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RESUMO

Farmacos com escassa hidrossolubilidade, frequentemente, representam desafios
para a industria farmacéutica. A solubilidade € o principal fator limitante da sua
dissolucéo e absorc¢do, levando a uma biodisponibilidade inadequada e prejuizo da
eficacia clinica. O uso de polimeros, baseado na interagdo farmaco-polimero,
destaca-se entre as varias estratégias para melhorar a solubilidade de farmacos.
Poloxameros sdo copolimeros anfifilicos que podem se autoassociar em solucéao
aquosa, promovendo a solubilizacdo de farmacos pouco solluveis através da
solubilizagdo micelar. Griseofulvina (GF) é farmaco que representa um exemplo
tipico de desafio para estudos de aumento de solubilidade, a fim de melhorar sua
atividade antifingica. Diversos estudos apontam o potencial uso de poloxameros na
solubilizagédo de farmacos, incluindo GF. Nesse sentido, o presente trabalho tem por
objetivo caracterizar a interagéo fisico-quimica entre GF e o poloxdmero 407 (P407)
e o efeito sobre a solubilidade do farmaco, avaliando in vitro a atividade de GF, na
sua forma livre e associada ao P407, sobre isolados de Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton rubrum. Para avaliar o teor de GF nas associacfes
GF-P407, foi desenvolvido e validado método analitico por CLAE-PDA. Estudos de
solubilizagéo indicaram um aumento efetivo de, aproximadamente, oito vezes a
solubilidade intrinseca de GF que seguiu, porém, um comportamento ndo linear,
diferente do usualmente descrito na literatura. Os ensaios de caracterizacao fisico-
qguimica por calorimetria exploratéria diferencial, espectroscopia de infravermelho
com Transformada de Fourier, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio,
espectroscopia de correlacdo de fotons e mobilidade eletroforética indicaram a
ocorréncia de possiveis interacbes farmaco-polimero, contudo, n&o foram
conclusivos. O teste de susceptibilidade fungica revelou falta de correlagdo entre o
incremento de solubilizagdo de GF, mediado pela associacdo com P407, e sua

atividade bioldgica, nos isolados testados.

Palavras-chave: polimero; poloxamero; griseofulvina; solubilizacdo; interacéo

farmaco-polimero; atividade antifungica.






ABSTRACT

Today more than ever, poorly soluble drugs (PSD) challenge the pharmaceutical
industry regarding the development of more active pharmaceutical forms. Indeed,
solubility is a limiting-step for drugs dissolution, absorption, bioavailability and the
achievement of better clinical efficacy. Among the various strategies proposed to
improve drug solubility, the solubilization through drug-polymer interaction have been
a matter of special attention. Poloxamers are amphiphilic copolymers that self-
associate in aqueous media, enhancing drug solubility via micellar solubilization.
Griseofulvin (GF) exemplifies a typical case of challenge for increased solubility
studies, to improve their activity. Former works noticed the potential use of
poloxamers to enhance solubilization of PSD, including GF. In this work, we
evaluated physicochemical characteristics of the GF-P407 interaction, and its
influence on the GF solubility and GF in vitro antifungal activity against Trichophyton
mentagrophytes and Trichophyton rubrum. GF content in GF-P407 mixtures was
assessed by a purposely developed and validated analytical method using HPLC-
PDA. Solubilizing study indicated an effective solubilization of GF by poloxamer
association. Nonetheless, the non-linear solubilization behavior have differed from
that usually described in the literature for poloxamer. Results from physicochemical
analysis by differential scanning calorimetry, Fourier transformed infrared
spectroscopy, 'H nuclear magnetic resonance spectroscopy, scanning electron
microscopy, photon correlation spectroscopy and electrophoretic mobility suggested
a drug-polymer interaction, but were not conclusive. Noteworthy, the antifungal
susceptibility testing showed a lack of correlation between the increased GF solubility
and its biological activity. Thus, results suggest a possible interaction GF-P407,
providing increased solubility of the drug, but not necessarily reflected in a higher
antifungal activity of this association.

Key words: polymer; poloxamer; griseofulvin; solubilization; drug-polymer

interaction; antifungal activity
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Atualmente, estima-se que, aproximadamente, 40% dos medicamentos
comercializados e 80% das substadncias em processo de desenvolvimento
correspondam a moléculas com limitada solubilidade aquosa (TAKAGI et al., 2006;
KAWABATA et al.,, 2011; KHADKA et al.,, 2014; KALEPU; NEKKANTI, 2015).
Farmacos com solubilidade limitada em meio aquoso, frequentemente, representam
desafios para a industria farmacéutica, uma vez que essa caracteristica é
reiteradamente o principal fator limitante da dissolucdo e absorcao desses, levando a
uma biodisponibilidade inadequada (KAWABATA et al., 2011; FLORENCE;
ATTWOOD, 2011; BUCKLEY et al., 2013; KHADKA et al.,, 2014). Dessa forma, a
escassa solubilidade pode afetar a interpretacdo dos ensaios realizados in vitro,
levando a dados questionaveis e incorretos, comprometendo o desenvolvimento de
novas formulacdes com adequada eficicia clinica (KAWABATA et al., 2011; LU;
PARK, 2013).

Nesse contexto, constata-se o aumento do interesse na alteracdo da
solubilidade de farmacos ou moléculas candidatas e, também, de novas abordagens
gue resultem na preparacédo de medicamentos mais eficazes (REKATAS et al., 2001;
KAWABATA et al., 2011; KUMAR et al., 2013).

Entre as diversas estratégias para melhorar a solubilidade de farmacos
insolaveis, destaca-se a solubilizacdo mediante o uso de micelas e estruturas
supramicelares de natureza polimérica, e sua posterior incorporacdo em formas
farmacéuticas liquidas e semissolidas (REKATAS et al., 2001; LETCHFORD; BURT,
2007). As micelas poliméricas se originam da autoassociacdo espontanea de
polimeros anfifilicos e caracterizam-se por apresentar um dominio externo hidrofilico
e um dominio interno lipofilico, possibilitando, assim, a solubilizacdo de farmacos
pouco soluveis em veiculos hidrofilicos (REKATAS et al, 2001; PIERRI;
AVGOUSTAKIS, 2005; LETCHFORD; BURT, 2007).

Os copolimeros tribloco sdo formados por sequéncias de monémeros ligados
covalentemente e podem ser compostos por dois blocos idénticos separados por um
bloco diferente ou por trés blocos diferentes (JONES; LEROUX, 1999; BATES et al.,
2012; TORCELLO-GOMEZ et al., 2014). Dentro deste grupo encontram-se 0S
poloxameros, polimeros constituidos de unidades 6xido de etileno (OE) e 6xido de
propileno (OP) dispostas em uma estrutura OE,-OPy-OE,. Devido a sua estrutura,
podem se autoassociar em meio aquoso, originando micelas com um dominio
hidrofébico (OP) e um dominio hidrofilico (OE) (REKATAS et al., 2001; DUMORTIER
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et al.,, 2006). O poloxamero 407 (P407) vem sendo amplamente estudado como
solubilizante, sendo reconhecido por agéncias reguladoras, como o FDA (Food and
Drug Administration), e utilizado na formulacéo de formas farmacéuticas de uso oral,
topico e oftdlmico (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2005; JINDAL; MEHTA, 2015).

Igualmente abundante é o niumero de estudos que abordam a questdo da
baixa solubilidade de alguns farmacos, buscando por estratégias que modifiquem
essa caracteristica (KAWABATA et al.,, 2011; KUMAR et al., 2013; KALEPU;
NEKKANTI, 2015). No entanto, verificou-se que esses estudos se limitam,
majoritariamente, a aspectos fisico-quimicos e tecnoldgicos, alguns in silico,
presumindo um elo automatico entre aumento na solubilidade e melhor atividade
bioldgica, mas desprovidos de comprovacédo experimental (REKATAS et al., 2001).
Nesse sentido, ressalta-se a importancia de estudos tecnoldgicos associados a
estudos biologicos conjuntos e comprobatérios da alteracdo favoravel e significativa
na resposta bioldgica ou terapéutica.

A griseofulvina (GF), metabdlito produzido principalmente pelo Penicillium
griseofulvum, € um fungistatico utilizado, preferencialmente, contra dermatéfitos dos
géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (VLACHOU et al., 1992;
GOINDI; AGGARWAL, 2006, 2012; AGGARWAL; GOINDI; KHURANA, 2013).
Também, pode ser utilizado no tratamento de doencas inflamatérias e malignas,
entretanto, esses usos sdo menos explorados (FINKELSTEIN; AMICHAI
GRUNWALD, 1996). GF, farmaco ja considerado como de referéncia no tratamento
de determinadas dermatomicoses, é capaz de gerar efeitos adversos associados a
necessidade de longo periodo de tratamento por via oral, via na qual apresenta
biodisponibilidade baixa e variavel (ARIDA, AL-TABAKHA, HAMOURY, 2007,
AGGARWAL; GOINDI; KHURANA, 2013). Essa caracteristica é tipica de farmacos
classe Il do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), que apresentam baixa
solubilidade, elevada permeabilidade e limitada biodisponibilidade (WU; BENET,
2004; FUJIOKA et al., 2007; KAWABATA et al., 2011; KUMAR et al., 2013).

Tendo em vista os aspectos acima abordados, GF exemplifica um caso tipico
de desafio para estudos de aumento de solubilidade, sendo amplamente utilizada
como farmaco modelo para estes estudos (REKATAS et al.,, 2001; GOINDI;
AGGARWAL, 2006; NOOMEN et al., 2008).

As dermatomicoses constam entre as infec¢cdes fungicas mais comuns,
atingindo cerca de 25% da populagdo mundial (AMEEN, 2010; CORTEZ et al., 2012;
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AGGARWAL; GOINDI, 2012; AGGARWAL; GOINDI; KHURANA, 2013;
TEKLEBIRHAN; BITEW, 2015). Mesmo com o advento de novos antifingicos,
observa-se uma prevaléncia crescente das dermatomicoses, acompanhada de
elevacdo na resisténcia, nos efeitos adversos, na toxicidade e nas interacdes
medicamentosas (STRATEN; HOSSAIN; GHANNOUM, 2003; PERES et al., 2010).
Esse quadro também incide na maior gravidade clinica, aumento de susceptibilidade
por parte dos pacientes, propiciando o surgimento de infeccbes oportunistas.
Ressalta-se, assim, a necessidade de estudos dirigidos para o desenvolvimento de
medicamentos mais eficazes, e livres dessas limitagbes, ou para a melhoria no
desempenho dos antifungicos ja existentes, como GF (REKATAS et al., 2001;
STRATEN; HOSSAIN; GHANNOUM, 2003; GUPTA; COOPER, 2008; MARTINEZ-
ROSSI; PERES; ROSSI, 2008; PERES et al., 2010; DIAS et al., 2013).

Neste panorama, a presente dissertacdo de mestrado tem por objetivo
abordar a interacdo farmaco-polimero, possiveis alteracbes na solubilidade do
farmaco e no efeito biolégico de GF frente a isolados de Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton rubrum.
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A presente dissertacdo de mestrado foi redigida na forma de capitulos, em
conformidade com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de PG4s-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul, e encontra-se estruturada da seguinte forma:

— O capitulo | trata da revisdo da literatura acerca do tema da dissertacao,
abordando os aspectos relevantes para o desenvolvimento do trabalho: solubilidade;
solubilizacdo com uso de polimeros — dispersdo solida e solubilizacdo micelar;
aspectos referentes aos polimeros, em especial, 0s poloxameros; aspectos
referentes ao antifangico GF e aspectos referentes a atividade biolégica —

dermatomicoses, dermatofitos e tratamento;

— O capitulo Il apresenta os resultados da validacdo de método analitico, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, visando a quantificacdo de GF nas

preparacdes contendo poloxamero;

— O capitulo Il apresenta os resultados obtidos nos estudos de solubilizagdo de GF
em preparacdes contendo poloxamero 407, caracterizacdo fisico-quimica da
possivel interacao farmaco-polimero e avaliagdo da atividade antifungica, in vitro, de
GF, na forma livre e associada ao P407, frente aos isolados de Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton rubrum.
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Objetivo Geral

Caracterizar a interacao fisico-quimica entre farmaco e polimero, avaliando in

vitro a atividade de griseofulvina, isoladamente e associada ao polimero poloxamero

407, sobre isolados de Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum.

Objetivos Especificos

1.

3.

4.

Avaliar a solubilidade do farmaco, utilizando diferentes concentracbes de

polimero;

Caracterizar a interacdo fisico-quimica entre farmaco e polimero mediante
calorimetria exploratéria diferencial (DSC); espectroscopia de infravermelho
com Transformada de Fourier (FT-IR); ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (*H RMN); espectroscopia de correlacdo de fétons e mobilidade

eletroforética;

Avaliar a susceptibilidade fungica de isolados de Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton rubrum frente a griseofulvina, isoladamente e

em mistura com o polimero selecionado;

Avaliar a possivel correlacdo entre os dados fisico-quimicos e interacdo com
a solubilidade e a atividade biologica.






CAPITULO I: Revisdo da Literatura
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Solubilidade

Solubilidade é uma propriedade fisico-quimica, definida pela composigcéo
exata de uma solucdo saturada de um soluto em um determinado solvente,
temperatura, pressdo e pH, que esta fortemente atrelada aos fenémenos de
adsorcao, miscibilidade, condutancia, viscosidade, entre outros (HILDEBRAND et al.,
1970; ADAMSKA; VOELKEL; HEBERGER, 2007; FATHI-AZARBAYJANI et al.,
2016). Consequentemente, também é um fenémeno de fundamental importancia
para a concepcdo de medicamentos, sobretudo daqueles preparados a base de
farmacos pouco ou escassamente soluveis (SUBRAHMANYAM; PRAKASH; RAO,
1995; KAWABATA et al, 2011; FLORENCE; ATTWOOD, 2011; FATHI-
AZARBAYJANI et al., 2016). A escassa solubilidade é reiteradamente o fator
limitante, principalmente, para a dissolucao in vivo do farmaco e, também, para sua
absorcdo, levando a uma biodisponibilidade inadequada, com prejuizo do efeito
terapéutico esperado (KAWABATA et al., 2011; BUCKLEY et al., 2013; KHADKA et
al., 2014).

O advento da quimica combinatéria e a automatizacdo da sintese vém
contribuindo significativamente para o surgimento de novos candidatos a farmacos
(LIPINSKI et al., 2001; BUCKLEY et al., 2013; KUMAR et al., 2013). Entretanto,
grande parte das moléculas apresenta baixa solubilidade em agua e, até mesmo, em
solventes organicos (CHIAPPETTA; SOSNIK, 2007; KAWABATA et al., 2011).
Estimativas atuais indicam que, aproximadamente, 40% dos medicamentos
comercializados e, em média, 80% das substidncias em processo de
desenvolvimento correspondem a moléculas com baixa solubilidade aquosa
(TAKAGI et al., 2006; KAWABATA et al., 2011; KHADKA et al.,, 2014; KALEPU;
NEKKANTI, 2015).

Quando analisados esses dados a luz do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica (SCB), fica evidente a importancia do conhecimento e da
compreensao das propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas dos farmacos.
Principalmente, no que tange a solubilidade e absor¢cdo, no processo de
desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas de liberagéo imediata (AMIDON et
al., 1995; KAWABATA et al., 2011; KUMAR et al., 2013; KHADKA et al., 2014). O

SCB classifica os farmacos em quatro diferentes grupos — classes |, I, lll e IV —,
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levando em consideracdo dois fatores importantes: dissolucdo e permeabilidade
(AMIDON et al., 1995; KUMAR et al., 2013).

Substancias pertencentes a classe | do SCB sado caracterizadas por
apresentar alta solubilidade aquosa e alta permeabilidade intestinal. Estes farmacos
apresentam boa absorcdo, sendo esta limitada apenas pela dissolucdo e/ou
esvaziamento gastrico (AMIDON et al., 1995; WU; BENET, 2004; KAWABATA et al.,
2011).

Os farmacos classificados como classe Il possuem como caracteristicas baixa
solubilidade e elevada permeabilidade (AMIDON et al., 1995; KAWABATA et al.,
2011). Geralmente, a biodisponibilidade desses farmacos é limitada pela sua taxa de
dissolucéo, de modo que mesmo um pequeno aumento na taxa de dissolucéo, por
vezes, resulta em um grande aumento na biodisponibilidade (LOBENBERG;
AMIDON, 2000; KAWABATA et al., 2011). Assim, espera-se que fatores associados
a formulagdo como, por exemplo, aumento na solubilidade de saturacéo,
demonstrem efeito positivo sobre a taxa de dissolucdo e absorg¢do in vivo
(KAWABATA et al., 2011; KUMAR et al., 2013).

A classe lll é constituida pelos farmacos que apresentam elevada solubilidade
e baixa permeabilidade, sendo a biodisponibilidade limitada por esta Ultima
(AMIDON et al., 1995; KAWABATA et al., 2011). Assim, sdo necessarias estratégias
que visem aumento de permeabilidade, por exemplo, através da utilizacdo de
promotores de absorcao (BLUME; SCHUG, 1999; KAWABATA et al., 2011).

O dltimo grupo, classe 1V, é formado por farmacos com baixa solubilidade e
baixa permeabilidade, propriedades criticas, tendo-se em vista que os dois fatores
sao limitantes para absorcdo (AMIDON et al., 1995; KAWABATA et al., 2011). Os
medicamentos dessa classe podem apresentar grande variabilidade, em termos de
absorcdo, tanto para o mesmo individuo, quanto para individuos diferentes,
representando um desafio no momento de desenvolvimento e concepcdo da
formulacédo (COOK; ADDICKS; WU, 2008; KAWABATA et al., 2011).

A eficacia clinica de um farmaco ndo depende apenas de sua atividade
farmacoldgica intrinseca, mas também, deve ser formulado e atingir o sitio alvo de
forma adequada (LU; PARK, 2013; FLORENCE; ATTWOOD, 2011). Nesse sentido,
a importancia de tecnologias que viabilizem a preparacdo de medicamentos mais

eficazes, assim como de novas estratégias de formulacdo, com o intuito de aumentar
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a solubilidade de farmacos pouco soluveis, merecem destaque (REKATAS et al.,
2001; KAWABATA et al., 2011; KUMAR et al., 2013; KALEPU; NEKKANTI, 2015).

Basicamente, os métodos de solubilizacédo incluem trés abordagens, que séo
modificacdes fisicas, as modificacdes quimicas e as modificacdes mediante uso de
adjuvantes farmacéuticos (SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012; KALEPU;
NEKKANTI, 2015). As modifica¢gBes fisicas compreendem reducdo de tamanho de
particula por micro- e nanonizacdo, alteracdo do habito cristalino e inclusdo em
dispersdes solidas (KAWABATA et al., 2011; KUMAR et al., 2013). Por outro lado, as
modifica¢cdes quimicas contemplam, por exemplo, mudanca de pH, formacao de sal
e de pro-farmacos (KAWABATA et al., 2011; SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012).
As modificacdes através do uso de adjuvantes incluem o emprego destes como
solubilizantes, formadores de complexos de inclusdo e sistemas carreadores como
lipossomas, micelas e polimeros anfifilicos (SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012;
KUMAR et al., 2013).

Entre as estratégias descritas, a utilizacdo de polimeros destaca-se,
sobretudo, pela inovacéo e desenvolvimento de formula¢gdes e formas farmacéuticas
(REKATAS et al., 2001; LU; PARK, 2013). Os polimeros, principalmente aqueles que
apresentam grupos hidrofilicos e hidrofébicos, capazes de lhes conferir
caracteristicas anfifilicas, possibilitam a formulacdo de farmacos pouco sollveis em
meios hidrofilicos (REKATAS et al., 2001; CHIAPPETTA; SOSNIK, 2007,
CHIAPPETTA et al., 2011). Ha um consideravel niumero de trabalhos na literatura
que abordam essa estratégia baseada na interacdo farmaco-polimero, ressaltando-
se 0s métodos de dispersdo sélida e solubilizacdo micelar (LEUNER; DRESSMAN,
2000; REKATAS et al., 2001; KAWABATA et al., 2011; KALEPU; NEKKANTI, 2015).

Solubilizagdo com polimero - Disperséo sélida

As dispersdes solidas podem ser definidas como sistemas heterogéneos que
incluem uma ou mais substancias ativas (soluto) no seio de uma matriz solida
hidrofilica (solvente), as vezes de natureza polimérica, e que tem revelado
expectativas potenciais na concepcao de formas farmacéuticas (CHIOU;
RIEGELMAN, 1971; JANSSENS; VAN DEN MOOTER, 2009). Ainda que algumas
formulacbes sejam constituidas por misturas de polimeros ou incluam outros

componentes, como tensoativos, as dispersfes solidas sdo caracterizadas,
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primordialmente, pela interacdo farmaco-polimero (CHIOU; RIEGELMAN, 1971;
HUANG; DAI, 2014). Nesse sentido, a interacdo farmaco-polimero, bem como sua
compreensao, sao de fundamental importancia para a concepcao, estabilidade e
desempenho da disperséao (LIN; HUANG, 2010; HUANG; DAI, 2014). De forma ideal,
espera-se que o farmaco esteja molecularmente disperso no interior da matriz
polimérica, formando uma dispersdo homogénea e termodinamicamente estavel, o
que propicia uma maior superficie de contato, dissolugdo mais rapida e uma
absorcdo mais eficiente (BIKIARIS et al., 2005; JANSSENS; VAN DEN MOOTER,
2009; AJAZUDDIN et al., 2012; HUANG; DAI, 2014).

Nesse tipo de formulacdo, a dissolucdo do farmaco pode ser favorecida por
diversos fatores, como método empregado, proporcdo e caracteristicas do
carreador, pH e temperatura do meio (OZKAN et al., 2000; ALVES et al., 2012).
Contudo, entre os fatores citados, propriedades fisico-quimicas do carreador e do
farmaco, interacdo farmaco-carreador e o0 método de obtencdo das formulagtes
apresentam-se mais relevantes para a determinacdo das propriedades das
dispersdes solidas (JANSSENS; VAN DEN MOOTER, 2009; ALVES et al., 2012).

A selecéo do carreador a ser utilizado deve ser criteriosa, considerando-se
inatividade e seguranca do polimero, solubilidade em meio aquoso e organico,
presenca de grupos funcionais, estabilidade térmica e termoplasticidade (MARSAC;
SHAMBLIM; TAYLOR, 2006; JANSSENS; VAN DEN MOOTER, 2009; ALVES et al.,
2012). Os carreadores poliméricos mais utilizados podem ser de origem sintética,
como polivinilpirrolidona e polietilenoglicol, ou natural, como hipromelose, etilcelulose
e hidroxipropilcelulose (JANSSENS; VAN DEN MOOTER, 2009; SAVJANI; GAJJAR,;
SAVJANI, 2012). De insercdo mais recente no mercado, 0s poloxameros sé&o
polimeros amplamente utilizados na formulacdo de dispersfes sélidas, além de
serem solubilizantes, molhantes e estabilizadores de suspensdes de uso frequente
(SHAH et al., 2007; ALVES et al., 2012).

As formulacdes podem ser obtidas através de distintos métodos tecnolégicos,
entre esses, método de fusdo, meétodo de solvente, método de fuséo-solvente,
secagem por aspersao (spray drying) e fluido supercritico (BIKIARIS et al., 2005;
MARSAC; SHAMBLIM; TAYLOR, 2006; ALVES et al.,, 2012; SAVJANI; GAJJAR;
SAVJANI, 2012). No meétodo de fusdo, polimero e farmaco sado aquecidos a
temperatura acima do seu ponto de fusdo, misturados e submetidos ao
arrefecimento (SEKIGUCHI; OBI, 1961; SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012). O
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método de solvente consiste na solubilizacdo de farmaco e polimero em solvente
organico comum, seguido da remocao do liquido (TACHIBANA; NAKAMURA, 1965;
JANSSENS; VAN DEN MOOTER, 2009; SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012). J4 o
método fusdo-solvente corresponde a uma juncdo dos métodos anteriores
(FERNANDEZ et al., 1992; ALVES et al., 2012). A atomizacéo por spray drying vem
sendo recentemente utilizada e possui 0s mesmos principios do método de solvente,
contudo é vantajosa pela aplicabilidade a materiais termolabeis (VASCONCELOS;
SARMENTO; COSTA, 2007; ALVES et al.,, 2012). Por fim, o método de fluido
supercritico ainda é uma técnica experimental, que vem emergindo como alternativa
ao método de solvente (ALVES et al., 2012).

Solubilizagdo com polimero - Solubilizacdo micelar e micelas poliméricas

Uma das mais importantes aplicacbes dos sistemas micelares tem por intuito
aumentar a solubilidade de substancias pouco solluveis e, também, a absorcéo e
biodisponibilidade dessas, reduzindo o tempo de eliminacdo (RANGEL-YAGUI et al.,
2005; REN et al., 2015). Comparadas a outras formas de veiculacéo, as micelas séo
obtidas de forma facil e reprodutivel em larga escala. Além disso, algumas
preparacdes fluidas contendo sistemas micelares podem ser esterilizadas,
garantindo, assim, a seguranca para a administracdo (RANGEL-YAGUI et al., 2005;
TORCELLO-GOMEZ et al., 2014).

Micelas poliméricas sédo formadas por autoassociacdo de polimeros anfifilicos
e diminuem a tensao superficial do meio aquoso (LU; PARK, 2013). Como resultado
da sua natureza anfifilica, as moléculas de polimeros se estruturam de forma
espontanea mediante interacdes hidrofébicas, estéricas, eletrostaticas, ligacdes de
hidrogénio e de van der Waals (KATAOKA; HARADA; NAGASAKI, 2001; RANGEL-
YAGUI et al.,, 2005). Em meio aquoso, as moléculas se orientam de modo ao
sistema atingir a condicédo termodinamica mais favoravel. Assim a porcao hidrofilica
da molécula passa a ocupar os dominios externos do agregado, maximizando a
interacdo com a agua. Enquanto isso, a porcao hidrofébica determina um dominio
interno, lipofilico e mais denso (RANGEL-YAGUI et al., 2005; LU; PARK, 2013).

Por ser hidrofobico, o dominio interno possibilita a incorporacdo de
substancias com baixa solubilidade aquosa, dependendo da afinidade entre o

dominio interno e a molécula hdspede, sobretudo em termos de parametros de
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solubilidade (RANGEL-YAGUI et al., 2005; LU; PARK, 2013). Acredita-se que a
formacgéo das estruturas micelares e encapsulamento da molécula dentro do nucleo
ocorra, principalmente, através de interacdes hidrofébicas, que reduzem a energia
livre do sistema, removendo os segmentos hidrofobicos do ambiente aquoso
(NAGARAJAN; BARRY; RUCKENSTEIN, 1986; LU; PARK, 2013).

Também, os farmacos podem se localizar no dominio externo, e ndo somente
no interno (RANGEL-YAGUI et al., 2005). Espera-se que as substancias mais
hidrofilicas estejam adsorvidas na superficie da micela, enquanto as substancias
com polaridade intermediaria sejam encontradas na zona de transicdo superficie-
ndcleo, que pode ser classificada como camada de hidratacdo. Por fim, espera-se
que os farmacos hidrofobicos, praticamente ou completamente insoliveis, estejam
localizados no interior da micela, o nucleo (TORCHILIN, 2001; RANGEL-YAGUI et
al., 2005).

A dindmica da autoassociacdo na forma de micelas poliméricas inicia com
uma concentragcdo minima de polimero, denominada concentracdo micelar critica
(CMC), a partir da qual as moléculas anfifilicas deixam de existir separadamente e
passam a coexistir, em equilibrio, com as micelas (LU; PARK, 2013). A CMC é uma
propriedade intrinseca de cada polimero anfifilico, determinada pelo balango entre a
hidrofobia e a hidrofilia dos respectivos dominios da molécula. Em sistemas mais
complexos, esse valor também depende de outros fatores, como pH, presenca de
eletrélitos e de outros solutos (RANGEL-YAGUI et al., 2005; TORCELLO-GOMEZ et
al., 2014). Em sistemas simples (polimero-meio dispersante) o intervalo de valores
da CMC pode ser detectado pela variacdo brusca de determinadas propriedades
fisico-quimicas da solucao frente a concentracdo de polimero, entre outras, tensao
superficial, condutividade elétrica, difracdo da luz, pressdo osmatica e viscosidade
(JONES; CHAPMAN, 1995; RANGEL-YAGUI et al., 2005).

Micelas, formadas pela associacdo nao covalente dos monomeros de
polimeros, sdo estruturas efémeras e polimérficas, ocorrendo na forma esférica,
cilindrica, lamelar ou formas hibridas dessas, e, consequentemente, em diferentes
tamanhos, desde nano- até micrométricos (LAWRENCE, 1994; TORCELLO-GOMEZ
et al., 2014). Normalmente, as micelas apresentam tamanhos que variam entre 5 e
100 nm, contudo, para utilizacdo de micelas na area farmacéutica, o tamanho entre
10 e 80 nm é mais usual (JONES; CHAPMAN, 1995; TORCELLO-GOMEZ et al.,
2014; KHADKA et al., 2014).
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Visando especificamente a aplicacdo dos sistemas micelares poliméricos
como carreadores de farmacos, alguns autores postularam que a camada hidrofilica
desses deve ser biologicamente inerte e prolongar o tempo de circulacdo sanguinea
das micelas, prevenindo sua absorcédo nao especifica (QIU, 2007; LU; PARK, 2013).
De modo mais amplo, KABANOV e ALAKHOV (2002) preconizam que 0 sistema
micelar ideal para veiculacdo de farmacos deve se formar espontaneamente,
apresentar tamanho aproximado de 10 nm, liberar a substancia quando em contato
com o alvo, ser estavel, in vivo, durante periodo de tempo suficiente, e seus
constituintes devem ser eliminados do organismo facilmente, apds conclusdo da
funcdo terapéutica. Com essas particularidades, presume-se que as estruturas
permitirdo a penetracdo em varios tecidos e até mesmo células, sem causar reacdes
bioldgicas indesejadas (QIU, 2007; LU; PARK, 2013).

Nesse contexto, 0os poloxadmeros surgem como um dos grupos de polimeros
mais amplamente utilizados com solubilizantes e carreadores. Poloxameros sao
copolimeros constituidos por unidades monomeéricas oxido de etileno (OE) e 6xido
de propileno (OP), hidrofilicas e hidrofébicas, respectivamente (KABANOV;
ALAKHOV, 2002). Estes copolimeros anfifilicos, com comprimento da porgéo
hidrofilica excedendo o comprimento da por¢do hidrofébica, podem formar micelas
esféricas em solucdo aquosa (ALEXANDRIDIS; OLSSON; LINDMAN, 1998). Além
de reconhecidos oficialmente pelas principais farmacopeias internacionais (USP,
2013), destaca-se a propriedade de o dominio externo (formado por unidades OE)
impedir o reconhecimento pelos macrofagos do sistema reticulo-endotelial,
permitindo, assim, a circulagdo das micelas e entrega do farmaco de forma mais
eficaz (LU; PARK, 2013).

Polimeros — Poloxameros

Os poloxameros sao copolimeros tribloco, formados por sequéncias de
mondmeros ligados covalentemente, compostos de unidades oxido de etileno (OE) e
oxido propileno (OP) dispostas em uma estrutura OE4-OPy-OE, (JONES; LEROUX,
1999; DUMORTIER et al., 2006; BATES et al., 2012; TORCELLO-GOMEZ et al.,
2014). Essa estrutura caracteriza sua identidade anfifilica, bem como define seu
tamanho, valor de equilibrio hidrofilo-lipofilo e CMC (KABANOV; ALAKHOV, 2002).



46

Também, devido a sua estrutura, 0s poloxameros podem se autoassociar em
solugdo aquosa, originando micelas, com um dominio hidrofébico (OP) e outro
hidrofilico (OE) (LIN; ALEXANDRIDIS, 2002). Apesar dos diversos estudos
referentes a micelizacdo de poloxameros, ndo ha consenso quanto aos valores de
CMC, sendo que estes podem variar de 0,0005% a 1% (em massa) (JONES;
LEROUX, 1999; KABANOV; ALAKHOV, 2002). Embora a CMC seja, usualmente,
definida como um valor Unico de concentracédo, esta pode ocorrer em um intervalo
relativamente amplo, principalmente por ser dependente de importantes fatores,
como estrutura do polimero e temperatura (PRUD’HOMME; WU; SCHNEIDER,
1996; GUO et al., 2001). Alteragbes na estrutura decorrentes de um aumento do
comprimento do bloco hidrofobico e consequente elevacdo na hidrofobicidade
favorecem a organizacdo das unidades OP, resultando em diminuicdo da CMC. Em
oposicdo, um aumento do comprimento do bloco hidrofilico e diminuicdo da
hidrofobicidade resultam em desestabilizacdo da estrutura micelar, elevando o valor
de CMC (LETCHFORD; BURT, 2007). A temperatura do sistema, por sua vez, pode
provocar alteracdes significativas mesmo com pequenas variacbes, sendo que
aumento de temperatura acarreta em diminuicdo da CMC (ALEXANDRIDIS et al.,
1994; KABANOV; ALAKHQOV, 2002).

A autoassociacdo dos poloxameros pode resultar em distintas estruturas
morfolégicas ou mesofases, tais como esféricas, cubicas, hexagonais e lamelares
(RASPAUD et al., 1994; MORTENSEN, 2001). Em solucdes relativamente diluidas
do copolimero, espera-se que existam sob a forma de mondmeros ou micelas,
comumente retratadas como esferas compostas por um nucleo OP e uma superficie
OE. No entanto, morfologias micelares adicionais também sao relatadas
(PRUD’HOMME; WU; SCHNEIDER, 1996). A formacao das diferentes estruturas é
influenciada pelo comprimento dos blocos hidrofilico e hidrofébico, da concentracédo
de copolimero e da temperatura, que podem provocar a transicdo entre as
mesofases (MORTENSEN; PEDERSEN, 1993; RASPAUD et al, 1994,
MORTENSEN, 2001). Destaca-se que a capacidade de solubilizacdo dessas
estruturas € diferenciada, sendo um fator importante a ser considerado na
concepcao das formulagcées (NAGARAJAN, 1999; KABANOV, ALAKHOV, 2002).

Nesse sentido, também cabe ressaltar, que a presenca de um terceiro
componente no sistema como, por exemplo, farmacos, pode afetar a morfologia dos

agregados, interferindo em aspectos como tamanho, nimero de agregacdo e



47

parametros essenciais para liberagdo do soluto. IVANOVA e colaboradores (2000a,
2000b) tém estudado essas possiveis interferéncias e demonstraram que o
aparecimento das mesofases pode mostrar-se distinto na presenca de outros
compostos, como solventes organicos ou 6leo. Em geral, as micelas esféricas
formadas por poloxameros apresentam diametro médio entre 20 e 80 nm,
encaixando-se no intervalo considerado adequado para as micelas de veiculagcéo
farmacéutica (IVANOVA, LINDMAN, ALEXANDRIDIS, 2000a, 2000b; CHIAPPETTA
et al., 2011).

Os distintos tipos de poloxameros séo caracterizados por variagdes quanto ao
namero e/ou propor¢cdo dos monémeros, diferindo em tamanho e carater hidrofilico
ou lipofilico (KABANOV; ALAKHOV, 2002). A nomenclatura dos poloxameros
fornece informacdes sobre as caracteristicas inerentes a cada tipo, tendo-se em
vista que séo definidos por um cédigo numérico relacionado a parametros estruturais
de peso molecular do bloco OP e proporcédo do bloco OE. Poloxamero 407 (P407)
(figura 1) apresenta peso molecular médio de 12.600 Da (9.840 — 14.600), proporcao
de unidades OE e OP entre 95-105 e 54-65, respectivamente, e valor de equilibrio
hidréfilo-lipéfilo entre 18-23 (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2005; DUMORTIER et al.,
2006). E reconhecido pelos 6rgéos regulamentadores, tais como o FDA (Food and
Drugs Administration), como um excipiente adequado para as diferentes formas
farmacéuticas (JINDAL; MEHTA, 2015). E, atualmente, um namero consideravel de
patentes associadas ao P407 esta registrado, sendo que diferentes tipos de
formulagbes, como oftdlmicas, tdpicas, orais e injetaveis foram desenvolvidas
(ROWE; SHESKEY; OWEN, 2005; DUMORTIER et al., 2006; JINDAL; MEHTA,
2015).

O potencial uso de P407 na solubilizacdo de farmacos com limitada
solubilidade vem sendo amplamente investigada (REKATAS et al., 2001; LEE et al.,
2008, OLIVEIRA et al.,, 2011). Este, através de suas caracteristicas, mostrou
promover a solubilizacdo de farmacos pouco soliveis como o felodipino, que teve
sua solubilidade consideravelmente aumentada na presenca de polimero (LEE et al.,
2008). Dessa forma, P407 representa uma ferramenta muito Util para contornar
problemas de solubilidade como, por exemplo, da griseofulvina, e para a concepcao

e producédo de formulagcdes farmacéuticas.
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Figura 1. Estrutura quimica geral dos poloxameros (P407 = OE05-OPg5-OE105)

Griseofulvina

Griseofulvina (figura 2), agente antifingico com propriedade fungistética,
caracteriza-se por ser um metabolito produzido, principalmente, pelo Penicillium
griseofulvum (VLACHOU et al., 1992; AGGARWAL; GOINDI; KHURANA, 2013). E
utilizado para o tratamento de dermatomicoses, sendo efetivo, preferencialmente,
contra dermatofitos dos géneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton.
Porém, também pode ser utilizado no tratamento de doencas inflamatoérias e
malignas, contudo esses usos sdo menos explorados (FINKELSTEIN; AMICHAL,
GRUNWALD, 1996; GOINDI; AGGARWAL, 2006, 2012; AGGARWAL; GOINDI,
KHURANA, 2013).

Figura 2. Estrutura quimica de GF (Adaptado de Rekatas et al., 2001)

Apds administracdo via oral, GF difunde-se e deposita-se, principalmente, nas
células precursoras de queratina, exercendo sua atividade terapéutica
(ZOMORODIAN et al., 2007; AGGARWAL,; GOINDI, 2012). Tem por mecanismo de
acao a inibicdo da mitose atraves da perturbacdo do fuso mitético pela interacéo
com os microtubulos polimerizados, inibindo, assim, a sintese de &cidos nucleicos e
impedindo a divisdo na metafase (GULL; TRINCI, 1973; FINKESLTEIN et al., 1996;
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AGGARWAL; GOINDI, 2012). Sabe-se que afeta igualmente as subunidades a e
da tubulina, provocando mudancas em sua conformacgdo, contudo seus efeitos
precisos ainda néo foram totalmente esclarecidos (ZOMORODIAN et al., 2007).

Apesar de ja ter sido farmaco referéncia na terapéutica de determinadas
dermatomicoses, requer um longo periodo de tratamento por via oral e esta
associado com uma baixa e variavel biodisponibilidade e diversos efeitos adversos
(VLACHOU et al., 1992; ARIDA, AL-TABAKHA, HAMOURY, 2007; AGGARWAL;
GOINDI; KHURANA, 2013). GF, classificada como farmaco classe Il da SCB,
apresenta baixa solubilidade, elevada permeabilidade e, consequentemente, limitada
biodisponibilidade (KAWABATA et al., 2011; FUJIOKA et al., 2007; KUMAR et al.,
2013).

Estes aspectos tornam GF um exemplo tipico de desafio para estudos de
aumento de solubilidade, com intuito de melhorar sua atividade e possibilitar um
tratamento mais eficaz. Também, suscitam o desenvolvimento de novas formulacdes
como, por exemplo, a de administracdo via tdpica, uma vez que contornaria 0s
problemas de uso oral (ALY et al., 1994; GOINDI; AGGARWAL, 2006; NOOMEN et
al., 2008). Diversos autores estudam o potencial uso de polimeros, tais como 0s
poloxdmeros, na solubilizacdo de farmacos pouco soluveis, incluindo GF, e
demonstraram resultados interessantes quanto a combinagdo GF-polimero
(REKATAS et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2011).

Dermatomicoses e Dermatoéfitos

As infec¢bes fungicas representam um problema de magnitude global,
afetando, de forma grave, mais de 300 milhdes de pessoas (PARKER et al., 2014;
GAFFI, 2016). Algumas delas, como as micoses cutaneas ou dermatomicoses
superficiais, podem incidir em até 25% da populagdo mundial, demonstrando
continuo aumento de incidéncia (AMEEN, 2010; CORTEZ et al., 2012;
TEKLEBIRHAN; BITEW, 2015). Trata-se de infec¢cbes dos tecidos queratinizados —
pele, unha, cabelo —, geralmente, causadas por dermatéfitos, um grupo de fungos
filamentosos hialinos e septados, relacionados taxonomicamente. Estes séao
capazes de invadir e infectar tecidos queratinizados, gracas a suas propriedades
queratinofilicas e queratoliticas (STRATEN; HOSSAIN; GHANNOUM, 2003; DE
DIEGO, 2011). Afetam tanto individuos saudaveis quanto vulneraveis, de forma e
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gravidade variaveis, podendo ser meramente desagradaveis esteticamente ou
causar morbidade e mortalidade, principalmente em individuos imunocomprometidos
ou imunossuprimidos (JOHNSON, 2000; KATHIRAVAN et al., 2012). As lesdes
proprias dessa infeccao de pele podem ser resultado da acao direta do fungo ou de
reacbes de hipersensibilidade ao patdégeno e seus metabolitos (WEITZMAN;
SUMMERBELL, 1995; PERES et al., 2010). Essas micoses sao influenciadas por
fatores predisponentes como: idade, comprometimento imunoldgico, contato com
animais, alteracéo climatica e condi¢cdes socioecondmicas, variando de uma regiao
para outra do mundo e podendo durar meses ou anos (WEITZMAN; SUMMERBELL,
1995; PERES et al., 2010; WOREK et al., 2014).

As espécies dermatofiticas podem ser divididas de acordo com os habitats em
que estao inseridas primariamente em espécies antropofilicas, zoofilicas e geofilicas,
sendo que patégenos dos trés nichos podem estar associados com doencas em
humanos (DE DIEGO, 2011; CORTEZ et al., 2012). As espécies antropofilicas estao,
habitualmente, vinculadas aos seres humanos, sendo responsaveis por cerca de
70% das dermatomicoses, e raramente a animais (PERES et al., 2010). Por sua vez,
as espécies zoofilicas estdo associadas a inUmeras espécies de animais, mas
também representam aproximadamente 30% das dermatomicoses em humanos. As
espécies geofilicas sao encontradas no solo e estdo associadas com material
queratinoso em decomposicdo, causando, ocasionalmente, infeccbes em seres
humanos e animais (STRATEN; HOSSAIN; GHANNOUM, 2003; DE DIEGO, 2011).

Segundo as suas caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas os dermatofitos
sao classificados em trés géneros: Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton
(MUKHERJEE et al., 2003; WOREK et al., 2014). Entre os trés géneros anamorficos,
Trichophyton € o mais comumente associado as infec¢des em humanos, sendo as
espécies Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes as mais frequentes
(DE DIEGO, 2011; WOREK et al., 2014). Trichophyton rubrum pode ser apontado
como agente causador de cerca de 70% das infeccbes por dermatéfitos, entre elas
Tinea unguium e Tinea pedis (MUKHERJEE et al., 2003). Os membros pertencentes
ao conjunto de espécies de Trichophyton mentagrophytes também s&o agentes
corrigueiros de infeccbes em humanos, causando Tinea corporis, Tinea capitis,
Tinea pedis e Tinea unguium (MUKHERJEE et al., 2003; SYMOENS et al., 2011).
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Tratamento

A cura espontanea de dermatomicoses € bastante rara. O tratamento baseia-
se na utilizacdo de medicamentos fungicidas ou fungistaticos, sozinhos ou em
combinagdo. Os tratamentos costumam ser longos e onerosos, cuja resposta
terapéutica depende da resisténcia das espécies, local afetado e estado imunoldgico
do hospedeiro (STRATEN; HOSSAIN; GHANNOUM, 2003; PERES et al., 2010; DE
DIEGO, 2011).

Nos casos mais graves e persistentes de infeccbes ou em caso de nao
ocorrer resposta ao tratamento topico, a terapia com agentes sistémicos € mais
indicada. No entanto, esta € acompanhada de efeitos adversos desagradaveis
(CHANG et al., 2007; HAVLICKOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008). J& nos casos em
gue as dermatomicoses apresentam resposta limitada ou ausente ao tratamento oral
e, também, nos casos em que as reacdes adversas se sobressaem, a utilizagdo de
antifingicos de uso topico surge como terapia alternativa ou de apoio a sistémica
(JOHNSON, 2000; HAVLICKOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008).

Diversos agentes antifungicos foram descobertos nos ultimos anos e, mesmo
com a contribuicdo destes, ainda ha limitacdes consideraveis quanto a relacdo
custo-beneficio, efeitos adversos, toxicidade e interacdes medicamentosas (PERES
et al.,, 2010; MILLIKAN, 2010; DIAS et al., 2013). Apesar da disponibilidade de
tratamentos tépicos e sistémicos, tem se observado um aumento da incidéncia de
algumas dermatomicoses, provavelmente relacionado com infec¢des fungicas mais
graves ou dificeis de tratar, com doencas simultaneas, aumento de susceptibilidade
por parte dos pacientes e desenvolvimento de resisténcia (STRATEN; HOSSAIN;
GHANNOUM, 2003; MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008; PERES et al.,
2010). Nesse contexto, reitera-se a necessidade de estudos para o desenvolvimento
de medicamentos mais eficazes e livres dessas limitagdes, ou para a melhoria no
desempenho dos antifungicos ja existentes (GUPTA; COOPER, 2008; PERES et al.,
2010; DIAS et al., 2013).

GF, atualmente, ndo é o antifungico de primeira escolha no tratamento de
algumas dermatomicoses, entretanto continua sendo uma opgdo terapéutica
importante, além de servir como farmaco de referéncia em diversos estudos. E,

considerando também a crescente resisténcia de diversos dermatoéfitos aos atuais
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antifingicos de escolha, julgou-se procedente a investigacdo de GF como
substancia modelo na abordagem fisico-quimica e biolégica.
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Desenvolvimento e validacdo de método analitico rap  ido por CLAE-PDA para
quantificacdo de griseofulvina em estudos de solubi lizagdo com poloxameros

Vanessa Pittol*, Samuel Kaiser!, George Gonzéalez Ortega®

lPrograma de POs-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmé@cia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil

RESUMO

Griseofulvina (GF) € um antifingico fungistatico utilizado para o tratamento de
dermatomicoses, sendo efetivo contra dermatoéfitos dos géneros Microsporum,
Trichophyton e Epidermophyton. Sua via de administracdo convencional € a oral,
contudo estd associada com uma baixa e variavel biodisponibilidade, resultante de
sua limitada solubilidade e elevada permeabilidade. A utilizacdo de polimeros,
principalmente aqueles com caracteristicas anfifilicas, vem destacando-se como
estratégia para melhorar a solubilizacdo de farmacos pouco soltveis. O poloxamero
407 (P407), polimero composto por unidades de 6xido de etileno (OE) e 6xido de
propileno (OP), vem sendo amplamente estudado como agente solubilizante. Com o
intuito de verificar possiveis alteragdes na solubilizacdo de GF, através da interacao
com P407, tornou-se necessario o desenvolvimento e a validacdo de método para
quantificacdo do farmaco solubilizado na presenca do polimero. O método em fase
reversa foi desenvolvido empregando-se coluna Phenomenex Kinetex® C18 100A
(150 x 4,6 mm DI, 5 um), fluxo de eluente de 1,1 mL/min de sistema isocratico
composto por acetonitrila:agua (35:65, v/v), acidificadas com 0,1% de acido formico.
A temperatura de forno foi de 35 °C e o comprimento de onda da analise foi 290 nm.
A metodologia desenvolvida mostrou-se especifica, linear, precisa, exata e robusta
para uma faixa de concentragéo de 0,25 — 15,0 pg/mL, visando a quantificacdo de

GF na presenca de polimero.

Palavras-chave: griseofulvina; polimero; poloxamero; CLAE; validacao.
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Introducéo

Griseofulvina (GF) (figura 1), metabdlito produzido, principalmente, pelo
Penicillium griseofulvum, €& um antifingico com propriedades fungistaticas
(VLACHOU et al.,, 1992; AGGARWAL; GOINDI; KHURANA, 2013). Tem como
mecanismo de acao a inibicdo da mitose através da perturbacdo do fuso mitético
pela interacgdo com o0s microtibulos polimerizados (GULL; TRINCI, 1973;
FINKELSTEIN; AMICHAI, GRUNWALD, 1996; ZOMORODIAN et al., 2007;
AGGARWAL; GOINDI, 2012). GF é utilizada para o tratamento de dermatomicoses,
sendo efetiva, preferencialmente, contra dermatoéfitos dos géneros Microsporum,
Trichophyton e Epidermophyton. Entretanto, também pode ser utilizada no
tratamento de doencas inflamatorias e malignas, contudo esses usos sSdo menos
explorados (FINKELSTEIN; AMICHAI;, GRUNWALD, 1996; GOINDI; AGGARWAL,
2006, 2012; AGGARWAL; GOINDI; KHURANA, 2013).

Figura 1. Estrutura quimica de GF (Adaptado de Rekatas et al., 2001).

Embora tenha sido farmaco referéncia na terapéutica de determinadas
dermatomicoses, requer um longo periodo de tratamento por via oral e esta
associado com uma baixa e variavel biodisponibilidade e diversos efeitos colaterais
(VLACHOU et al., 1992; ARIDA, AL-TABAKHA, HAMOURY, 2007; AGGARWAL,
GOINDI; KHURANA, 2013). Por pertencer a Classe Il do Sistema de Classificagédo
Biofarmacéutica (SCB), GF apresenta baixa solubilidade, elevada permeabilidade e,
consequentemente, limitada biodisponibilidade (FUJIOKA et al., 2007; KAWABATA
et al., 2011; KUMAR et al., 2013). Estes aspectos a tornam uma candidata potencial

para estudos de aumento de solubilidade, com intuito de melhorar sua atividade e
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possibilitar um tratamento mais eficaz e, também, para o desenvolvimento de novas
formulacdes (ALY et al., 1994; GOINDI; AGGARWAL, 2006; NOOMEN et al., 2008).

Diversas estratégias de formulacdo, com o intuito de aumentar a solubilidade
de farmacos pouco sollveis, sdo estudadas e relatadas na literatura (REKATAS et
al., 2001; KAWABATA et al., 2011; KUMAR et al., 2013; KALEPU; NEKKANTI,
2015). Nesse sentido, a utilizacdo de polimeros, estratégia baseada na interacéo
farmaco-polimero, vem destacando-se, principalmente, na inovacdo e no
desenvolvimento de formulacdes e formas farmacéuticas (REKATAS et al., 2001;
LU; PARK, 2013). Os polimeros, sobretudo aqueles que apresentam grupos
hidrofilicos e hidrofébicos, capazes de I|hes conferir caracteristicas anfifilicas,
possibilitam a formulacdo de farmacos escassamente solUveis em veiculos
hidrofilicos (REKATAS et al., 2001; CHIAPPETTA; SOSNIK, 2007; CHIAPPETTA et
al., 2011). O poloxamero 407 (P407), polimero composto por unidades de 6xido de
etileno (OE) e oxido de propileno (OP), vem sendo amplamente estudado como
agente promotor de solubilidade de diversos farmacos lipofilicos e, também, utilizado
em diferentes tipos de formulacbes como, por exemplo, de uso oral, topico e
oftalmico (KABANOV; ALAKHOV, 2002; ROWE; SHESKEY; OWEN, 2005;
DUMORTIER et al., 2006).

Com o intuito de verificar possiveis altera¢cdes na solubilizacdo de GF, através
da interagcdo com P407, tornou-se necessario empregar um meétodo analitico para
quantificacdo de farmaco solubilizado na presenca do polimero. Também, de acordo
com dados encontrados na literatura, amostras de GF podem conter impurezas
originadas em sua sintese ou degradacdo (KAHSAY et al., 2013). Assim, 0 objetivo
do presente trabalho foi desenvolver e validar um método analitico rapido e eficiente,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), visando a quantificacdo de GF e
das suas principais impurezas, na presenca de poloxamero. O método foi validado
de acordo com parametros de linearidade, especificidade, precisdo, exatidao e

robustez.

Metodologia

Materiais
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Griseofulvina (98% de pureza) foi adquirida de Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
Estados Unidos) e poloxamero 407 foi, gentilmente, doado por BASF (Ludwigshafen
am Rhein, Alemanha). Acetonitrila (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha), acido
férmico (Tedia, Fairfield, Estados Unidos) e agua ultrapura obtida de sistema Milli-Q®
(Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) foram utilizados como fase movel nas

analises por CLAE-PDA. Todos os reagentes utilizados foram de grau CLAE.
Equipamentos e condi¢des analiticas

A metodologia para andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
desenvolvida e validada em equipamento CLAE (Prominence, Shimadzu, Téquio,
Japao) equipado com controlador de sistema FCV-AL 10, sistema de bomba LC-20
AT, injetor automético SIL-20 A e detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20A. Os
dados obtidos foram processados por software LC-Solution Multi-PDA (Shimadzu,
Téquio, Japdo). A fase estacionaria foi coluna Phenomenex Kinetex® C18 100A (150
x 4,6 mm DI, 5 um) acoplada a pré-coluna SecurityGuard ULTRA Phenomenex C18
(4,6 mm DI, sub-2 um). O sistema utilizado foi isocratico, constituido por uma mistura
de acido férmico 0,1% (v/v) em agua (A) e acido férmico 0,1% (v/v) em acetonitrila
(B) (65:35, viv) como fase mdvel, filtrada em membrana de 0,45 pm Millipore®
(Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) e desgaseificada por 30 minutos. O fluxo do
eluente (1,1 mL/min), a temperatura (35 + 1 °C) e o volume de injecéo (20 uL) foram
mantidos constantes durante todas as analises. A deteccédo foi realizada em 290
nm. Todas as amostras foram adequadamente diluidas na fase movel e filtradas em

membrana com poro de 0,45 pm Millipore® (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).
Validacdo do método analitico

A validacdo do método foi realizada de acordo com guia oficial do ICH (ICH,
2001; ICH 2005), seguindo-se as caracteristicas de linearidade, especificidade,

precisao (repetibilidade e precisao intermediaria), exatidao e robustez.

Preparacdo das amostras
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Foi preparada uma solugcao estoque de padrdo de GF na concentracéo de 50
ng/mL, pesando-se 2,5 mg e diluindo-se em acetonitrila.

Para ensaio de recuperacao, preparou-se amostra de farmaco com polimero,
dissolvidos em agua. A uma solucao previamente preparada contendo 3% de P407
adicionou-se um excesso de farmaco, posteriormente agitada magneticamente por
24 h a 37 °C, centrifugada (3600 G) e filtrada (membrana 0,45 pum). A quantidade de

GF solubilizada na amostra foi quantificada.

Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da comparacdo entre o0s
cromatogramas de padrédo de GF na presenca de P407 em concentracao de 3%, da

solucédo do polimero P407 (3%) e do diluente.

Curva analitica

A curva analitica foi preparada a partir da solugéo estoque de padrdo de GF e
diluida com acetonitrila:dgua (35:65, v/v) acidificadas com acido férmico 0,1% (v/v).
A curva foi preparada nas concentracdes de: 0,25; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 pg/mL.
Cada ponto foi preparado e injetado em triplicata e em trés dias diferentes. A relacéo
entre area do pico de GF e concentracdo de analitico foi ajustada por analise de
regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados (software MINITAB® 16,
Pensilvania, Estados Unidos).

Limite de Deteccao (LOD) e Limite de Quantificacao (LOQ)

O limite de deteccéo (LOD) e o limite de quantificagéo (LOQ) foram calculados
através da curva analitica, utilizando-se os valores de desvio padréo do intercepto
(p) e dainclinacéo (S) (LOD = 3.3 p/S e LOQ =10 p/S).

Precisao

A precisao foi avaliada através do desvio padrao relativo (DPR) das analises

de repetibilidade e preciséo intermediéria. A repetibilidade foi determinada a partir da
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andlise de trés determinacdes nas concentracdes de 0,25; 5,0 e 15,0 ug/mL de GF
com P407, no mesmo dia. A preciséo intermediéria foi avaliada através das anélises

das solucdes, em trés dias consecutivos e sob as mesmas condi¢cfes experimentais.

Exatidao

A exatidao do método foi avaliada por analise de recuperacéo, apos adicédo de
padrdao de GF em concentracbes conhecidas (0,25; 5,0 e 10,0 pg/mL) a amostra
contendo P407 e GF (28 pg/mL), e previamente diluida em baldo volumétrico. As
analises foram realizadas em triplicata e o resultado da recuperacao foi expresso em
porcentagem, comparando-se com os valores obtidos nas mesmas concentracées

de padrado, porém na auséncia da matriz.

Robustez

A robustez foi determinada através da analise de amostra contendo GF na
concentragdo de 10 pg/mL, na presenca de polimero. Foram avaliados o0s
parametros de fluxo de eluente (1,05 — 1,15 mL/min), propor¢cdo de fase movel
(quantidade de acetonitrila: 34,5 — 35,5%), temperatura de forno (33 — 37 °C) e
comprimento de onda (289 — 291 nm). O efeito da variagcdo desses parametros
sobre a resposta (concentracéo de GF) foi avaliada por teste de F seguido de teste t
de Student.

Resultados e Discussao

O método analitico validado apresentou menor tempo de corrida (10 min) em
comparacdo com métodos encontrados na literatura (KAHSAY et al., 2013). A fase
movel mostrou-se adequada, proporcionando uma eficiéncia apropriada.
Observaram-se picos com boa resolucéo (Rs > 2,5), numero de pratos teéricos (N >
10000) e fator de cauda (Fc = 1,07) adequados.

Especificidade
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A especificidade do método pode ser obtida atraves de comparacdo dos
cromatogramas de solucbes de mistura GF-P407, P407 e diluente (fase movel)
(figura 2). Assim, verificou-se que o método é seletivo e especifico, ndo ocorrendo
alteracdo do pico de GF na presenca de P407 e do diluente, e, também, permite
uma resolucdo cromatografica adequada em relacdo as impurezas de
sintese/degradacdo presentes no material de partida (KAHSAY et al.,, 2013). A
pureza do pico foi avaliada por detector de arranjo de fotodiodo (DAD), sendo a
pureza superior a 0,9999.
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Figura 2. Cromatograma de (A) mistura GF-P407 — (1: Impureza 1; 2: Impureza 2; 3: GF; 4: Impureza
3); (B) P407; (C) diluente (acetonitrila:agua).

Linearidade

O método mostrou linearidade significativa entre a area do pico (resposta) e a
concentracdo de GF correspondente, no intervalo de 0,25 — 15,0 pg/mL (figura 3).
Obtiveram-se valores de inclinacdo e interseccdo da curva de 68106 e 58.185,
respectivamente, e coeficiente de determinacdo satisfatério (r* > 0,9999). N&o foi
observado erro sistematico constante, uma vez que os limites do intervalo de
confianga calculados a partir do intercepto incluem o zero. Além disso, o teste de

ANOVA da andlise de regressdo nao indicou desvio da linearidade e nédo foi
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observada diferenca significativa entre as curvas obtidas em diferentes dias (p >
0,05). Também, a analise dos residuos nao indicou falta de ajuste do modelo, nem

sugeriram anomalias em sua distribuicao.

1000000 |

800000 _]

600000 _]

400000

Area do Pico

200000

y =68106x + 58,185
R* =0,9999

T T T T T T
4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0

o
N
(=)

Concentragao de GF (pg/mL)

Figura 3. Curva analitica de concentracdo de GF (ug/mL) versus Area do Pico (mAU).

Limite de Deteccao (LOD) e Limite e Quantificagéo (LOQ)

Os valores de LOD e LOQ foram 0,11 e 0,30 pg/mL, respectivamente. Apesar
de o primeiro ponto da curva analitica (0,25 pg/mL) ser inferior ao limite de
guantificacdo, determinou-se experimentalmente que este foi preciso e exato. Assim,
conclui-se que o método possui adequada sensibilidade para a finalidade proposta

neste trabalho.

Precisdo

A precisdo do método foi obtida a partir de trés determinacdes de solugbes de
GF nas concentragbes 0,25, 5,0 e 15,0 pg/mL, intradia e interdia (Tabela 1). Os
valores para repetibilidade foram inferiores a 1,24%, variando entre 0,25 e 1,24%.
Também, teste de ANOVA ndo demonstrou diferenca significativa para as analises

realizadas nos diferentes dias (p > 0,05). Para a precisao intermediaria foram obtidos
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valores abaixo de 1,72%, variando entre 1,30 e 1,72%. Os resultados indicaram
adequadas repetibilidade e precisdo intermediaria.

Tabela 1. Determinagao da precisdo do método analitico (repetibilidade e precisdo intermediaria)

Repetibilidade (DPR%) *
Dia do ensaio Preciséo intermediaria (DPR%) °
Concentragao
(ug/mL) 1(n=3) 2(n=3) 3(n=3) (n=9)
0,25 1,21 1,17 1,24 1,72
50 0,61 1,20 0,45 1,30
15,0 0,25 0,43 1,22 1,48

®Preciséo foi expressa como média do desvio padréo relativo (DPR) das replicatas.

Exatidao

A exatiddo foi avaliada através da recuperacdo de GF adicionada nas
concentragcbes de 0,25; 5,0 e 10,0 pg/mL a amostra contendo P407 e GF em
concentracdo conhecida. Os resultados (Tabela 2) demonstraram recuperacao
meédia entre 95,44 e 103,51%, indicando que ndo ha interferéncia da matriz na

quantificacdo do farmaco. Assim, o método apresentou exatiddo adequada.

Tabela 2. Recuperacdo (%) de padrdo de GF em matriz contendo mistura GF-P407

Concentracdo Adicionada Concentragcdo Recuperada
(ug/mL) (ug/mL) Recuperacao (%)
0,25 0,26 103,51+ 1,58
5,0 4,77 95,44 +1,46
10,0 9,61 96,08 + 1,03
+ DPR (%)
Robustez

O teste de robustez teve por objetivo avaliar o efeito de pequenas mudancgas
de alguns fatores sobre o analito. Fluxo de eluente e comprimento de onda

mostraram afetar significativamente o valor de area do pico (p < 0,05). Por outro
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lado, a temperatura e a proporgdo de acetonitrila na fase mével ndo demonstraram
afetar significativamente a resposta (p > 0,05). Assim, estes resultados indicaram
que fluxo de eluente e comprimento de onda devem ser rigorosamente controlados,
uma vez que estes parametros podem afetar significativamente a resposta

(concentracao de GF).

Tabela 3. Robustez com relacao a variacao de proporcao de acetonitrila, temperatura de forno, fluxo
de eluente e comprimento de onda

Proporcao de acetonitrila (ACN)

ACN (%) Area do Pico Média
34,5 9,87 9,99 10,02 9,96°
35,0 9,87 10,0 9,99 9,95%
35,5 9,88 9,98 9,99 9,95%

#Médias com letras iguais sdo estatisticamente semelhantes para p > 0,05.

Temperatura de forno

Temperatura (°C) Area do Pico Média
33 9,89 10,01 9,99 9,96%
35 9,87 10,0 9,99 9,95%
37 9,88 10,01 10,01 9,972

#Médias com letras iguais sdo estatisticamente semelhantes para p > 0,05.

Fluxo de eluente

Fluxo (mL/min) Area do Pico Média
1,05 10,36 10,46 10,49 10,43?
1,10 9,87 10,0 9,99 9,95"
1,15 9,44 9,55 9,56 9,51°

2% Médias com letras distintas séo estatisticamente diferentes para p < 0,05.

Comprimento de onda ( A)

A (nm) Area do Pico Média
289 9,76 9,74 9,63 9,712
290 9,87 10 9,99 9,95
291 10,03 10,16 10,15 10,11°

&P ¢Médias com letras distintas s&o estatisticamente diferentes para p < 0,05.

Conclusao

Em conclusdo, o método de andlise proposto, por CLAE, mostrou ser

adequado para quantificacdo de GF em amostras contendo P407, uma vez que
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demonstrou ser linear, especifico, preciso, exato e robusto. Além disso, através do

método proposto foi possivel resolver GF das impurezas.
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CAPITULO Ill: The poloxamer-enhanced solubility of griseofulvin and its

related antifungal activity against  Trichophyton spp.
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O texto completo referente ao capitulo Ill, que no texto integral da dissertacao
defendida ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 77 — 99, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em processo de submissdo para publicagcdo em
periodico cientifico. Neste capitulo, aborda-se o incremento na solubilizacdo do
farmaco griseofulvina, na presenca do polimero poloxamero 407, a interacao
farmaco-polimero e a possivel alteracdo sobre a atividade antifungica contra

isolados de Trichophyton metagrophytes e Trichophyton rubrum.
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Solubilidade é uma propriedade fisico-quimica de fundamental importancia
para a concep¢do de medicamentos (FLORENCE; ATTWOOD, 2011; FATHI-
AZARBAYJANI et al., 2016). A escassa solubilidade aquosa é fator limitante para a
dissolucdo do farmaco e, também, para sua absorcdo, levando a uma
biodisponibilidade inadequada, com prejuizo do desempenho terapéutico. Nesse
sentido, cresce a importancia de tecnologias que viabilizem o aumento da
solubilidade de farmacos pouco solaveis, com o intuito de se obter medicamentos
mais eficazes, resultando em aumento no numero de estudos nesse seguimento
(KAWABATA et al., 2011; KHADKA et al., 2014). Contudo, verificou-se que esses
estudos se limitam, majoritariamente, a aspectos fisico-quimicos e tecnoldgicos,
presumindo correlacdo automatica entre aumento na solubilidade e melhor atividade
bioldgica, porém desprovidos de comprovacéo experimental (REKATAS et al., 2001).
Assim, destaca-se a importancia de estudos tecnoldgicos associados a estudos
biolégicos conjuntos e comprobatérios da alteracdo favoravel e significativa na
resposta pretendida.

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a solubilizacéo
de griseofulvina (GF) através de estratégia baseada na interagdo farmaco-polimero,
utilizando o polimero poloxamero 407 (P407). Também, buscou-se avaliar mais
detalhadamente a interacdo entre GF-P407 e as possiveis alteragbes no efeito
antifingico. Para melhor elucidacdo do desenvolvimento do trabalho, a dissertacédo
foi organizada em trés capitulos.

O capitulo | foi dedicado a revisdo do tema abordado, fornecendo subsidios
para o desenvolvimento do trabalho. Além de contextualizarem-se os problemas
referentes a escassa solubilidade de farmacos, foram apresentados aspectos
referentes as estratégias de solubilizacdo, marcadamente aquelas que séo
baseadas na interagdo farmaco-polimero, aos poloxameros, polimero estudado, ao
farmaco em questao e a atividade pretendida.

Os dados obtidos subsidiaram a escolha da estratégia de solubilizacdo a ser
utilizada, indicando que a utilizacdo de polimeros vem destacando-se na inovacéo e
desenvolvimento de formulacdes e formas farmacéuticas (REKATAS et al., 2001;
LU; PARK, 2013). Os polimeros, principalmente aqueles que apresentam
caracteristicas anfifilicas, possibilitam a formulacédo de farmacos pouco soliveis em
meios hidrofilicos, por exemplo, através da solubilizacdo micelar (REKATAS et al.,
2001; CHIAPPETTA et al., 2011). As micelas poliméricas sdo formadas pela
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autoassociagdo dos polimeros, originando estruturas com um dominio hidrofilico e
outro dominio hidrofébico e possibilitando, assim, a solubilizacdo de farmacos pouco
soluveis (LU; PARK, 2013). O P407, polimero composto por unidades de oxido de
etileno (OE) e 6xido de propileno (OP), vem sendo amplamente estudado como
agente solubilizante de diversos farmacos lipofilicos e, também, utilizado em
diferentes tipos de formulacdes (DUMORTIER et al., 2006; JINDAL; MEHTA, 2015).
GF, por sua vez, exemplifica um caso tipico de desafio para estudos de aumento de
solubilidade, com intuito de melhorar sua atividade e possibilitar um tratamento mais
eficaz (AGGARWAL,; GOINDI; KHURANA, 2013). Embora ndo conste mais entre 0s
antifingicos de primeira escolha no tratamento de determinadas dermatomicoses,
GF continua sendo uma opc¢ao terapéutica importante, além de servir como farmaco
de referéncia em diversos estudos. Além disso, a crescente incidéncia de
dermatomicoses e desenvolvimento de resisténcia dos dermatofitos aos atuais
antifingicos de escolha levam a julgar procedente a investigacdo de GF como
substancia modelo.

No capitulo Il sdo descritos o desenvolvimento e validacdo de um novo
método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia, destinado a
quantificacdo de GF em formulagbes contendo P407. Os parametros
cromatograficos utilizados foram estabelecidos a partir de experimentos prévios e
com base em métodos ja publicados, porém com tempo de analise mais longo
(KAHSAY et al., 2013). O método foi validado segundo diretrizes oficiais, ICH (2001,
2005), mostrando-se especifico, linear, preciso, exato e robusto, na faixa de 0,25 —
15,0 pg/mL.

No capitulo Il sdo apresentados os resultados obtidos nos estudos de
solubilizacdo em preparacbes contendo P407, caracterizacdo fisico-quimica da
possivel interacao farmaco-polimero e avaliagdo da atividade antifungica, in vitro, de
GF, na forma livre e associada ao polimero, frente aos isolados de Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton rubrum.

No que se refere ao estudo de solubilizacdo, observou-se aumento efetivo de,
aproximadamente, oito vezes a solubilidade intrinseca de GF. Destaca-se o distinto
perfil de solubilizacdo GF-P407 obtido neste experimento, que também foi verificado
quando P407 foi substituido pelo poloxamero 124 (P124). Em ambos 0s casos, 0S
perfis de solubilizacdo diferem do perfil relatado, por exemplo, por LEE e

colaboradores (2008) para a solubilizacdo de felodipino com P407. Uma possivel
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explicacdo para este fendmeno seria a formacéo de diferentes arranjos estruturais,
gue podem incluir micelas, ou coexisténcia destes em um sistema dinamico,
alterando a capacidade de solubilizacdo (LAWRENCE, 1994; MORTERSEN, 2001;
KABANOV; ALAKHOV, 2002). Também, a adicdo de solutos a dispersdo de
poloxadmero é capaz de influenciar a autoassociacdo do polimero (ALEXANDRIDIS
et al., 1994; IVANOVA et al., 2000a, 2000b; KABANOV; ALAKHOV, 2002).

Na sequéncia, os estudos procuraram verificar de que forma se apresenta a
interacdo entre farmaco-polimero. A analise de FT-IR demonstra pelo espectro da
mistura fisica GF-P407 a presenc¢a de bandas caracteristicas das duas substancias,
porém observam-se sutis alteragfes na intensidade e forma de algumas bandas
(regides de 1.211 cm™ e 1.135 cm™ — estiramentos C—O ligado a anel e C=C—0,
respectivamente — de GF; regido de 1.100 cm™ — estiramento C—O — de P407). Os
resultados sugerem um fendmeno envolvendo o anel cicloexeno. A analise por DSC
mostrou um pequeno deslocamento no pico endotérmico do polimero e o
desaparecimento do pico endotérmico do farmaco, no termograma da mistura fisica
GF-P407. Os resultados sugerem algum tipo de evento, por exemplo, a fusdo do
polimero e consequente solubilizacdo de GF neste. Também, pode-se sugerir a
ocorréncia de algum tipo de interacdo entre GF-P407, resultando na alteracédo da
estrutura cristalina do farmaco e no desaparecimento do pico. O espectro de ‘H
RMN demonstrou espectros carateristico tanto para GF quanto para P407. No
espectro da mistura GF-P407 contatou-se a presenca dos sinais caracteristicos de
ambas as substancias, entretanto ndo permitiu observacdo de possivel interacdo
entre farmaco e polimero. Provavelmente, esteja ocorrendo interferéncia do solvente
utilizado. Estudos complementares, como RMN bidimensional com correlacdo
homonuclear, estdo em andamento.

Através da espectroscopia de correlacdo de fotons, P407 mostrou distribuicéo
bimodal ou trimodal, nas concentracdes mais baixas de polimero, e indice de
polidispersdo de acordo com as caracteristicas de distribuicdo do sistema. Porém,
verificou-se uma tendéncia a distribuicio monomodal, na medida em que a
concentragdo de P407 foi aumentada, acompanhada de diminuigdo do valor de
indice de polidispersdo. Os dados encontrados para tamanho de particula estdo de
acordo com o esperado para micelas poliméricas (CHIAPPETTA et al., 2011). Foram
observados comportamento e valores similares entre as amostras contendo apenas

P407 e as amostras contendo mistura GF-P407, demonstrando ndo haver
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interferéncia do farmaco nessas variaveis. O potencial ¢ mostrou valores negativos,
conforme esperado para P407. No entanto, foi observado que para o incremento de
concentracdo de P407 ocorreu uma diminuicdo do valor de potencial ¢. Foi
constatada clara diferenca entre os valores de potencial { para mistura GF-P407 e
P407 sozinho. Em contrapartida, os valores de condutividade aumentaram
consideravelmente conforme se elevou a concentracdo de polimero. Os dados
obtidos através das analises de espectroscopia de correlacdo de fétons e mobilidade
eletroforética ndo permitiram uma elucidacdo clara do fenédmeno. Apenas, 0sS
resultados obtidos para potencial ¢ nos permitem sugerir que algum evento entre
GF-P407 resultaria em uma diminuicdo em relacdo ao valor encontrado para o
polimero sozinho. As analises realizadas pelos métodos de anélise multivariada de
componentes principais (ACP) e de agrupamento hierarquico (AAH) corroboram os
dados explanados.

Em outro momento, observou-se o comportamento das impurezas de sintese
de GF, presentes no cromatograma obtido por CLAE, e suas estruturas quimicas.
Com base no trabalho de KAHSAY e colaboradores (2013), acredita-se que essas
impurezas correspondam a acido griseofulvinico, declorogriseofulvina e
deidrogriseofulvina. Verificou-se distinto perfil de solubilizacdo para o &cido
griseofulvinico que, diferentemente de GF e demais impurezas, ndo apresenta
insaturacdo em C,-Cs e, por conseguinte, o dieno conjugado com a cetona ciclica.
Em associacdo com as analises por FT-IR, € possivel sugerir que essa regido da
molécula possa vir a participar na solubilizagcdo de GF pelo P407. Estudos para a
elucidacao estrutural e confirmacdo das impurezas estdao em andamento.

O teste de susceptibilidade para a atividade antifungica de GF-P407, em
comparacdo com GF livre, ndo revelou qualquer melhoria da atividade. Pelo
contrario, pode-se constatar que houve até detrimento desta. Esses dados indicaram
gue o incremento de solubilizagcdo de GF na presenca de P407 nao se refletiu em
uma melhor atividade antifungica.

Em resumo, o capitulo Il evidencia que P407 foi efetivo quanto ao incremento
de solubilidade de GF, sendo a interagdo GF-P407 sugerida pelos ensaios de
caracterizagdo. No entanto, ndo se constatou relagao direta entre o aumento de

solubilidade de GF e a atividade bioldgica objetivada.
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O método analitico para quantificacdo de GF em amostras contendo P407 por
CLAE-PDA mostrou-se especifico, linear, preciso, exato e robusto nas
condi¢cBes experimentais utilizadas. Também, o método foi capaz de resolver

adequadamente GF de suas impurezas;

A associacdo com P407 leva a um aumento efetivo de até oito vezes a
solubilidade intrinseca da GF, e o perfil de solubilizacdo diferiu daquele

relatado na literatura;

Ensaios de caracterizacdo por FT-IR, DSC, 'H RMN, espectroscopia de
correlacdo de foétons e mobilidade eletroforética sugeriram a ocorréncia de

interacOes farmaco-polimero, porém, sem elucidar claramente o fenébmeno;

O perfil de solubilizacdo das impurezas de sintese de GF mostraram
similitudes com o proprio farmaco, exceto para a impureza &cido
griseofulvinico, que ndo possui, como as outras estruturas, insaturacdo no

anel cicloexeno:;

Nao foi constatada relacdo direta entre a maior susceptibilidade fungica e o
incremento de solubilizacdo de GF, verificando-se, inclusive, um aumento na

CIM frente a alguns dos isolados testados;

Véarios dos resultados acima elencados diferem frontalmente com os
encontrados na literatura, fato que sugere a necessidade de estudos

complementares e corroborativos.
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