 e 120% (BRASIL, 2017a).

4.3. Estudo de Estabilidade Quimica

Para determinacéo da estabilidade quimica, os compostos foram submetidos
a trés diferentes solugbes tampdOes que mimetizavam as condicoes fisioldgicas
plasmaticas (pH 7,4- Tampao Hank’s), estomacais (pH 1,2) e intestinais (pH 8,8),
visando reproduzir as condi¢des na qual um farmaco estaria sujeito ao longo do TGl
(Trato Gastrointestinal), e foram avaliadas as respostas com base em analises

cromatograficas ao longo de um periodo de 24 horas (720 minutos).

O tampéo Clark-Lubs, correspondente ao pH 1,2, foi preparado a partir da
adicdo de acido cloridrico (HCI) na concentracéo de 0,2 M na forma de gotejamento
a uma solucéo de cloreto de potéassio (KCI) 0,2M, sob agitacao, até a obtencéo de pH
1,2. Para o tampéo PBS (tampé&o fosfato-salino) ou Hank’s, equivalente ao pH de 7,4,
acrescentou-se fosfato de sodio (Na2HPO4) 0,2M a uma solugéo de cloreto de sodio
(NacCl), e foi-se adicionando aos poucos acido cloridrico (HCI) 0,2 M até a obtencao
de pH 7,4. E para o preparo do tampao Tris (pH 8,8), fez-se a dissolucéo de Tris em

agua, e ajustou-se o pH com solucéo de hidroxido de sédio (NaOH) 2M.

Para a realizacdo do estudo de estabilidade quimica foram avaliadas entéao
duas concentracdes: CQM e CQA (para cada composto). E apdés a adicdo dos
compostos e tampdes, essas substancias foram mantidas em incubadora, com
agitacdo constante de 100 rpm e temperatura de 37 + 2°C e foram realizadas coletas
de amostras em tempos pré-determinados: 0, 10, 20, 30, 60, 120, 240, 480, 600, 720
minutos. A analise das amostras coletadas foi avaliada pelo método cromatografico

previamente desenvolvido, na qual encontra-se descrito no item 4.1.1.
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Os valores obtidos das areas referentes aos picos dos compostos de interesse
coletadas foram comparados com a area inicial (correspondente ao tempo zero), e
avaliadas estatisticamente através do teste ANOVA (paramétrico para medidas
repetidas) com pés teste de Tukey, com nivel de significancia 0,05.

4.4. Estudo de Estabilidade em Plasma

Para a realizacéao do estudo de estabilidade em plasma, utilizou-se plasma de
rato proveniente do banco de plasma do laboratério de toxicologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas- FCF/UNESP de Araraquara, a fim de reproduzir as
condicOes fisiolégicas nas quais 0s compostos serdo submetidos nas etapas

posteriores de seu processo de desenvolvimento, nas etapas pré-clinica e clinica.

Os compostos foram diluidos em plasma, nas concentracdes baseadas CQM

e CQA, e o estudo foi realizado em triplicata.

As amostras foram mantidas em uma incubadora (430 Ethnik®), sob agitacao
constante de 120 rpm a uma temperatura de 37°C £ 2°C (temperatura fisioldgica
normal de um ser humano), e foram sendo coletadas aliquotas nos tempos
correspondentes a: 1; 10; 20; 30; 45; 60; 120; 240; 600; 720 minutos. Apos coletadas,
as aliquotas eram analisadas com o auxilio de um HPLC-MS, através do método
previamente desenvolvido e validado, conforme esta descrito nos itens 4.1 e 4.2, a

fim de avaliar a susceptibilidade dos compostos frente acdo de enzimas plasmaticas.

O critério de aceitacdo para a aprovacao ou rejeicdo da corrida analitica foi de
gue pelo menos 67% das amostras de controle de qualidade deveriam estar dentro
de cerca de 15% dos seus respectivos valores hominais, exceto o LIQ, na qual sao

permitidos desvios iguais ou menores a 20%.

Para a avaliacdo estatistica dos resultados foi realizado o teste ANOVA
(paramétrico para medidas repetidas) com pos teste de Tukey com nivel de

significancia igual a 0,05.
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5. Resultados e discusséo
5.1. Sistema cromatografico

Os resultados obtidos comprovam que o sistema cromatografico desenvolvido
foi capaz de separar os analitos de interesse sem interferéncia analitica.

Para o desenvolvimento do método cromatogréfico foi utilizada uma coluna
SunFire®, que de acordo com as informacdes contidas no site da Waters®, sdo
colunas geralmente utilizadas no desenvolvimento de métodos de uso geral em pH
baixo e o ligante C18 é altamente retentivo, principalmente em relacdo a compostos

basicos, sendo ideal para ensaios de purificacdo e também perfil de impurezas.

Inicialmente, foi realizada a cromatografia exploratoria a fim de se determinar
as melhores condicbes cromatograficas, e a alteragdo para modo gradiente
apresentou melhor resposta mediante as condi¢bes analiticas predeterminadas, e,

portanto, foi escolhida para a realizacdo das analises dos compostos.

O tempo de retenc&o para os compostos no sistema cromatografico foram: 4,1
min (LINS1003), 7,7 min (LINS1015), 5,6 min (5B), 5,2 min (PPA) e 5,4 min (LEV),
para as corridas analitica e bioanalitica. Em todos os compostos foram obtidas boa
separacao entre 0s picos e também boa definicdo, o que pode ser observado na figura
2, que apresenta o cromatograma obtido do software Empower®3, e nela também
estd demonstrado a relacéo entre os tempos de retencéo e a intensidade do sinal

gerado por cada um dos analitos.
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Figura 2. Cromatograma dos compostos LINS1003, LINS1005, 5B, PPA e LEV na concentragdo de
10 pg/mL, em acetonitrila.
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5.2.  Validacdo do método analitico

Apés o desenvolvimento do método através da determinacdo do sistema
cromatografico, € necessario avaliar a influéncia das diferentes constituicbes de
matrizes sob os analitos em teste, realizando a validacédo de cada uma das curvas de
calibracdo construidas para cada matriz, a fim de se reduzir possiveis falhas na

guantificacdo dos analitos em estudo.

Um meétodo analitico instrumental € calibrado pela observacao das respostas
(eixo y) aos diferentes niveis do analito (x). As curvas analiticas sdo modelos lineares,
obtidas por meio da quantidade de medida “y” de amostras de concentracdo “X”

conhecidas, pertencentes a um conjunto de padrdes (FARIA et al., 2015).
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Para cada um dos compostos em andlise foram construidas curvas de
calibracao em quintuplicata, considerando o intervalo de concentragdes de 10 a 0,078

pg/mL.

E para se verificar o grau de proporcionalidade das concentragdes dos analitos,
deve-se verificar os seguintes parametros, que serdo discutidos a seguir, conforme
preconizado na RDC n°166/2017.

5.2.1. Seletividade

O ensaio de seletividade avaliou a existéncia de picos interferentes no tempo
de retencdo de cada um dos compostos em teste. O tempo de retencdo para os
compostos no sistema cromatografico foram: 4,1 min (LINS1003), 7,7 min
(LINS1015), 5,6 min (5B), 5,2 min (PPA) e 5,4 min (LEV), conforme pode ser
visualizado no cromatograma (figura 2), apresentada no item 5.1. desse presente

estudo.

Analisando o cromatograma de cada um dos compostos, € possivel observar
gue nao ha picos interferentes no tempo de retencédo de nenhum dos compostos em
estudo. Portanto, conclui-se que o método analitico e bioanalitico desenvolvido &

seletivo.

5.2.2. Linearidade

A linearidade foi determinada a partir da construcdo de um gréafico que
correlaciona as areas dos picos cromatograficos dos analitos em pesquisa em funcao
da concentracdo do analito, estimados pelo método dos minimos quadrados
resultando no coeficiente de correlacdo (r) e na equacao da reta, obtida a partir da

construcdo das curvas analiticas, demonstradas na figura 3 (BRASIL, 2017a).
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Figura 3. Curvas analiticas dos compostos: LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV.
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Os valores de equacéo da reta e coeficiente de correlagéo estdo agrupados na
tabela a seqguir:
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Tabela 2. Resultado das equacdes das retas dos compostos: LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV.

Compostos Equacéo dareta r

LINS 1003 y= 963.944,675x + 1,00
26.953,69

LINS 1015 y = 4.893.268,85x + 244.080,50 1,00

5B y = 1.447.843,63x + 23.945,69 1,00

PPA y = 226.576,99x + 2.159,25 1,00

LEV y = 2.008.380,72x + 891.195,83 1,00

Os resultados obtidos, conforme descritos anteriormente, demonstraram uma
relacdo aparentemente linear e os valores de coeficiente de determinagéo (r)
préximos ao valor de 1, indicam que os dados experimentais estdo proximos a linha
de regresséo. No entanto, os erros da regressao linear muitas vezes nao apresentam
variancia constante, por isso, € necessario realizar o teste de hipoteses (ou avaliacéo
das variancias), para se avaliar a homocedasticidade das variancias constantes dos

erros durante a construcéo da curva analitica.

Para isso, de acordo com a versao | do Guia n°10/2017 da ANVISA, o método
mais indicado para a estimativa da equacdo da reta é o método dos quadrados
minimos (MMQ), que dependendo da variancia dos resultados de y para cada valor

de x pode apresentar um fator de ponderacao (BRASIL, 2017b).

Se a variancia do eixo y for constante (situacdo caracterizada como
homocedasticidade), o mais recomendado é o uso do método MMQO (Método dos
Minimos Quadrados Ordinarios), no qual o método € aplicado diretamente, sem a
necessidade de um fator de ponderacédo. Ja no caso de heterocedasticidade, ou seja,
guando sdo observadas variacoes de y, o recomendado € o método MMQP (Método
dos Minimos Quadrados Ponderados), que possui um fator de ponderacéo a fim de
evitar possiveis resultados tendenciosos, que poderiam ser gerados com o0 emprego
do método MMQO (BRASIL, 2017b).

A variancia é calculada através da seguinte férmula:
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1 m
Sy = HZ(}’:‘;‘ - ¥)*
j=1

Fonte: BRASIL, 2017b

Na qual j representa o resultado para um conjunto de réplicas i; m corresponde
ao numero de medidas (réplicas) para cada resposta analitica de y em cada ponto
(ANVISA, 2017).

O método referéncia para a determinacdo da homocedasticidade dos dados é
o teste de Cochran, partindo de duas hipoteses: HO (variancias nao sao iguais) e H1
(a0 menos uma variancia € diferente) (ANVISA, 2017). A estatistica, entdo, € testada

por meio da férmula:

Symax maior varanciaemy

C = = —
XS, ~somade todas as variancias emy

Fonte: BRASIL, 2017b

Sendo C a razao entre a maior variancia observada para o conjunto de dados
de y e a soma das variancias de y, em todos os niveis de concentracdo (BRASIL,
2017Db).

Os resultados do teste de Cochran estdo apresentados na tabela 3. De acordo
com a ANVISA, o C calculado deve ser inferior ao valor de C tabelado com nivel de
significancia de 5%, disponivel na versdo 1 do Guia n°10/2017 (ANVISA, 2017).
Contudo, quando o C calculado é superior ao valor determinado pela tabela, a
hipétese de igualdade das variancias é descartada, e conclui-se que o modelo é

heterocedastico.
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Tabela 3. Resultado do teste de Cochran para os compostos: LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV.

Compostos C C Concluséao
Tabelado Calculado
LINS1003 0,358 0,4545 Heterocedastico
LINS1015 0,358 0,4053 Heterocedastico
5B 0,358 0,7348 Heterocedastico
PPA 0,358 0,5677 Heterocedastico
LEV 0,358 0,5957 Heterocedastico

Visto que os modelos utilizados para o0s compostos em estudo sé&o

heterocedasticos (método MMQP), é necessario, portanto, aplicar o fator de

ponderagéo, de forma a normalizar a tendéncia da reta em toda sua amplitude,

gerando assim coeficientes adequados para as equacoes. O fator de ponderacao

utilizado teve como peso 1/ y2.

Através do programa GraphPad Prism®, apés a aplicacdo do fator de

ponderacdo aos dados, foi gerado uma nova equacdo da reta e também um novo

valor de r.

Tabela 4. Equacfes da reta geradas pelo programa GraphPad Prism® apds teste de Cochran.

Compostos Equacédo dareta
LINS 1003 y= 94.867,9x + 6.183
LINS 1015 y = 494.100,0x + 20.838,9
5B y = 143.400.0x + 3.978
PPA y =23.079,2x + 1.611
LEV y = 208.900,0x + 74.551,6

r

0,9969
0,9992
0,9986
0,9973
0,9943

Apés a obtencédo da nova equacéo da reta, deve-se comprovar a significancia

dos coeficientes angulares, a fim de demonstrar a linearidade do método por meio do

teste F da Anova (BRASIL, 2017b).
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A andlise de variancia (Anova) permite avaliar se a reta de regressao estimada
explica a relacdo entre a concentracdo e o sinal, através da avaliagdo das possiveis
fontes de variacdo do sistema como: regressao (variacao das respostas analiticas em
relacdo a amplitude do modelo), residuos (variagdo das respostas analiticas em
funcdo do modelo) e total (soma de variacBes de regressao e residuos) (BRASIL,
2017b).Deve-se atentar, ainda, para o fator a ser utilizado nos calculos, baseado no
meétodo utilizado (BRASIL, 2017b).

No teste F para Anova, para se testar a contribuicdo de um conjunto de n
variaveis independentes do modelo deve-se considerar duas hipéteses: HO (na qual
o coeficiente angular é zero) e H1 (coeficiente angular é diferente de zero) (BRASIL,

2017b). E a estatistica do teste se da pela formula:

F=— SQReg/k
~ SQRes
(m—k—1)

Fonte: MAIA, 2017.

Sendo SQReg a soma dos quadrados da regressdo e SQRes a soma dos
guadrads dos residuos (MAIA, 2017).

O valor obtido pelo calculo de F € comparado a um valor critico para se decidir
se a hipodtese nula sera aceita ou rejeitada (BRASIL, 2017b).No caso do F calculado
ser superior ao valor critico tabelado, a hipotese HO (hipétese nula) é rejeitada e
assume-se, portanto, que y varia e funcdo de x e o0 método pode entdo ser
considerado linear (BRASIL, 2017b).

Os resultados do teste ANOVA estéo descritos na tabela 5 a seguir.

26



Tabela 5. Resultado do teste F ANOVA para avaliagéo do coeficiente angular.

Compostos F F P- valor
Tabelado Calculado

LINS1003 4,067 15273,96 1,66 x10 -56

LINS1015 4,067 62835,73 1,08 x10 -69

5B 4,067 32853,67 1,21 x 10-63

PPA 4,042 21732,91 1,97 x 10-65

LEV 4,067 11029,60 1,78 x 10-53

De acordo com os resultados obtidos para cada um dos analitos em analise,
pode-se observar que os valores de F calculado sdo maiores que os valores
tabelados. Sendo assim, a hipotese HO foi rejeitada, o que comprova que 0S
coeficientes angulares sao estatisticamente diferentes de zero ao nivel de

significancia de 5%.

Além do coeficiente angular, deve-se considerar também a avaliagcdo do
coeficiente linear. Nesse caso, o recomendado € avaliagcdo por meio do teste t de
Student, para se determinar se 0 coeficiente linear é estatisticamente diferente do
zero (BRASIL, 2017b). Para a realizacdo do teste t, foram consideradas duas
hipéteses: a HO (coeficiente linear igual a zero) e H1 (coeficiente linear diferente de
zero) (BRASIL, 2017b).

O esperado € que o coeficiente linear seja estatisticamente igual a zero, e caso
contrario, € necessario realizar uma analise para se verificar o impacto do resultado
na linearidade do método (BRASIL, 2017b).

Os resultados do teste t- Student estdo na tabela 6, a seguir:
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Tabela 6. Resultado do teste t-Student para avaliag&do do coeficiente linear.

Compostos T T P- valor
Tabelado Calculado

LINS1003 2,0167 -0,5687 0,5725

LINS1015 2,0167 1,6703 0,1006

5B 2,0167 1,6808 0,1021

PPA 2,0167 0,5522 0,5833

LEV 2,0167 1,6269 0,1111

Os resultados do teste t-Student demonstraram que o0s coeficientes lineares
séo iguais a zero, visto que os valores obtidos no teste s&o inferiores aos valores

tabelados e também que os p-valores séo superiores a 0,05.

E necessario ainda comprovar que y realmente varia em funcdo de x, e para
isso, deve-se demonstrar que a variacdo relacionada a regressdo € maior que a
ocasionada aos erros (residuos) (BRASIL, 2017b).0O residuo quantifica a diferenca
entre o valor encontrado de y e o valor estimado pela equacao, quantificando a

distancia entre o valor real e o estimado (BRASIL, 2017b).

A analise dos residuos permite detectar alguns problemas no ajuste da curva
como: desvios de linearidade, ndo normalidade dos erros, heterocedasticidade
(variancia ndo constante dos erros), correlacdo dos erros; presenca de amostra
atipicas (outliers) (RODRIGUES, 2016).

Para avaliar a normalidade dos residuos, foi realizada a avaliacdo visual do
grafico. O gréfico para avaliacdo visual deve conter a distribuicdo de todos os residuos
em funcdo da concentracdo e da resposta, preferencialmente com uma linha reta no
valor da média, e duas outras linhas limitrofes, delimitando os valores esperados
(BRASIL, 2017b). Os valores esperados podem ser estimados por meio de testes
como o de Grubbs e o D de Cook, por exemplo (BRASIL, 2017b).

Os valores que estiverem fora da faixa esperada sao chamados de outliers ou
valores aberrantes. Nesse caso, € necessario avaliar as possiveis causas analiticas
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desses valores e se esses ainda sdo adequados para serem utilizados (BRASIL,
2017b). Os gréficos utilizados para a andlise dos residuos estdo contidos na figura 4.

Figura 4. Resultado da andlise gréfica dos residuos.
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A investigacdo da normalidade dos residuos ocorreu por meio do teste Ryan-
Joyner (RJ), cujo objetivo é verificar se os dados sao provenientes de uma distribuicéo
normal, partindo das hipéteses: HO (distribuicdo dos residuos é normal) e H1

(distribuicdo ndo € normal).
Os resultados do teste de Ryan- Joyner estado na tabela a seguir:
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Tabela 7. Resultado do teste de Ryan Joyner

Compostos Estatistica RJ P-valor
LINS1003 0,940 <0,01
LINS1015 0,949 <0,01
5B 0,881 <0,01
PPA 0,870 <0,01
LEV 0,898 <0,01

Analisando a tabela 7, pode-se observar que os p-valores séo inferiores a 0,05,
assim, pode-se concluir que os compostos ndao apresentam distribuicdo normal ao
nivel de significancia de 5%. Dessa forma, é provavel que haja a presenca de outliers.
Por isso, foi realizado o teste de Grubss para se detectar a presenca de outliers no
conjunto de dados em estudo, utilizando os valores extremos nas respostas dos
residuos como critérios. Os valores acima dos valores extremos foram considerados

outliers.

Tabela 8. Resultado do teste de Grubss

Compostos Valor tabelado Residuo

padronizado

LINS1003 2,92;-2,92 3,2

LINS1015 2,92;-2,92 -3,17
5B 2,92;-2,92 3,68
PPA 2,96; -2, 96 3,84
LEV 2,92;-2,92 -3,96

Observando os resultados do teste de Grubss, apresentados na tabela acima,
pode-se verificar que ha um outlier em cada uma das curvas. Contudo, devido ao uso
das replicatas, a independéncia da variabilidade e a avaliacdo de amostras

consecutivas, tem-se garantias suficientes em relacdo aos resultados globais,
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especialmente por se tratar de estudos preliminares com novos compostos e estudos

in vitro. Portanto, os métodos analiticos foram aplicados nos estudos propostos.
5.2.3. Preciséo e Exatidao

A precisao e a exatidao foram demonstradas por meio da preparagao de cinco
concentragdes, sendo elas: LIQ (0,0781 pg/mL), CQB (0,15625 pg/mL), CQM (1,25
pHg/mL) e CQA (8,0 pg/mL). Apenas para o composto PPA foi adotado o valor de LIQ
igual a 0,039 pg/mL.

A precisao foi avaliada ao nivel de repetibilidade (intra-dia) e preciséo
intermediaria (inter-dia). A precisdo ao nivel de repetibilidade expressa a precisao
diante das mesmas condi¢cdes de operacdo do procedimento, o que inclui fatores
como o funcionamento do equipamento utilizado no estudo, o analista responsavel,
os reagentes utilizados, momento do dia e também condi¢cdes ambientais (BRITO et
al., 2003; BRASIL, 2017a; BRASIL, 2017b). A precisao de intermediaria expressa as
variacdes ocorridas no laboratério, considerando dias, analistas e equipamentos
diferentes, entre outros (BRITO et al., 2003).
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Tabela 9. Resultados da precisdo e exatiddo dos controles de qualidade LIQ, CQB, CQM e CQA para
0 método analitico dos compostos LINS1003, LINS1015, 5B, PPA E LEV (intra-dia: n=5; inter-dia:
n=15).

Controles de Qualidade da Curva de Calibracdo Analitica
LIQ CQB CQM CQA

Intra-dia (n=5) Preciséo (%) 1,61 7,32 5,79 2,64
LINS1003 Exatidao (%) 105,82 97,75 105,30 103,16

Inter- dia

(n=15) Precisao (%) 1,98 5,45 4,77 2,09

Exatidao (%) 106,85 103,25 111,01 100,91

Intra-dia (n=5) Preciséo (%) 11,51 7,39 5,15 3,45
LINS1015 Exatidao (%) 96,24 112,48 101,08 104,57

Inter- dia

(n=15) Preciséo (%) 19,97 6,67 2,68 9,71

Exatidao (%) 99,74 114,36 104,20 112,47

Intra-dia (n=5) Precisao (%) 7,90 5,81 5,60 8,60
5B Exatidao (%) 96,32 103,08 101,77 96,69
Inter- dia
(n=15) Preciséo (%) 9,91 7,90 4,84 7,56
Exatidao (%) 97,09 99,80 104,03 102,26
Intra-dia (n=5) Precisao (%) 4,09 1,96 6,00 6,32
PPA Exatidao (%) 100,59 113,14 100,31 100,97
Inter- dia
(n=15) Preciséo (%) 1,64 3,29 3,92 2,76

Exatid&o (%) 102,22 113,62 100,53 100,73

Intra-dia (n=5) Precisao (%) 9,00 7,16 7,29 8,05
LEV Exatidao (%) 106,78 94,27 101,92 103,62
Inter- dia
(n=15) Preciséo (%) 10,91 12, 05 6,79 8,40
Exatidao (%) 81,11 87,54 102,05 100,11

Conforme esta descrito na legislacéo vigente, as analises intracorridas foram
determinadas através de cinco replicatas do limite inferior de quantificacdo (LIQ),
controle de qualidade baixo (CQB), controle de qualidade médio (CQM), e controle de
gualidade alto (CQA), todas realizadas em um unico dia. As analises intercorridas

foram realizadas em trés dias consecutivos. Os resultados de precisao e exatidao

32



intercorridas foram realizados em trés dias consecutivos. Os resultados das analises

de preciséo e exatidao intra e inter-dia encontram-se na tabela 9.

A legislacdo vigente considera como critério de aprovagdo para precisao, 0s
valores entre 0% e 15%, e para exatidao, entre 85 e 115%. Sendo assim, todas as
concentragdes de cada um dos compostos apresentaram exatidao e precisao dentro
dos critérios de aceitagdo. Portanto, o método cromatografico utilizado pode ser

considerado preciso e exato.
5.3. Validacdo do método bioanalitico

A validacao bioanalitica consiste na avaliacao de parametros que possibilitem
confirmar que um metodo bioanalitico € adequado para sua finalidade, de forma a
originar resultados precisos, exatos, livre de interferentes dentro de uma margem de
erro conhecida (BRASIL, 2012; FERNANDES, 2019).

Assim como na validagdo do método analitico, foram construidas curvas de
calibracdo em quintuplicata, considerando o intervalo de concentracdes de 10 a 0,078
Mg/MI, para cada um dos compostos em analise.

E para se verificar o grau de proporcionalidade das concentra¢cdes dos analitos,
foram avaliados os seguintes parametros, discutidos a seguir, conforme preconizado
na RDC n° 27/ 2012.

5.3.1. Seletividade

Os cronogramas obtidos a partir do software Empower®3 estdo apresentados na

figura a seguir (Figura 5).
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Figura 5. Cromatograma dos compostos em matriz biolégica plasma na concentragdo de 1 pg/mL e
P.1 (diazepam 2,5 pg/mL).
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Na figura, é possivel visualizar os tempos de retencéo e intensidade dos sinais
gerados por cada um dos analitos em matriz bioldgica representados em vermelho e
0 branco representado em azul. Ao sobrepor os dois cromatogramas, pode-se
observar que em nao houve interferéncia do P.I. utilizado (diazepam 2,5 pug/mL) e do
plasma branco. Sendo assim, pode-se concluir que o método bioanalitico é seletivo,

e prosseguiu-se para a etapa de quantificacdo dos analitos de escolha.
5.3.2. Linearidade

Para a quantificacdo dos analitos, foi avaliada a linearidade a partir da
construcdo de uma curva bioanalitica, plotando os resultados das areas de regressao
de y em x em um grafico, estimado pelo método dos minimos quadrados, obtendo

assim uma reta, e também o valor de coeficiente de correlacédo e a equacao da reta.

As curvas bioanaliticas estéo representadas na figura a seguir:
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Figura 6. Curvas bioanaliticas em plasma dos compostos LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV.
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Os parametros utilizados para a avaliacao das curvas de calibracdo em plasma
foram os mesmos utilizados para a validacdo das curvas analiticas, conforme esta

descrito anteriormente no item 5.2 do presente estudo. Os resultados estdo contidos
na tabela a sequir:
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Tabela 10. Parametros estatisticos avaliados para a linearidade da curva de calibragcdo dos compostos
LINS1003, LINS1015, 5B, PPA E LEV em plasma.

Composto

LINS1003

LINS1015

5B

PPA

LEV

Curva de calibracao

em plasma

y = 27,786x — 0,06181

r=0,9843

y = 252,863x - 6,170

r=0,9846

y = 78,662x — 0,6077

r=0,9978

y = 4,814x — 0,02047

r=0,9884

y = 27,386x — 0,1520

r=0,9865

Teste
estatistico

Cochran

F Anova
Teste T
Grubss
Ryan-Joyner

Cochran

F Anova
Teste T
Grubss
Ryan-Joyner

Cochran

F Anova
Teste T
Grubss
Ryan-Joyner

Cochran

F Anova
Teste T
Grubss
Ryan-Joyner

Cochran

F Anova
Teste T
Grubss
Ryan-Joyner

Valor
tabelado

0,616
4,49
2,1199
2,92

0,616
4,49
2,1199
2,92

0,616
4,49
2,1199
2,92

0,616
4,49
2,1199
2,92

0,616
4,49
2,1199
2,92

Valor
calculado

0,503
18275,90
0,5063
2,24
0,975

0,885
11056,23
-0,2892
4,33
0,862

0,734
32853,66
1,62

3,68
0,881

0,567
21732,91
0,5522
3,84
0,870

0,579
12575,6
0,2367
1,32
0,978

P-valor

2,68115E-
21

0,3458
0,05
0,080

1,32561E-
22

0,1175
0,05

0,023

1,21272E-
63

0,7592
0,05
<0,010

1,97461E-
19

0,5833
0,05
<0,01

1,03178E-
23

0,5832
0,05
>0,100
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Analisando os resultados obtidos é possivel perceber que o teste de Cochran
demonstrou que os compostos LINS1015, 5B e LEV séo heterocedasticos, indicando
a necessidade da aplicacdo do fator de ponderacdo 1l/y2. O teste F da Anova
comprovou que os coeficientes angulares de todos os compostos em estudos séo
estatisticamente diferentes de zero, visto que os resultados obtidos a partir do calculo

foram superiores aos valores tabelados.

Os resultados do teste de t-Student demonstraram que os coeficientes lineares
séo iguais a zero, pois todos os p-valores obtidos foram maiores que 0,05. Quanto a
investigacdo da normalidade por meio do teste de Ryan-Joyner, apresentou
resultados inferiores a 0,05, exceto LINS1003, assim conclui-se que os demais

compostos nao apresentam distribuicdo normal, apenas o composto LINS1003.

E em relacdo aos dados obtidos atraves do teste de Grubss, foi possivel
verificar que ha um outlier nas curvas dos compostos LINS1015, 5B e PPA, devido
aos valores calculados extrapolarem a faixa de valores tabelada. Porém, devido ao
uso de replicatas, avaliacdo consecutiva das moléculas e independéncia de
variabilidade, os métodos bioanaliticos poderado ser aplicados aos estudos posteriores

propostos.
5.3.3. Precisao e exatidao

Os resultados da preciséo e exatidao estado apresentados a seguir:

Tabela 11. Dados de preciséo e exatiddo dos controles de qualidade LIQ, CQB, CQM e CQA para o

método bioanalitico em plasma
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Controles de Qualidade da Curva de Calibracdo Analitica

LIQ cQB COM CQA
Intra-dia (n=5) Precisao (%) 0,95 3,19 0,34 1,69
LINS1003 Exatidao (%) 104,25 91,18 91,64 109,64
Inter- dia
(n=15) Preciséo (%) 0,79 0,73 1,069 1,71
Exatidao (%) 105,47 89,28 91,63 109,39
Intra-dia (n=5) Preciséo (%) 8,29 2,88 2,66 0,76
LINS1015 Exatidao (%) 94,66 111,18 96,83 99,23
Inter- dia
(n=15) Precisao (%) 3,98 0,77 5,68 0,88
Exatidao (%) 90,99 112,16 96,55 99,65
Intra-dia (n=5) Precisao (%) 2,34 1,66 1,15 2,01
5B Exatidao (%) 99,29 114,84 98,92 92,93
Inter- dia
(n=15) Precisao (%) 1,47 2,29 0,98 0,29
Exatidao (%) 100,61 112,22 98,36 93,64
Intra-dia (n=5) Preciséo (%) 9,8 2,61 3,11 0,29
PPA Exatidao (%) 99,01 100,31 101,97 101,52
Inter- dia
(n=15) Preciséo (%) 10,05 1,81 2,88 0,13
Exatidao (%) 105,22 99,42 102,79 101,58
Intra-dia (n=5) Precisao (%) 2,35 1,97 0,32 2,68
LEV Exatidao (%) 101,63 103,25 96,82 98,32
Inter- dia
(n=15) Preciséo (%) 3,72 3,46 2,89 1,08
Exatidao (%) 110,66 107,36 106,98 102,78

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que todos os resultados

estdo de acordo com a legislacdo vigente.

5.4. Estabilidade quimica

A etapa inicial do delineamento de novos farmacos, objetiva otimizar o

processo de transformacédo de um candidato a farmaco em um produto farmacéutico,

através da compreensdao das propriedades fisico-quimicas do farmaco e também de
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outros componentes como os excipientes da formulacéo que dar&o origem ao produto
em sua forma farmacéutica mais adequada a sua finalidade, bem como a interacao
entre esses (ANSEL et al., 2013; BARREIRO; FRAGA, 2015; AULTON; TAYLOR,
2016).

O principal objetivo do delineamento de farmacos € a obtencdo de uma
resposta terapéutica que seja previsivel em relagdo a resposta produzida por um
farmaco, e que também seja passivel de producdo em larga escala, com
caracteristicas reproduziveis a fim de assegurar a seguranca, eficacia e a qualidade
do produto (ANSEL et al.,, 2013; BARREIRO; FRAGA, 2015; AULTON; TAYLOR,
2016). No entanto, as propriedades do delineamento do produto farmacéutico séo
influenciadas pelas propriedades dos farmacos, dos excipientes inclusos e também
pela via de administracéo proposta (ANSEL et al., 2013; AULTON; TAYLOR, 2016).

As formas farmacéuticas sdo planejadas com base na via de administracao
para qual se destina, visto que as condi¢des na qual o farmaco sera submetido serao
diferentes de acordo com a via de administracdo escolhida, e, portanto, a
farmacocinética também sera diferente bem como suas propriedades fisico-quimicas
(GOLAN et al., 2014; AULTON; TAYLOR, 2016).

A via de administracao oral, a via proposta para o delineamento dos compostos
em estudo neste presente projeto, devido aos estudos iniciais de determinacao de
propriedades ADME (abreviacdo dos processos farmacocinéticos: absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excecdo), terem demonstrados resultados favoraveis
para administracdo via oral; é a via mais comumente utilizada para a administracéo
de farmacos, visto que comparada as demais vias de administracéo é a mais simples
e pratica, ja que ndo é necessario auxilio de nenhum profissional habilitado para a
administracdo, o proprio usuario é capaz de realiza-lo sozinho sem complicacdes; e
também mais segura, além de ser mais aceita pela grande maioria dos usuarios de
medicamentos, estando relacionada a maior lucratividade no mercado (ANSEL et al.,
2013; AULTON; TAYLOR, 2016; LE, 2019). E, por isso, € geralmente a via de

administracao de primeira escolha pela maioria das empresas farmacéuticas.

As formas farmacéuticas orais sao desenvolvidas visando atingir um efeito

sistémico decorrente da absor¢édo do farmaco através do trato gastrintestinal (TGI) e,
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portanto, substancias presentes no TGI podem alterar a absor¢ao do farmaco (ANSEL
et al., 2013; GOLAN et al, 2014; AULTON; TAYLOR, 2016). Outros fatores também
afetam a absorcéo, como o tempo de esvaziamento gastrico, que € responsavel pela
absorcéo efetiva do farmaco no intestino e no caso de farmacos que sao inativados
pelas secrecdes gastricas (instaveis em pH acido), o esvaziamento lento faz com que
o farmaco permanega por mais tempo em contato com as secre¢fes gastricas, o que
pode acarretar na destruicdo do farmaco, prejudicando sua absorcado, levando a
doses subterapéuticas e, por consequéncia, prejudicando o desempenho do farmaco
no organismo (ANSEL et al., 2013; GOLAN et al, 2014; AULTON; TAYLOR, 2016).

Além disso, as modificacdes de pH observados no decorrer do TGI também
influenciam a ionizagao e solubilizacdo do farmaco, sendo fator relevante para o grau
de absorc¢éo do farmaco e também para a distribuicao de equilibrio das moléculas dos
farmacos entre compartimentos aquosos baseado nos gradientes de pH entre eles
(ANSEL et al., 2013; AULTON ; TAYLOR, 2016; AMARAL et al, 2017). Sabe-se, por
exemplo, que as membranas sdo mais permeaveis a substancias na sua forma néao
ionizada, e também que farmacos na forma de acidos fracos apresentam melhor
absorcao estomacal (cujos valores de pH sédo baixos), enquanto que o intestino
delgado (pH proximo a 6,5), apresenta ampla superficie de absorcéo tanto para
farmacos na forma de acidos fracos como na de bases fracas (ANSEL et al., 2013;
AULTON ; TAYLOR, 2016). E antes de serem excretados, os farmacos sofrem ainda
biotransformacéao, cujas reacdes sao divididas em dois tipos principais: reacdes de
oxidacao/reducao (fase I) e conjugacéao/hidrélise (fase Il) (GOLAN et al, 2014). As
reacdes de oxidacao transformam os farmacos em metabdlitos mais hidrofilicos
através da adicdo de grupos polares como grupos hidroxila (OH) ou amina (NH2),
enquanto que as reacdes de conjugacdo modificam os compostos pelo acréscimo de
grupos hidrofilicos, como o &cido glicurénico, gerando conjugados mais polares
(GOLAN et al, 2014).

Assim, para o delineamento de um farmaco destinado a via oral, todos esses
fatores devem ser considerados, e a avaliacdo do composto em estudo em relacao a
variacbes de pH se torna imprescindivel para a verificacdo de quanto tempo o
composto permanece integro e estavel sob determinadas condi¢cdes, a fim de

escolher a via de administragdo mais adequada para a realizacdo dos estudos pre-
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clinicos e clinicos posteriores, otimizando assim as etapas consecutivas do processo
de desenvolvimento de novos farmacos (ANSEL et al., 2013;. MEIRELES, 2014;
AULTON; TAYLOR, 2016). E também, auxiliam na elucidagdo dos mecanismos de
acao e de degradacao dos compostos (AULTON; TAYLOR, 2016).

Portanto, as informacdes obtidas durante a pré-formulacao fornecem subsidios
para a tomada de decisdes durante o processo de desenvolvimento de um produto
farmacéutico, além de evidenciar problemas potenciais da processabilidade, e dessa
forma indicar os procedimentos que serdo necessarios para concretizar o
delineamento de um novo candidato a farmaco (ANSEL et al.,, 2013; AULTON;
TAYLOR, 2016).

Além dos fatores biofarmacéuticos, como as caracteristicas de absorcéo de
um farmaco mediante uma determinada via de administracdo, o0 processo de
desenvolvimento de um novo farmaco também deve considerar fatores intrinsecos do
farmaco, tais como as propriedades fisico-quimicas (ANSEL et al., 2013; BARREIRO;
FRAGA, 2015; AULTON; TAYLOR, 2016).

Um dos principios do delineamento de um novo composto € a garantia da
integridade quimica durante a vida util do medicamento e, geralmente, 0s aspectos
guimicos de uma formulacdo estdo centrados na estabilidade quimica do farmaco
(MEIRELLES, 2014; AULTON; TAYLOR, 2016; BARREIRO; FRAGA, 2015).

A estabilidade quimica pode ser definida como a capacidade de um composto
se manter integro estruturalmente, de forma que a concentragdo permaneca
inalterada ou altere-se dentro dos limites quando submetida a determinadas
condicbes em um intervalo de tempo (SILVA et al, 2009; ROSA, 2018). Sendo,
portanto, imprescindivel para assegurar a qualidade, seguranca e eficacia de um
medicamento (MEIRELES, 2014; AULTON; TAYLOR, 2016).

Geralmente, as moléculas do farmaco nédo se submetem a degradacao quimica
espontaneamente, porém, apresentam em sua estrutura ligacdes que quando
submetidas a determinadas condi¢Bes (como calor, luz, oxigénio e umidade) podem
ser desfeitas, tornando-se susceptiveis a degradacao quimica, gerando produtos de

degradacdo (metabdlitos toxicos), principalmente quando apresentam em sua
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estrutura grupos funcionais que s&o notoriamente conhecidos pela maior
susceptibilidade a transformagBes tais como grupamentos ésteres, grupos
fotossensiveis, grupos que contenham enxofre e grupos propensos a sofrer reacdes
de oxidacgédo- reducdo (KERRIGAN, 2011; ROSA, 2018; AULTON ; TAYLOR, 2016).
Em decorréncia da degradacdo quimica de substancias ativas podem ser gerados
metabdlitos toxicos, podendo reduzir a concentracdo de substancias, o que
prejudicaria a eficacia farmacolégica (YOSHIOKA, 2002; ROSA, 2018).

Existem diversos mecanismos que podem ocasionar a degradacao quimica de
substancias quimicas como por exemplo: desidratacdo, isomerizacao, oxidagao-
reducdo, racemizacdo, eliminacdo, fotodegradacdo, interacdes com outras
substancias presente no meio, como é o0 caso de adjuvantes farmacotécnicos de
formulacdes e principalmente por meio de reacdes de hidrélise (YOSHIOKA, 2002;
AULTON; TAYLOR, 2016).

A hidrolise, um exemplo de mecanismo na qual o farmaco ir4 ser submetido na
fase Il do processo de biotransformacdo no interior do organismo e principal
mecanismo de degradacdo quimica, por exemplo, corresponde ao processo de
guebra da ligacado da molécula do farmaco por meio de moléculas de agua, presentes
no meio (ROSA, 2018, AULTON; TAYLOR, 2016). A agua € considerada um dos
principais catalisadores em reacfes de degradacdo e muitos farmacos, que sao
instaveis nesse meio, requerem intervencbes na formulacdo para assegurar a
estabilidade e eficacia da forma farmacéutica (SILVA et al, 2009). A maior parte das
reacdes de hidrodlise envolve derivados de acido carboxilicos, como por exemplo
ésteres e amidas, que sdo grupamentos comumente encontrados em moléculas de
farmacos (AULTON; TAYLOR, 2016). No entanto, para a avaliagdo sobre a
instabilidade promovida por reacfes de hidrolise, deve-se considerar o pH do meio,
visto que ions hidrogénio e hidroxila atuam como catalisadores do processo de
degradacao (ANSEL et al., 2013; AULTON; TAYLOR, 2016).

Diante da vulnerabilidade estrutural de compostos frente a fatores como por
exemplo alteracdes de pH, culminando na geracédo de produtos de degradacéo, os
estudos de estabilidade, conforme preconizado na RE n° 1/2005, devem quantificar

0s produtos de degradacao (impurezas que podem ser originadas por alteracdes
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guimicas em processos de fabricacdo, armazenamento ou devido a influéncia de
fatores ambientais tais como luz, temperatura, umidade, pH, reacbes com excipientes
ou embalagens, propriedades fisico-quimicas, entre outros), por meio de um método
analitico eficiente, que siga o estabelecido pela legislacédo atual vigente, a RDC n°
166/2017 (BRASIL, 2005; BRASIL, 2017a).

Para a realizacdo do estudo de estabilidade quimica, os compostos em analise
foram submetidos a trés diferentes solu¢des tampdes que mimetizavam as condi¢gdes
fisiologicas (pH 7,4), estomacais (pH 1,2) e intestinais (pH 8,8), visando reproduzir as
condicdes na qual um farmaco estaria sujeito ao longo do TGl, e foi-se avaliado as
respostas com base em analises cromatograficas ao longo de um periodo de 24 horas
(720 minutos).

A obtencéo de respostas desfavoraveis no estudo revela a necessidade de
modificacbes estruturais visando o aprimoramento da estrutura quimica e
consequente formulagdo, com o intuito de aumentar a estabilidade, fornecendo
subsidios para a tomada de decisdo (MEIRELES, 2014; OLIVEIRA, 2021). Visto que
uma vez detectado que em determinadas condi¢cdes, o comportamento de um
composto é instavel, se inicia uma investigacao para a identificacéo da possivel causa
da instabilidade (MEIRELES, 2014). A instabilidade esta principalmente relacionada
a aspectos estruturais do composto (ANSEL et al., 2013; MEIRELES, 2014;
BARREIRO; FRAGA, 2015; AULTON; TAYLOR, 2016 . Como foi dito anteriormente,
a presenca de determinados grupamentos quimicos podem favorecer a
susceptibilidade a mecanismos de degradacdo como a hidrolise. A instabilidade de
um composto pode, inclusive, ser argumento para descontinuidade dos estudos com

uma determinada molécula.

Diante disso, existem algumas estratégias como adi¢do de grupos funcionais
estaveis em sitios vulneraveis da estrutura, como por exemplo o bloqueio de oxidacao
de posicdes especificas em anéis aromaticos por meio da introducdo de grupos
fortemente retiradores de elétrons (tais como —CF3,SO2NH,; e SOgz), adicdo de
grupamentos N-t-butil para prevencao de N-desalquilacao; troca de ligacdo éster labil
por um grupo amida; blindagem eletrénica do NH»; remog&o ou substituicdo de grupos

susceptiveis a reacbes de degradacao; restricdo por impedimento estérico para
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protecdo contra grupos susceptiveis a sofrer hidrélise e também contra ataques
nucleofilicos ou enzimaticos, entre outros (PEREIRA, 2007; SILVEIRA, 2021).

A quantificagdo dos compostos se deu através da construgdo de curvas
analiticas, conforme descritas nos itens 5.2.2., que permitiram a construcdo dos
gréficos de estabilidades, que relaciona a porcentagem remanescentes dos controles
de qualidade avaliados em funcéo do tempo, que seréo apresentados a seguir.

Para a avaliacdo estatisticas dos resultados foi realizado o teste ANOVA
(paramétrico para medidas repetidas) com pdés teste de Tukey com nivel de
significancia igual a 0,05.

O teste de Tukey ou DHS (Diferenca Honestamente Significativa) foi utilizado
como meéetodo complementar a Anova pois o valor de F obtido foi significativo. O teste
de Tukey consiste em comparar todos 0s possiveis pares de médias e se baseia na
diferenca minima significativa (DMS), com base nos percentis do grupo e também nos
resultados do quadrado médio dos residuos da Anova e o tamanho amostral, de modo
a identificar quais as médias que quando comparadas se diferem significativamente
entre si (PARMA, 2017; OLIVEIRA ; FARIA, 2019; OLIVEIRA, 2013).

5.3.1. Estabilidade em pH 1,2

O ensaio em pH 1,2 (Tampao Clark-Lubs) visa mimetizar as condi¢cdes nas
guais uma substancia estaria submetida em um ambiente estomacal. Como a via de
administracdo proposta para 0s compostos em estudo € a via oral, instabilidades
observadas frente a esse pH podem ser desfavoraveis para a escolha da via de
administracdo proposta, visto que um farmaco que é instavel em pH estomacal é
degradado rapidamente, antes mesmo do tempo necessario para assegurar sua
absorcado gerando respostas terapéuticas ineficazes. Dessa forma, os resultados
obtidos a partir dos resultados do estudo de estabilidade em pH 1,2 sdo cruciais para
identificar a necessidade de realizacao de modificacfes estruturais nas moléculas em

andalise.

Os resultados obtidos para o estudo de estabilidade em pH 1,2 estédo

demonstrados através da figura 8 e tabela 12.
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Tabela 12. Estabilidade dos compostos LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV em tampé&o Clark-Lubs

(pH 1,2).
Estabilidade em pH 1,2- CQA
LINS1003 LINS1015 5B PPA LEV

Tempos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

0 min 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
10 min 97,38 3,40 103,94 4,09 103,33 3,54 97,42 1,07 61,56 3,08
20 min 97,28 3,69 102,91 5,64 98,68 3,63 80,88* 8,94 59,64* 6,45
30 min 98,88 4,45 104,94 2,92 98,93 6,77 65,24 0,99 78,81 19,17
60 min 97,00 1,15 107,32 0,61 99,02 1,52 44,82 4,55 50,17 1,87
2h 97,41 3,30 104,18 3,19 104,05 5,82 29,87 1,05 54,34 14,32
4h 100,53 1,72 90,17 7,71 96,11 6,18 29,34 3,54 55,54 17,17
8h 100,66 3,01 88,02 6,24 94,60 4,54 17,11 2,79 49,43 14,19
10h 97,53 2,39 86,72 7,61 108,19 4,25 5,54 5,91 36,98 1,93
12h 98,56 2,28 87,31 8,13 105,40 8,53 0,24 2,01 18,82 8,67
24h 101,45 2,44 7,19 7,19 99,65 4,22 3,84 0,55 35,08 6,41

Estabilidade em pH 1,2- CQM
LINS1003 LINS1015 5B PPA LEV

Tempos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

0 min 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
10 min 97,74 3,27 95,68 5,71 101,81 2,91 84,57 6,29 92,28 6,28
20 min 100,19 2,17 93,33 1,27 99,53 2,25 65,55 8,65 94,56 4,60
30 min 97,65 4,96 94,13 3,43 92,97 7,73 36,38* 38,52 87,88 12,82
60 min 99,58 2,06 93,10 2,85 98,85 5,90 0,25 8,01 92,00 6,14
2h 98,61 4,81 80,59 9,84 99,15 3,95 3,05 1,60 96,74 4,37
4h 96,55 0,14 71,17 5,86 95,90 3,56 6,71 5,14 91,64 5,85
8h 100,24 2,85 7496 3,44 102,17 2,90 3,06 4,02 93,60 9,01
10h 98,56 0,39 72,07 4,29 78,96* 2,38 12,73 3,62 95,70 8,36
12h 100,38 4,38 78,35 0,87 81,73 1,22 1,96 3,50 97,83 8,12
24h 99,85 4,91 57,80* 23,53 87,36 6,45 9,37 4,74 95,71 8,48

Média= porcentual remanescente (%)

(*) = Diferenca estatistica (ANOVA seguido de Tukey)
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Figura 7. Estabilidade dos compostos LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV em tampé&o Clark-Lubs
(pH 1,2).
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Observando os resultados obtidos para o estudo de estabilidade com CQA, os
compostos que apresentaram diferenca estatistica (destacados em vermelho, com
um simbolo asterisco ao lado) foram: PPA e LEV em 20 min; e para CQM: LINS1015
em 24h, 5B em 10h e PPA 30min. Pode-se concluir, portanto, que os compostos PPA
e LEV apresentaram instabilidade em pH acido em um intervalo de tempo curto.

Tanto LEV quanto PPA sdo compostos que apresentam em sua estrutura
grupamento amida livre, que sdo grupamentos conhecidamente susceptiveis a
reacdes de hidrélise, nas quais o pH atua como importante catalisador
(CONSIGLIERI, 2015). O gue pode ser um indicativo da razdo da instabilidade em
pH éacido.

A instabilidade em pH acido estomacal nesse caso revela a possibilidade de
ocorrer precipitacdo e/ou degradacdo desses compostos, 0 que significa que serao
necessarias modificagbes estruturais, a fim de reduzir a susceptibilidade dos

compostos, em caso de manutencao da via de administracéo oral.

Ja em relacdo aos compostos LINS1015 e 5B, as diferencas estatisticas
apresentadas nao significam grandes preocupacdes devido ao tempo de corrida na
gual ocorreram, visto que 0 processo de esvaziamento gastrico ocorre em torno de
4h (ou seja, 4h é o tempo médio na qual o farmaco permaneceria no estbmago)
(FREIRE, 2006), e as instabilidade observadas ocorreram em 24h e 10h, para
LINS1015 e 5B, respectivamente, o que provavelmente ndo apresentaria impacto
significativo na pratica, visto que os compostos teoricamente seriam absorvidos antes

de serem degradados.
5.4.2. Estabilidade em pH 7,4

A determinacdo da estabilidade em pH 7,4 (tampao Hank’s) tinha como

objetivo reproduzir as condi¢cdes plasmaticas do organismo.

Os resultados do estudo de estabilidade em pH 7,4 estdo apresentados a

seguir na figura 8 e tabela 13.
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Tabela 13. Estabilidade dos compostos LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV em tampé&o Hank’s (pH

7.4).
Estabilidade em pH 7,4- CQA
LINS1003 LINS1015 5B PPA LEV

Tempos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

0 min 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
10 min 97,91 1,03 101,61 6,06 97,19 2,19 90,39 2,51 43,03* 1,39
20 min 94,72 3,34 100,08 1,59 97,24 4,39 89,17* 1,48 2598 3,20
30 min 99,13 3,32 98,19 1,38 99,85 0,75 88,98 0,59 23,96 11,75
60min 99,61 2,01 98,20 1,47 92,38 3,97 84,64 536 2596 9,40
2h 96,11 5,70 81,21* 1,08 101,98 4,90 83,87 4,68 33,02 11,61
4h 98,22 6,82 80,62 240 9935 7,94 8501 4,27 2740 7,50
8h 101,69 2,34 7558 3,84 103,33 3,37 88,71 6,67 10,21 4,31
10h 99,27 5,07 70,29 1,60 118,22 17,75 87,86 5,78 10,49 4,32
12h 104,60 0,65 68,95 2,19  12943* 1,12 92,70 0,98 20,57 10,46
24h 100,25 3,51 68,45 3,61 125,74 6,47 86,61 2,92 13,76 4,74

Estabilidade em pH 7,4- CQM
LINS1003 LINS1015 5B PPA LEV

Tempos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

0 min 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
10 min 96,46 1,03 93,16 9,40 96,45 2,26 101,18 2,37 94,76 3,99
20 min 96,48 3,33 93,75 11,24 9399 808 9551 11,16 94,84 2,45
30 min 9562 2,20 90,43 14,45 88,33 452 90,38 14,72 94,83 3,28
60 min 96,05 1,63 91,40 12,12 9428 3,06 89,51 8,97 93,36 544
2h 96,75 1,94 96,86 2,59 9223 8,72 90,25 3,63 96,48 6,36
4h 96,04 2,17 76,95 1191 94,77 856 83,09 244 103,56 20,39
8h 96,78 2,06 68,30* 11,62 107,55 1,23 82,04 1,49 112,27 33,89
10h 96,88 1,62 64,92 12,64 111,32 505 9447 145 118,59 37,80
12h 97,29 044 62,22 4,05 11866 7,88 84,20 4,66 104,39 17,63
24h 101,00 2,13 53,39 12,58 114,12 13,99 8525 576 131,08 33,68

Média= porcentual remanescente (%)

(*) = Diferenca estatistica (ANOVA seguido de Tukey)
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Figura 8. Estabilidade dos compostos LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV em tampé&o Hank’s (pH
7.4).
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A partir dos resultados obtidos pode-se observar que houveram diferencas

estatisticas em relacdo a concentracdo CQA para os compostos: LINS1015 em 2h,
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para 5B em 12h, PPA em 20 min e também LEV em 10 min; em relacdo a
concentragdo CQM, apenas o composto LINS1015 no tempo de 4h de experimento.

7

A estabilidade em um pH correspondente ao pH sanguineo é um fator
importante para fatores farmacocinéticos e também farmacodindmicos, estando
diretamente relacionada a resposta farmacoldgica dado que o farmaco depois de
absorvido é distribuido pelo sistema circulatério até seu o6rgdo-alvo, assim, €&
importante que o farmaco permaneca integro pelo tempo necessario para que consiga
atingir seu sitio acdo e entdo desempenhar sua acdo farmacoldgica (GOLAN et al,
2014). Em casos de instabilidade plasmética, a efetividade é comprometida, assim
cComo a seguranca, visto que a degradacdo dos compostos em sangue culmina na
geracdo de entidades desconhecidas solubilizadas na corrente sanguinea, em

circulagéo.

No entanto, para concluir essa parte do estudo sdo necessarios estudos
complementares, tais como o0 estudo de precipitacdo de proteinas plasmaticas,
realizado pelo Oliveira, 2021 (52).

5.4.3. Estabilidade em pH 8,8

A determinacédo da estabilidade em pH 8,8 (tampao Tris- HCI) tinha como

objetivo simular as condi¢cdes ambientais encontradas no intestino delgado.

Os resultados do estudo de estabilidade em pH 7,4 estdo apresentados a

seguir na figura 9 e tabela 16.
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Tabela 14.

Estabilidade dos compostos LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV em tampé&o Tris-HCI

(pH 8,8).
Estabilidade em pH 8,8- CQA
LINS1003 LINS1015 5B PPA LEV

Tempos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

0 min 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
10 min 101,83 1,70 98,19 5,47 94,48 1,18 96,45 1,19 101,21 3,30
20 min 104,30 7,99 104,42 10,61 87,01 7,52 9458 0,75 96,11 2,45
30 min 103,94 1,87 103,26 8,98 90,74 6,65 9853 2,06 96,92 8,69
60 min 106,12 6,04 94,42 4.8 68,26* 5,04 102,39 1,09 91,26 3,42
2h 104,15 2,70 86,77 7,49 64,25 1,23 98,85 4,04 86,49 1,26
4h 102,74 2,97 79,33 9,79 72,56 806 98,77 2,13 9520 1,91
8h 102,04 3,22 70,84* 8,01 7059 7,03 9780 151 8154 11,63
10h 101,79 2,68 67,29 3,84 7950 9,78 96,34 0,57 59,80* 6,58
12h 102,07 2,53 62,27 3,16 7229 9,05 9556 2,31 66,23 0,60
24h 104,14 2,19 71,99 1195 70,50 3,45 99,69 2,27 69,19 5,02

Estabilidade em pH 8,8- CQM
LINS1003 LINS1015 5B PPA LEV

Tempos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

0 min 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
10 min 97,47 060 9536 1,09 7289 939 10399 4,58 8085 12,83
20 min 96,24 4,04 100,49 0,73 79,53 10,41 105,71 4,73 102,42 26,16
30 min 94,32 393 102,49 187 8515 0,33 102,97 3,84 8510 20,25
60 min 99,34 1,18 98,21 1,09 116,62 3566 10456 3,02 84,92 19,82
2h 100,41 6,29 99,07 800 9255 842 106,84 2,34 86,88 16,41
4h 100,65 2,50 89,58 4,61 109,52 14,24 107,00 1,89 79,99 4,07
8h 98,39 2,12 8347 1,77 109,30 13,54 102,13 6,68 79,74 3,42
10h 98,72 2,46 78,88 2,35 113,86 13,49 10326 1,46 7853 2,39
12h 99,04 2,14 73,65 589 108,04 12,28 103,53 3,88 74,47 6,32
24h 101,06 1,18 70,67 4,69 103,61 4,39 100,73 4,43 77,58 3,50

Média= porcentual remanescente (%)

(*) = Diferenca estatistica (ANOVA seguido de Tukey)
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Figura 9. Estabilidade dos compostos LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV em tampdao Tris-HCI (pH

8,8).
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O intestino delgado, devido a sua ampla area de superficie e membranas mais
permeaveis que as membranas estomacais, € o local na qual a maioria dos farmacos
séo absorvidos (LE, 2019). Formado por trés porc¢des, sendo elas duodeno, jejuno e
ileo e @ medida que se aproxima da porcéo mais distal do ileo, o pH vai se tornando

progressivamente mais alcalino até atingir os valores proximos a 8.

Diversos fatores influenciam o processo de absorgcéo intestinal, como por
exemplo a flora bacteriana gastrointestinal, motilidade intestinal, fluxo sanguineo local
e também o tempo de transito intestinal (LE, 2019). O tempo de transito intestinal é
relativamente constante, e corresponde a aproximadamente 3 = 1 horas (FREIRE,
2006).

A partir do tempo de transito intestinal é possivel analisar o tempo na qual os
analitos podem ser considerados como seguros para prosseguir para as demais fases

do processo de desenvolvimento de farmacos.

Analisando o0s compostos, pode-se verificar que 0S compostos que
apresentaram diferenca estatistica significativa para CQA foram LINS1015 em 8h de
experimento, 5B em 60 min e LEV em 10h; e para CQM, apenas para LINS1015 em
8h.

Dentre os compostos que apresentaram diferencas estatisticas significativas,
ou seja, a média dos valores obtidos durante o estudo séo variaveis, o que indica
instabilidade, o mais preocupante € o composto 5B que apresentou instabilidade logo
aos 60 min iniciais. A instabilidade observada provavelmente esta vinculada a
presenca de um grupamento amida, que na presenca de pH basico (pH= 8,8) sofre
um processo de hidrélise (SOLOMONS et al, 2018).

Os demais compostos apresentaram instabilidade em um periodo superior de
tempo ao tempo de transito intestinal, 0 que permite concluir que no momento que
permaneceriam no intestino, estariam integros e estaveis, de forma que a sua
atividade terapéutica ndo seria comprometida. Assim, a degradacdo nesses casos

nao é considerada um fator critico.
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Para a absorcao intestinal € muito importante que os compostos permanecam
por tempo suficiente (pelo menos cerca de 3h que corresponde ao tempo de transito

intestinal) para garantir a maxima absorgéo.

Deve se considerar também que para que o composto seja absorvido no
intestino delgado, ele deve ser resistente, se mantendo estavel mediante ao pH acido
do estdmago.

5.5. Estabilidade ex vivo

O estudo de estabilidade ex vivo, etapa crucial do processo de delineamento
de um novo farmaco, consiste em uma avaliacdo da estabilidade de compostos
guando submetidos em materiais bioldgicos, como por exemplo plasma sanguineo,

em um ambiente externo ao modelo animal (FRANCHIN, 2019).

Independentemente da via de administracao utilizada, os farmacos irédo ser
distribuidos e transportados até seu local de atuacéo atraves do sistema de circulacao
sanguineo, na qual sdo encontradas diversas enzimas hidroliticas no plasma, tais
como as enzimas colinesterase, aldolase, lipase e fosfatase que podem ao entrarem
em contato com o0s compostos podem ocasionar a degradacdo desses,
caracterizando assim um perfil farmacocinético indesejavel (FRANCHIN, 2019;
KERNS, 2016; DI, 2005).

Farmacos que sao instaveis em plasma tendem a apresentar depuracao
rapida, ou seja sao eliminados muito rapidamente, ndo permanecendo no organismo
por tempo suficiente para exercer algum efeito terapéutico, além de uma meia-vida
curta e desempenho farmacocinético néo linear, o que impossibilita a obtencédo de
uma resposta que seja previsivel, desobedecendo assim um dos principios do

delineamento de farmacos (DI, 2005).

Para a quantificacdo dos compostos, foram construidas curvas bioanaliticas
conforme descrito anteriormente nos itens 5.2 e 5.3, de forma a obter os gréficos de

estabilidade, conforme pode ser verificado na figura 10 a seguir.

As concentracfes utilizadas para a construgéo das curvas bioanaliticas foram

inferiores a 100 pg/mL de modo a evitar a saturacdo enzimatica, pois segundo um
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estudo realizado em 1998 por Nomeir e colaboradores, foi observado uma correlacéo

direta entre concentracdes de 100 pg/mL e saturagdo das enzimas enzimaticas

(FRANCHIN, 20109).

Figura 10. Estabilidade dos compostos LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV em plasma (n=3 + DP).
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Para a avaliacdo estatistica dos resultados foi realizado o teste ANOVA

(paramétrico para medidas repetidas) com pds teste de Tukey com nivel de

significancia igual a 0,05. E os resultados obtidos estdo demonstrados na tabela 15.

Tabela 15. Estabilidade dos compostos LINS1003, LINS1015, 5B, PPA e LEV em plasma.

Estabilidade em plasma- CQA

LINS1003 LINS1015 5B PPA LEV
Tempos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
0 min 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
10 min 104,89 13,91 60,17 15,81 103,43 9,66 101,27 13,06 101,55 4,33
20 min 134,11 48,96 70,24 20,13 9341 20,98 104,44 5,67 101,74 4,38
30 min 128,23 31,66 9358 10,06 83,38 29,75 94,30 4,11 94,77 1,67
60 min 109,11 14,56 105,95 22,35 95,15 1,31 114,12 9,14 96,94 3,47
2h 109,01 35,80 102,25 525 8584 694 97,96 11,89 104,39 6,21
4h 121,62 37,13 97,71 16,73 84,52 5,83 107,41 4,75 105,01 8,83
8h 131,93 49,69 7950 20,13 80,66 15,37 92,82 7,69 92,46 0,54
10h 121,08 31,27 8351 1394 93,71 17,03 96,59 12,04 98,92 8,91
12h 108,68 26,53 9542 34,08 77,76 6,13 101,83 11,84 96,56 5,76
24h 118,21 36,41 88,79 517 84,41 858 104,79 12,40 99,39 9,56
Estabilidade em plasma- CQM
LINS1003 LINS1015 5B PPA LEV

Tempos Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
0 min 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
10 min 122,89 13,41 92,40 1,36 115,76 11,59 91,52 7,40 100,18 5,21
20 min 108,61 19,14 96,01 12,03 109,65 4,54 93,03 11,23 100,85 4,35
30 min 103,57 7,33 99,30 484 96,48 4,67 8567 3,26 98,10 14,32
60 min 83,99 68,02 102,42 4,72 9543 8,09 8526 11,99 99,40 6,96
2h 121,42 8,10 97,36 542 9860 4,15 100,86 4,00 97,07 11,55
4h 113,97 9,82 91,54 5,52 101,63 10,21 84,75 7,38 84,65 1,64
8h 104,16 6,36 82,22 6,63 101,48 9,00 93,39 1157 93,96 9,98
10h 106,86 17,45 103,03 13,43 102,18 5,70 81,21 9,86 8821 934
12h 102,25 15,37 91,99 20,43 98,99 13,72 93,48 11,68 94,37 1,78
24h 106,08 14,53 88,88 16,34 112,09 0,49 102,05 13,21 88,77 7,88

Média= porcentual remanescente (%)

(*) = Diferenca estatistica (ANOVA seguido de Tukey)
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Analisando os resultados obtidos, pode-se observar que ndo houveram
diferencas estatisticas significativas durante todo o tempo de incubacgéo (24h) para
nenhum dos compostos analisados, o que indica que a degradacao em plasma nao é
um fator critico ao desenvolvimento, no caso dos compostos em analise no presente

estudo.
6. Conclusao

No contexto analitico, os estudos de estabilidade de medicamentos, quimica e
ex vivo, fornecem evidéncias a respeito da qualidade de um composto, quando
submetido a diversos fatores, possibilitando melhor entendimento dos mecanismos
de degradacdo, determinacdo de parametros como o0 tempo maximo de
armazenamento de uma substancia, e também confere informagcbes de suma
importancia no processo de delineamento de novos farmacos e formulagdes, como
por exemplo as incompatibilidades farmaco-excipiente da formulagédo e a via de
administracdo mais adequada (ROSA, 2018; SILVA, et al, 2009; MEIRELES, 2014).
Sendo, portanto, uma etapa imprescindivel para a garantia da qualidade, seguranca
e eficacia de um medicamento, visto que um dos principios do delineamento de um
farmaco € o de assegurar que o farmaco permaneca quimicamente integral durante o
periodo correspondente a vida util (MEIRELES, 2014; AULTON, 2005).

Os métodos analitico e bioanalitico desenvolvidos e validados através de
HPLC- massas no presente projeto, para a quantificacao de produtos de degradacao
originados no periodo de avaliacdo da estabilidade dos compostos forneceram
eficacia e seguranca, de modo a permitir a quantificacdo dos compostos com precisao
e exatiddo nos ensaios fisico-quimicos e também bioldgicos que seréo realizados ao
longo do processo de desenvolvimento dos compostos candidatos a farmacos.

A partir dos resultados obtidos na determinacdo da estabilidade quimica dos
compostos em estudos, obteve- se que os compostos em pH 1,2 (correspondente ao
pH estomacal), tanto nas concentracdes CQA e CQM, os compostos LEV e PPA
apresentaram instabilidade em um curto periodo de tempo. Em pH plasmatico, alguns
compostos apresentaram instabilidade, no entanto, sdo necessarios estudos
complementares, tais como o estudo de ligacao a proteinas plasméaticas. Em pH 8,8
(que mimetiza as condic¢des intestinais), o composto LEV demonstrou ser instavel

logo nos primeiros 60 minutos. E em relacéo aos estudos de estabilidade em plasma,
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todos o0s compostos se demonstraram estaveis, sem apresentar diferencas
estatisticas significativas.

Em sintese, os estudos de estabilidade quimica e plasmatica forneceram
resultados satisfatérios para todos o0s compostos, e evidenciaram que as
instabilidades das entidades mediantes pHs nao influenciardo em processos
farmacocinéticos e toxicol6gicos in vivo.

Sendo assim, 0s compostos estdo aptos a prosseguir para as demais fases do
processo de desenvolvimento de farmacos, passando pela analise de técnicas
computacionais de modelagem e simulacédo (farmacometria), que consiste em um
conjunto de modelos matematicos cujo objetivo € a compreensao de propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas, essenciais para o prosseguimento do estudo

para as fases pré-clinica e clinica.
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