UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pds-Graduagdo em Farmaco e Medicamentos

Area de Producio e Controle Farmacéuticos

MARIANA SOARES ALVES DE SOUZA

Desenvolvimento de organogel injetavel subcuténeo de Pluronic®-F127 e lecitina

de soja (OPL) contendo meloxicam para uso veterinario.

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo para obtencdo do
Titulo de MESTRE em Ciéncias

Area de concentragdo: Farmaco e Medicamentos

Orientador: Prof.° Dr.° Humberto Gomes Ferraz

SAO PAULO
2022



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pds-Graduagdo em Farmaco e Medicamentos

Area de Producdo e Controle Farmacéuticos

MARIANA SOARES ALVES DE SOUZA

Versao Original

Desenvolvimento de organogel injetavel subcuténeo de Pluronic®-F127 e lecitina

de soja (OPL) contendo meloxicam para uso veterinario.

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo para obtencéo do
Titulo de MESTRE em Ciéncias

Area de concentragio: Farmaco e Medicamentos

Orientador: Prof.° Dr.° Humberto Gomes Ferraz

SAO PAULO
2022



Autorizo a reproducéo e divulgacéo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletrdnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Ficha Catalografica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o
programa desenvolvido pela Se¢ao Técnica de Informética do ICMC/USP e
adaptado para a Divisdo de Biblioteca e Documentagao do Conjunto das Quimicas da USP

Bibliotecaria responsavel pela orientagao de catalogagao da publicagao:
Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Souza, Mariana Scares Alves de

§719% Desenvolvimento de organogel injetdvel subcutdneo
de Pluronic® F127 e lecitina de soja (OPL) contendo
meloxicam para uso veterindrio. / Mariana Socares

Alves de Souza. - Sdoc Paulo, 2022.
173 p.
Dissertacglo (mestradeo) - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo.
Departamento de Farmicia.
Orientador: Ferraz, Humberto Gomes

1. Organogel. 2. Lecitina de Soja . 3.

Desenvolvimento de Formulacldo . 4. Ensaio de
b 4

dissolucdo . 5. Meloxicam . I. T. II. Ferraz,
Humberto Gomes, orientador.




Mariana Soares Alves de Souza

Desenvolvimento de organogel injetavel subcuténeo de Pluronic®-F127 e lecitina

de soja (OPL) contendo meloxicam para uso veterinario.

Comissao Julgadora da Dissertacdo para a obtencdo do Titulo de Mestre

Prof°. Dr°. Humberto Gomes Ferraz
Orientador/Presidente

1° Examinador

2° Examinador

3° Examinador

Sé&o Paulo, de 2022




AGRADECIMENTOS

Nesses anos de mestrado, com muito estudo, esforco e empenho, eu gostaria
de agradecer a algumas pessoas que foram fundamentais para
a conclusdo de mais essa etapa em minha vida. Por isso, expresso aqui, através de palavras
sinceras, a importancia que elas tiveram, e ainda tém, nesta conquista e também a minha
sincera gratiddo a todas. Primeiramente, agradeco a minha familia Paulo, Verbenia, Marcela e
Maria Luna pela compreensdo, companheirismo e profundo apoio, me incentivando nos
momentos mais dificeis. Obrigada por desejarem sempre o melhor para mim, pelo esfor¢co que
fizeram para que eu pudesse superar cada obstaculo em meu caminho e chegar aqui. A vocés,
minha familia, sou eternamente grata por tudo que sou, por tudo que consegui conquistar e

pela felicidade que tenho.

Minha gratiddo especial ao Prof. Dr. Humberto Gomes Ferraz, meu orientador e,
sobretudo, um grande exemplo pelo excelente profissional que é. Obrigada por sua dedicagédo
e paciéncia. E, principalmente, obrigada por ter acreditado e depositado sua confianca em
mim ao longo de todos esses anos de trabalho. Sem sua orientagdo, apoio e confianga, nao
somente neste trabalho, mas em todo o caminho percorrido até aqui, nada disso seria possivel.
Um obrigado especial a toda equipe do DEINFAR, verdadeiros amigos do coragéo, pois foi
com o apoio e auxilio de todos que esse trabalho pode se concretizar. Especialmente: Dra.
Michele Issa, Rosana Pereira, Fanny Vereau, Yusara Ruiz, Dra. Josiane Daniel, Ana Carolina
Almeida e Lucas Rodrigues, que me ajudaram nos momentos mais dificeis. Vocés foram
imprescindiveis nessa jornada e serei eternamente grata por ter pessoas tdo incriveis ao meu

lado.

Para meus primos/irméos, Bruno e Thais, agradeco pelo apoio e por acreditarem em
mim até mesmo quando eu ndo acreditava, vocés tornaram essa caminhada, mais facil, alegre

e verdadeiramente Unica, nossa amizade foi um presente que desejo conservar por toda a vida.

Por fim, agradego a Deus, meus guias, guardides, mentores e mestres. Ao meu pai e
minha mée de coracdo e muito além desse mundo, sem suas palavras, ensinamentos, protecao

e sem sua luz, eu ndo teria chegado até aqui.



O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.



In the teeth of those
stupefying odds it is you and I, in
our ordinariness, that are here
We privileged few, who won the
lottery of birth against all odds
how dare we whine at our
inevitable return to that prior
state from which the vast majority

have never stirred?

There is grandeur in this
view of life, with its several
powers having been originally
breathed into a few forms or into
one and that whilst this planet has
gone cycling on according to the
fixed law of gravity. From so
simple a beginning endless forms
most  beautiful and  most
wonderful have been and are

being, evolved.

(Tuomas Holopainen, Nightwish e

The Origin of Species)



SOUZA, M.S.A. Desenvolvimento de formulacdo veterindria de organogel
contendo lecitina de soja, Pluronic® F-127 e meloxicam para o tratamento de dores
agudas e cronicas em animais de pequeno porte. 2022. 171 p. Dissertacdo (Mestrado)

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo (USP), Sdo Paulo, 2022.

RESUMO

O organogel é formado por uma matriz tridimensional composta de filamentos que se
auto-organizam em uma rede entrelacada e que, por seu tipo de estrutura, pode ser utilizado
com o objetivo de atuar como um implante que se forma in situ, sendo capaz de se comportar
como uma forma farmacéutica de liberacdo prolongada. Esse trabalho tem, por tanto, o
objetivo desse trabalho foi desenvolver, caracterizar, quantificar e tracar perfis de dissolugédo
para formulagdes de organogel contendo meloxicam como principio ativo. O material esta
dividido em quatro capitulos, sendo apresentada inicialmente (1) revisdo da literatura a
respeito da lecitina de origem vegetal, com suas principais fontes de obtencdo, como soja,
girassol e colza, e também seu uso farmacéutico na obtencdo de formulacBes como
organogéis, microemuls@es e lipossomas. Os demais capitulos abordam (I1) desenvolvimento
e otimizacdo de uma formulacdo de organogel contendo lecitina de soja e Pluronic® F-127
como formadores da matriz tridimensional e meloxicam como principio ativo. (l1I)
Desenvolvimento e validacdo de um método de quantificacdo do teor de meloxicam por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). (IV) Desenvolvimento de um método de
dissolucao para formulacdes de organogel, que fosse capaz de ser utilizado na caracterizagdo
do perfil de dissolucdo de diferentes formulacGes. Com os resultados obtidos, foi possivel
desenvolver formulacbes de organogel contendo lecitina de soja, Pluronic® F-127 e
meloxicam, assim como um método analitico validado para as analises de teor. Por fim, foram

obtidos também os perfis de dissolucdo de duas formulagdes mais promissoras.

Palavras-chave: Lecitina, Organogel, Dissolugéo, Meloxicam



SOUZA, M.S.A. Development of a veterinary organogel formulation containing
soy lecithin, Pluronic® F-127 and meloxicam for the treatment of acute and chronic pain
in small animals. 2022. 171 p. Dissertation (Master’s) Faculty of Pharmaceutical Sciences,
University of Sdo Paulo (USP), Sao Paulo, 2022.

ABSTRACT

Organogels are formed by a three-dimensional matrix composed of filaments that self-
organize in an interlaced network and that, due to its type of structure, can be used with the
objective of acting as an implant that forms in situ, being able to behave as an extended-
release dosage form. This work has, therefore, the objective of this work was to develop,
characterize, quantify and trace dissolution profiles for organogel formulations containing
meloxicam as active ingredient. The material is divided into four chapters, initially presented
(I) review of the literature on lecithin of plant origin, with its main sources of production,
such as soybean, sunflower and rapeseed, and also its pharmaceutical use in obtaining
formulations such as organogels , microemulsions and liposomes. The remaining chapters
address (II) development and optimization of an organogel formulation containing soy
lecithin and Pluronic® F-127 as three-dimensional matrix formers and meloxicam as an active
ingredient. (111) Development and validation of a method for quantification of meloxicam
content by high performance liquid chromatography (HPLC). (IV) Development of a
dissolution method for organogel formulations, capable of being used to characterize the
dissolution profile of different formulations. With the results obtained, it was possible to
develop organogel formulations containing soy lecithin, Pluronic® F-127 and meloxicam, as
well as a validated analytical method for content analysis. Finally, the dissolution profiles of

two more promising formulations were also obtained.

Keywords: Lecithin, Organogel, Dissolution, Meloxicam
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RESUMO

A lecitina é descrita como uma mistura de glicerofosfolipideos obtidos de fontes
animais, vegetais ou microbianas, contendo uma variedade de substancias, como
esfingosilfosfolipideos, triglicerideos, acidos graxos e glicolipideo. Ao longo dos anos, artigos
cientificos, patentes, livros e associacdes de pesquisadores ao redor do mundo estudaram a
lecitina em todo o seu potencial, descobrindo ndo apenas métodos de obtencdo e producéo
como também centenas de aplicagdes para um material tdo diverso e multifacetado. Tais
aplicacBes ndo se restringiram apenas a industria de alimentos, que foi a precursora do uso de
lecitina como agente emulsionante, mas também ao mercado farmacéutico, tendo sido
introduzida em 1988 por Scartazzini e Luisi, que utilizaram a lecitina como agente formador
de matriz em organogéis. Nos anos seguintes, pesquisas se estenderam para outras areas, com
principios e aplicagdes semelhantes, passando a usar a lecitina como tensoativos de

microemulsdes e lipossomas.

Palavras-chave: Lecitina uso farmacéutico, Lecitina em formulacdes, Métodos de
obtenc&o de lecitina
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ABSTRACT

Lecithin is known a mixture of glycerophospholipids obtained from animal, vegetable
or microbial sources, containing a variety of substances, such as sphingosylphospholipids,
triglycerides, fatty acids and glycolipids. Over the years, scientific articles, patents, books and
associations of researchers around the world have studied lecithin to its full potential,
discovering not only methods of obtaining and producing it, but also hundreds of applications
for such a diverse and multifaceted material. Such applications were not restricted to the food
industry, which pioneered the use of lecithin as an emulsifying agent, but also to the
pharmaceutical market, having been introduced in 1988 by Scartazzini and Luisi, who used
lecithin as a matrix-forming agent in organogels. . In the following years, research extended to
other areas, with similar principles and applications, starting to use lecithin as surfactants for

microemulsions and liposomes.

Key words: Lecithin pharmaceutical use, Lecithin in formulations, Methods of

obtaining lecithin.
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1 INTRODUCAO

A lecitina foi descrita pela primeira vez na Franca em 1847 quando foi isolada por
Théodore Gobley a partir da gema do ovo de carpa. Essa descoberta pode ser encontrada em
um artigo intitulado Recherches chimiques sur les oeufs de carpe, que caracterizou a
substancia como amarela alaranjada, contendo em sua estruturagdo um componente com
nitrogénio. Em 1867 foi descoberto que o componente com nitrogénio se tratava de colina,
uma base nitrogenada que teve seu primeiro relato em um experimento realizado por Strecker
em 1849. Logo, essa descoberta fez com que, por anos, lecitina fosse considerada um
sinbnimo de fosfatidilcolina (FC) (HARRIS, 1971; WENDEL, 2000; VAN
NIEUWENHUYZEN, 2010).

O que sabemos atualmente, € que a lecitina ndo é composta apenas por FC e sim por
uma mistura complexa de fosfolipidios junto a outros componentes, sendo mais
profundamente descrita pela International Lecithin and Phospholipid Society (ILPS) em 2013

como:

[...] lecitina é uma mistura de glicerofosfolipideos obtidos de fontes
animais, vegetais ou microbianas, contendo uma variedade de
substancias, como esfingosilfosfolipideos, triglicerideos, &cidos
graxos e glicolipideos. Os fosfolipidios puros, que podem ser isolados
em Ultima instancia da mistura, sdo definidos como lipideos contendo
acido fosforico. O termo fosfolipidios ndo é mais recomendado, mas

ainda é usado na literatura técnica.

Por se tratar de uma mistura de diversos fosfolipidios formadores de membrana
celular, foi descoberto posteriormente que a lecitina poderia ser obtida através de outras
fontes como, por exemplo, uma grande variedade de grdos, descoberta essa que ganhou
destaque com o rapido avanc¢o da agricultura mundial. Outra possivel fonte sdo os tecidos e
estruturas provenientes de animais. Ap0Os essa revelagdo, a lecitina passou a ser mais
profundamente estudada por pesquisadores de diferentes areas, com 0s mais variados temas e
abordagens cientificas (LIST, 2015).

Além da &rea académica, a lecitina (Figura 1) apresenta diversos usos e func¢des na

industria moderna, que vao desde produtos de carater alimenticio até materiais para pintura e
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plastificantes, caracteristica que Ihe rendeu uma extensa quantidade de aplicacGes em patentes
ao longo das décadas (POLICELLO et al., 2017).

Seu uso médico e farmacéutico avancou rapidamente, e a lecitina passou a ser
compreendida ndo apenas como um multifacetado excipiente, mas também como principio
ativo em estudos que a utilizavam como precursora de colina para o tratamento de doencas
neurologicas de carater degenerativo (LITTLE et.al, 1985; SHURTTLEF; AOYAGI, 2016;
BLUSZTAIN; MELLOTT, 2012).

Figura 1- Linha do tempo que retrata acontecimentos desde a descoberta da lecitina até a atualidade.

« Através de um experimento utilizando ovos de carpa, € isolado pela primeirf?
vez uma substancia que, apds caracterizacao, revelou a presenca de um

componente contendo nitrogénio. )

N
« A colina é identificada como uma base nitrogenada.

1849 )

N

*Foi descoberto que o componente com nitrogénio isolado 20 anos antes por
Gobley se tratava de colina

« Carl Buer deposita a primeira patente sobre método de obtencdo da lecitina)
A lecitina de ovo é um produto comercial na Europa, sendo encontrada em
mais de 100 formulacGes de medicamentos da época. )

J

« A patente alemd 382.191, de Hermann Bollmann, fundador da Hansa)
Muehle (The Hansa Mill) em Hamburgo, é a primeira patente vista que
menciona lecitina e soja juntas em um mesmo documento. )

» Rebmann produz uma analise estatistica sobre a lecitina e estima que 2 mil

toneladas do produto tenham sido destinadas ao uso farmacéutico. )

" " A
* Os usos da lecitina em produtos farmacéuticos corresponde a cerca de 3% do

valor total de producéo. )

. . . . )
* Cresce 0 interesse nas areas de estudo de lipossomas, microemulsdes e
organogéis em desenvolvimento como modelos de membranas bioldgicas e
veiculos de distribui¢do para produtos farmacéuticos e cosméticos. J

. R R y
* Policello; Naue; Mukherjee depositam uma nova patente referente a uma
formulacdo em spray contendo lecitina e organosilicone.

J
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No campo do desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, o uso da lecitina
¢ igualmente amplo. Pode fazer parte de formulagdes como: lipossomas, emulsdes,
microemulsdes e, mais atualmente, em implantes, adesivos transdérmicos e organogeis de uso
topico (intravenoso e subcutaneo), atuando como um agente formador de matriz (LE; et.al,
2019; SHINODA et.al, 1991; THAKUR et.al, 2008).
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2 OBJETIVO
O objetivo desse trabalho é fazer uma revisdo da literatura e atualizar o estado da arte

abordando a lecitina, desde a sua descoberta e métodos de obtencdo, até sua aplicacédo

farmacéutica.
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3 METODOLOGIA

A metodologia de busca para a realizacdo do levantamento bibliografico, foi
determinado utilizando os bancos de dados: PubChem, Scielo, Google, Portal CAPES,
Science Research, Pubmed, SciFinder e Google Patents, além de livros, teses, dissertacdes,
trabalhos apresentados em congressos. As palavras-chave utilizadas na busca foram: lecitina,
lecithin; Lecitina de soja, soy lecithin, soja lecithin; Producao de lecitina de soja, soy lecithin
Production, soja lecithin Produktion; Caracterizacdo de lecitina; lecithin Characterization;
lecithin-Charakterisierung; Revisfes sobre lecitina; Lipidios, lipids; Degomagem,
degumming; Microemulsdo, microemulsion; Lipossomas, liposomes e organogeis,
organogels. Os idiomas utilizados na pesquisa foram: portugués, inglés e alemdo. As
publicacbes analisadas contemplaram o periodo de 1847 a 2022 e os critérios de selecdo da
literatura utilizada para esse estudo foram artigos, capitulos de livros e outros materiais
textuais que estivessem em acordo com as palavras-chave e tratassem da lecitina, de sua

historia, seu método de obtencéo e seu uso farmacéutico ao longo do periodo analisado.
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4 LECITINA

4.1 Definicdes, principais caracteristicas e seu metodo de obtencao.

O termo lecitina tem sua raiz etimoldgica na palavra grega “Aéxibog,” (1€-se lekithos),
que significa “ovo, o comeco da vida”, mas ¢ também o nome comercial atualmente dado a
uma mistura complexa de fosfolipidios naturais, constituida principalmente de fosfatidilcolina
(FC), fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilserina (FS) e fosfatidilinositol (FI) (Figura 2), além
de triglicerideos, carboidratos e outros componentes, comumente encontrados em células de
plantas (soja, algoddo, milho, girassol, canola etc.), e em estruturas animais (gema de ovo,
tecidos cerebrais e medula espinal) em pequenas quantidades. Dada sua composicao, atua
como uma das formadoras de matriz das membranas bioldgicas, representando importante
papel no metabolismo celular e estd diretamente ligada a producdo de colina e acetilcolina.
Por muito tempo foi considerado também um sindnimo direto para a fosfatidilcolina
(CHERRY; GRAY:; JONES, 1981; CLARKE, 2007; KAPALKA, 2010).

Figura 2- A molécula de lecitina é composta por residuos de colina, dois acidos graxos, glicerol e
acido fosforico. A parte ndo polar é compota por cadeias de hidrocarbonetos dos residuos de acidos
graxos. Os demais residuos constituem a regido polar.
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Fonte: Adaptado de WENDEL, 2014; STAFF, 2015.
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A principal caracteristica da lecitina é a cor, podendo variar de marrom a amarelo
claro, dependendo de sua fonte de origem e do processamento de clareamento ou a sua
auséncia, além do processo de filtracdo. Outro aspecto importante € a viscosidade, que pode
variar de plastica a fluida, dependendo da quantidade de acido graxos livres e 6leo presentes,
em sua composicdo (CLARKE, 2007).

Atualmente, mais de 40 variedades de lecitina sdo comercializadas ao redor do mundo,
mas mesmo essa grande variedade pode ser classificada a partir do método de purificacao
com o qual sdo obtidas, se encaixando em trés categorias principais: natural, refinada e
modificada (EFSA 2016).

A lecitina natural tem como principais caracteristicas sua viscosidade, podendo ser
plastica ou fluida e sua cor, podendo variar de mais clara a mais escura dependendo do tipo de
processamento que recebe apoOs sua extracdo (Figura 3). A lecitina refinada tem como
principal caracteristica a presenca ou auséncia de 6leo em sua composi¢do, enquanto a lecitina
modificada tem como principal caracteristica apresentar alteracGes feitas ap6s o refino, que
tem como objetivo torna-la mais adequada a um fim especifico, podendo variar de
enriquecimento de um determinado fosfolipidio na composicdo, a mistura de diferentes
categorias de lecitina. O detalhamento dessas informacGes pode ser visto na Tabela 1 (EFSA
2016).

Figura 3- Lecitinas obtidas de diferentes fornecedores. Na imagem é possivel observar duas das
principais propriedades da lecitina natural, sua viscocidade sendo a lecitina A mais plastica enquanto a
lecitina B apresenta um comportamente mais fluido. J& nas leticinas C e D é possivel notar a diferenga
de cores, sendo a C mais escura em comparagao a D.
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Embora existam diferentes fontes pra a obtencdo de lecitina, os 6leos vegetais sdo 0s
mais utilizados por sua facilidade de obtencdo em larga escala (WENDEL, 2014).

Previamente o processo de obtencdo de dleo, no caso do uso de grdos, como os de
soja, por exemplo, devem ser preparados através de algumas etapas que visam condiciona-lo
para maximizar a producdo. Essas etapas sdo: pré-limpeza, descascamento, condicionamento,
trituracdo ou laminacdo e cozimento (EMBRAPA, 2001).

Apds a fase de preparo, da-se inicio a producdo do Oleo vegetal (Figura 4), tal
processo de obtencdo comeca com a moagem dos graos, sementes ou plantas do qual o 6leo
vegetal serd extraido. Esse processo resulta na remocao parcial dos 6leos, obtidos através do
esmagamento da parede celular dos gréos, sementes ou plantas, resultando em um produto
primario, que contém de 2 a 3% de fosfolipidios. A etapa seguinte é a extracdo realizada com
auxilio de solventes organicos como o hexano utilizado em quase toda a América Latina e
Estados Unidos ou Tolueno utilizado na Europa. O fator que ir4 definir a velocidade de
extracdo é a obtengdo do equilibrio no sistema 6leo-micela-solvente, onde, o termo “micela”

corresponde a solucdo composta pela mistura de 6leo e solvente. (OBRIEN, 2008).

Tabela 1 - Composi¢do das lecitinas comerciais.

Natural Refinada Modificada
Plastica Fisicamente
Nao clareada Mistura customizada
Sem 6leo
Clareada

Natural + refinada
Duplamente clareada

Fluida
Quimicamente

N&o clareada Fracionada

Clareada

Enzimticamente
Duplamente clareada

Fonte: Adaptado de WENDEL, 2014; EFSA 2016.

A mistura obtida na extracéo ¢ filtrada para remover residuos contaminantes (cascas e
farelos). Em seguida, é transferida para um destilador continuo, onde é feita a separacdo do
oleo e do solvente através de aguecimento, a temperatura de 70 C a 90 °C. Nesse processo de
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destilacdo é esperada a reducdo do contetdo de solventes até 5%, o hexano residual € entdo
destilado em um evaporador (VAN NIEUWENHUYZEN; TOMAS, 2008).

O processo seguinte € a degomagem (Figura 5), etapa responsavel pela remocdo de
fosfatideos presente em 6leos vegetais e que pode ser considerado um dos primeiros passos no
refino de Oleos e na obtencdo da lecitina. Esse processo pode ser feito com o uso de &cidos,
enzimas ou em &gua, sendo esse Ultimo o mais comumente aplicado por ser 0 método mais
acessivel e eficaz. Nesse processo, a dgua é misturada ao 6leo através de agitacdo suave por
aproximadamente 30 minutos a 70 °C, resultando na hidratacdo do material e posteriormente

na formagdo de uma emulsdo (EFSA 2016).

Figura 4- Etapas do processo industrial para a obtencdo de lecitina, 6leo de soja e outros
derivados. A etapa de nimero 5 indica a fase do processo onde a lecitina é extraida da mistura
de 6leo e gomas. Essa etapa recebe também o nome de degomagem.

Sabiio

Extrac8io
de Sleo

Farelo

A remogdo com &gua é favoravel principalmente em casos de fosfatideos hidrataveis,
como: FC, FI e lisofosfatidilcolina, sendo essa ultima um produto de degradacdo da
fosfatidilcolina, tendo em vista que essas moléculas tendem a se manter na fase aquosa,
podendo ser removidas posteriormente atraves de constante decantacdo e secagem, desde que
a goma esteja na faixa entre 20 a 50% de umidade (LIST, 2015).
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A mistura de 6leo e goma é centrifugada para a separacdo da fase aquosa, onde se
encontra a lecitina. Apds sua separa¢do, o 6leo degomado é extraido e encaminhado para a
etapa de neutralizacdo, enquanto a goma obtida segue para a homogeneizagédo e logo apés
para a secagem, onde sua umidade deve ser reduzida a <1%. A lecitina é posteriormente

resfriada para evitar escurecimento e pode ser armazenada (NUNES, 2013; LIST, 2015).

Além das moléculas hidrataveis, podem estar presentes os fosfatideos ndo hidrataveis,
incapazes de serem eliminados no processo de degomagem por agua e que podem ser um
indicio da baixa qualidade dos grdos utilizados na producdo do 6leo e consequentemente da
lecitina obtida. No caso da soja, que é a mais comumente utilizado, se for de boa qualidade,
90% de seus fosfatideos serdo hidrataveis e o processo de degomagem sera capaz de extrai-los
para a producéo de lecitina (VAN NIEUWENHUYZEN, 2014).

Figura 5- Esquema detalhado do processo de degomagem utilizando &dgua para a obtencéo de lecitina.

Reator
Misturador [
Entrada
de agua sl
entrlfuga
Entrada
de oleo
Trocador 4
de calor - Gomas
Oleo
Degomado

Fonte: Adaptado de Nunes, 2013.

Embora se possa obter lecitina de diversos tipos de gréos e sementes, o de soja, por

sua producdo mundial em larga escala é o mais utilizado, seguido por sementes de girassol e
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flores de colza, esses por apresentarem valores consideraveis de fosfatideos e acidos graxos
livres em sua composi¢do (VAN NIEUWENHUYZEN, 2014; NUNES, 2013).

A lecitina é um produto majoritariamente utilizado como emulsificante em diversos
setores (cosmético, alimenticio e farmacéutico), mas também pode ser utilizada como agente
modificador de viscosidade, agente molhante, suplementos nutricionais entre outros, por se
tratar de uma substancia reconhecida como segura (Generally Recognized As Safe, GRAS)
segundo a organizagdo americana ‘Food and Drug Administration’ (FDA), descrita no titulo
21, parte 184 nos itens § 184.1400 e § 184.1063; € o numero E322 da lista de emulsificantes,
estabilizantes, agentes gelificantes e promotores de viscosidade aprovado pela organizagéo
europeia Food Standards Agency (VAN NIEUWENHUYZEN; TOMAS, 2008; UNIAO
EUROPEIA, 2008; FDA, 1994).

No Brasil recebeu o nimero DCB (Denominagdo comum brasileira) 12397, na RDC
333 de 23 de dezembro de 2019. Atraiu, no entanto, a atencdo da industria farmacéutica
gracas a sua capacidade de formar sistemas nanocarreadores, géis, microemulsdes e,
principalmente, organogéis ndo irritantes (KUMAR; KATARE, 2005; VINTILOIU;
LEROUX, 2008; ANVISA, 2019).

O interesse da industria farmacéutica e cosmética pela lecitina surgiu principalmente
por sua composicdo, sendo constituidas majoritariamente por fosfolipidios, moléculas polares
com uma porcdo hidrofilica e uma porcao lipofilica, que lhes permite se concentrar na
interface entre a agua e Oleo, reduzindo a tensdo interfacial e facilitando a obtencdo de
formulagGes como, por exemplo, emulsdes, microemulsbes, nanoemulsdes e organogéis.
Contudo, é interessante entender o comportamento dos fosfolipidios e das estruturas formadas
por eles quando na presenca de Oleo e &gua, pois em contato com diferentes estruturas, é
possivel obter uma grande variedade de outras fases. Essas fases sdo conhecidas também
como “fases solidas” ou “fases em gel” e sdo favorecidas por baixas temperaturas ou pela
presenca de &cidos graxos saturados de cadeias longas. (PERUTKOVA; DANIEL;
DOLINAR; RAPPOLT; KRALJ-IGLI¢; IGLI¢, 2009).

4.2 Polimorfismo de lipidios

O polimorfismo nos lipidios consiste na habilidade dessas moléculas organicas de se

agregarem de diferentes maneiras quando expostas a diferentes quantidades de agua ou
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alteracbes de temperatura, dando origem a estruturas de conformacfes variadas, também
chamadas de fases. Essas fases podem variar entre esféricas (micelas), camadas (lamelar),
arranjos tubulares (hexagonais | e Il), diferentes fases cubicas e outros agregados mais
complexos que ainda sdo pouco estudados. (JOUHET, 2013; ALBERTS et al., 2002;
VITTORIO, 1995).

Fases hexagonais sdo as mais amplamente estudadas e conhecidas até entdo, séo
divididas em: 1, caracterizada pela formacdo de micelas onde a cabeca hidrofilica esta voltada
para fora, enquanto a calda hidrofébica se mantém voltada para dentro e I, caracterizada pelo
comportamento oposto, formando micelas inversas. Ambas as fases apresentam a formagao de
estruturas tubulares decorrente da ligacdo dessas micelas quando expostas a solu¢des aquosas.
(STUART; BOEKEMA, 2007; ISRAELACHVILI; MITCHELL, 1975).

A FC, o primeiro fosfolipidio mais comum na lecitina, é capaz de formar camadas
lamelares. A lisofosfatidilcolina forma estruturas hexagonais de Fase I (Figura 6), enquanto o
segundo lipidio mais comum na lecitina, a fosfatidiletanolamina, é capaz de formar estruturas
hexagonais de fase Il. Em situacbes como mudancas de temperatura, alteracdes na proporcao
agua:6leo ou na presenca de outros solventes polares, ¢ possivel observar mudancas na
conformacdo especial desses lipidios, podendo passar de Fase | para Il ou de lamelar para
Fase Il (KRUIWJFF, 1997).

Figura 6: Esquema que ilustra os lipideos em suas diferentes estruturas e conformacdes
espaciais.

Fosfatidiletanolamina &

[Fosfatidilcolina ﬂ >

Lisofosfatidilcolina

.

Fonte: Adaptado de JOUHET, 2013.
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Ainda sim, faz-se necessario um estudo mais detalhado dos fosfolipidios antes de adota-

los em uma formulagdo, pois estdo sujeitos a alteragdes morfologicas em sua estrutura.

4.3 Lecitina e seu uso no desenvolvimento de formulacoes

As lecitinas sdo utilizadas principalmente em produtos farmacéuticos como agentes de
dispersdo, emulsificacdo e estabilizantes. Estad presente em formulacGes de injecGes
intramusculares e intravenosas, nutricdo parenteral, e s&o muito encontradas em produtos
topicos, como cremes e pomadas. Sdo usadas também em bases de supositdrios, para reduzir a
fragilidade da formulacdo e, foram investigadas por suas propriedades de aumento de
absorcdo em uma formula de insulina intranasal. As lecitinas também sdo comumente usadas
como um componente de e formulagdes de nutricdo parenteral (NOVAK etal, 1991;
VARSHOSAZ et.al, 2006; NYANKSON et.al, 2015).

Fosfolipidios como o0s que estdo presentes na lecitina, tem sido cada vez mais
explorados como sistemas de drug delivery, criando para si um novo nicho a ser explorado,
com fungBes que vdo muito além da indUstria alimenticia. O interesse em moléculas desse
tipo se deu gracas a sua capacidade de aumentar a permeabilidade através da pele, pela
seguranca que oferecem, visto que sdo semelhantes aos fosfolipidios encontrados na
membrana celular e, consequentemente, pelos poucos efeitos adversos que apresenta em seu
uso (PIERRE; COSTA, 2011).

As principais formas farmacéuticas que surgiram ao longo dos anos de pesquisa e

desenvolvimento com o uso de lecitina estdo listadas a seguir.

4.3.1 Organogeis

Existem diversos tipos de organogel disponiveis (Figura 7), todos com diferentes
caracteristicas (cor, odor, termo reversibilidade e viscosidade) e métodos de obtencédo, dentre
eles, a lecitina segue sendo a mais estudada (THAKUR; THAKUR; VOICU, 2018).

A descoberta da possibilidade de produzir organogéis, tendo a lecitina como agente
formador de matriz foi descrita por Scartazzini e Luisi (1988). No estudo, foi demonstrado
como uma opgao viavel para a produgdo de uma rede tridimensional, que se formava a partir

da mistura de lecitina, um ou mais solventes e quantidade critica de agua, algo pouco
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discutido até aquela data, mas que gerou um interesse crescente ao longo dos anos seguintes.
(SCARTAZZINI; LUISI, 1988).

Figura 7- Representacdo dos tipos de organogel mais estudados com destaque para a lecitina, que
apresenta trés tipos diferentes de métodos de obtengdo do organogel. O primeiro utilizando somente
lecitina natural, o segundo usando lecitina natural enriquecida com fosfolipidios especificos e o
terceiro utilizando uma mistura de lecitina e polimero.

- Lecitina;
- Lecitina Premium;

- Lecitina e Pluronic
®F127.

- Microemulsdo
estabilizadacom
gelatina (MBG);
- Polietileno.

Organogéis sdo definidos na literatura como um sistema s6lido ou semissdlido. E
constituido por dispersbes de particulas organicas interpenetradas por um liquido (fase
dispersa), onde 0 agente espessante, normalmente um solido ou semissélido, aparece em
menor quantidade e tem como funcdo imobilizar a fase dispersa em uma rede tridimensional
(3D) elastica ou viscoelastica. Dessa forma, pode ser descrito como uma estrutura turva, ndo
cristalina e termo reversivel. Tem uso potencial em diversas areas de aplicacdo: cosméticos,
produtos oftalmicos, pomadas, produtos de aplicacdo tdpica, transdérmicos, comprimidos de
liberacdo modificada, supositérios, mas principalmente produtos injetaveis por permitirem a
administracdo de farmacos que ndo podem ser ingeridos (AULTON; TAYLOR, 2016;
THAKUR; THAKUR; VOICU, 2018).

Além do mais, os organogéis sdo divididos com base no tipo de ligacdo desempenhada
pela molécula formadora de matriz com a fase dispersa e outros possiveis componentes. A
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lecitina se mostrou como sendo capaz de se encaixar nesse esquema inicialmente como um
sistema de crosslinking por ligagéo fisica (KEMPE; MADER, 2012).

Para a obtencéo de um organogel tendo a lecitina como um agente formador de matriz,
sua procedéncia deve ser de origem natural, ou seja, obtida principalmente de fontes animais
ou vegetais, uma vez que apenas a lecitina natural apresenta residuos de acidos graxos
insaturados em sua estrutura e quantidade importante de fosfolipidios, entre eles a
fosfatidilcolina (Tabela 2). Lecitinas com baixissimo grau de pureza, obtidas através de grédos
com pouca qualidade, assim como lecitinas de origem sintéticas, ndo sdo capazes de formar
organogéis por apresentarem residuos de acidos graxos saturados em sua composicao,
impedindo a gelificagdo (KUMAR; KATARE, 2005; VAN NIEUWENHUYZEN; TOMAS,
2008).

Tabela 2- Teor de fosfolipidios em trés tipos diferentes de lecitina. Os de maior interesse sao
principalmente a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina.
Lecitina de Lecitina de Lecitina de

Soja (%) Girassol (%) Canola (%)

Fosfatidilcolina 15 16 17
Fosfatidiletanolamina 11 8 9
Fosfatidilinositol 10 14 10
Acido fosfatidico 4 3 4
Outros fosfolipidios 7 6 6

Fonte: Adaptado de VAN NIEUWENHUYZEN; TOMAS, 2008.

Outro ponto de destaque ao se trabalhar com organogéis de lecitina é a escolha do
solvente. Durante os primeiros estudos sobre formulagcdes de organogéis, era comumente
relatado o uso de solventes organicos, frequentemente alcanos, como hexano e ciclohexano, e
estudos que envolviam o0 uso de dleos minerais ou vegetais. A escolha por 6leos vegetais
como o de girassol ou de soja para uma formulacdo farmacéutica costuma ser adotada levando
em consideracdo o fato de que esses 6leos sdo vistos como possiveis opgdes de maior
biocompatibilidade. Solventes como miristato de isopropila, bis-2-etil-hexil-sulfossuccinato
de sodio, palmitato de isopropila e alguns triglicerideos de cadeia média (TCM), como o0s
triglicerideos de acido caprico caprilico sdo algumas das opc¢des também consideradas

seguras. Solventes polares como propilenoglicol, polietilenoglicol, hidroxietil-lactamida,
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butanol, dgua ou etanol também podem fazer parte de uma mistura de solventes que levardo a
formacdo de organogéis, atuando como co-solventes. Para organogéis que fazem uso da
lecitina como agente espessante, foi encontrado cerca de 50 solventes diferentes capazes de
alcancar a formacdo de rede tridimensional (SCARTAZZINI; LUISI, 1988; LUISI, et al,
1990; WILLIMANN, et al, 1992).

O organogel de lecitina (Figura 8) tem capacidade de transportar anti-inflamatorios
ndo esteroidais, horménios, antieméticos, opidides, antipsicoticos, bloqueadores de canais de
calcio e anestésicos locais. E ndo irritante, de facil absorcdo e praticamente sem odor, capaz
de transportar moléculas de até 400 Dalton'. Esta possibilidade é de particular interesse para
aplicacbes farmacéuticas, uma vez que amplia a gama de medicamentos que podem ser
aprisionados dentro de um organogel (MURDAN 2005, PANDEY; BELGAMWAR;
GATTANI; SURANA; TEKADE, 2009).

Figura 8 - Formulacgdo utilizando apenas uma mistura de lecitina, 6leo vegetal de gergelim (G) e agua.
E possivel notar a diferenca em viscosidade, consisténcia e cor, se compados a outras formulagdo
contendo lecitina, princilamente as que contem Pluronic®-F127 em sua composicao.

SEY

F8G FI9G

4.3.2 Lecitina Premium

Produzido com lecitina de altissima qualidade, muitas vezes enriquecida com
fosfolipidios, principalmente fosfatidilcolina, a lecitina Premium ¢é utilizada principalmente

pela industria cosmética, pois apresenta alta capacidade de termo reversibilidade, além de nédo

! Unidade de medida de massa utilizada para expressar a massa de particulas atomicas.
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possuir sensacdo oleosa (SUDAXSHINA MURDAN, 2005). O pouco uso desse tipo de
lecitina € justificado pelo alto custo que ela possui, além dos poucos fornecedores no mercado

capazes de produzi-la.
4.3.3 Lecitina e PLO (Polymer lecithin organogel)

Um problema constantemente enfrentado no desenvolvimento de formulacGes
utilizando lecitina é o alto custo de mercado que ela alcanca apos passar por procedimentos
como purificagdo ou enriquecimento com determinados fosfolipidios. Porém, para contornar
essa questdo, o uso de polimeros passou a ser associado a lecitina de qualidade comercial,
comum e mais acessivel, dando origem ao termo PLO, Polymer lecithin organogel, também,
Pluronic® lecithin organogel, visto que grande parte dos artigos apresenta o Pluronic® F-127
como a opcao de maior sucesso para a obtencdo de organogéis com lecitina de grau comercial
(DRAGICEVIC; MAIBACH, 2017).

Os organogéis obtidos dessa forma sdo termo reversiveis, ou seja, dependem da
temperatura do local onde se encontram para que haja a formacdo da matriz tridimensional,
nesse caso (Figura 9), o aumento da viscosidade até a formagdo da matriz ocorre em

temperatura ambiente

Figura 9: Exemplos de formulagGes utilizando lecitina e polimero para a obtengdo de um organogel.
A imagem ilustra frascos invertidos contendo uma mistura de lecitina, Pluronic F127® e miristato de
isopropila em diferentes concentragdes. A inversdo dos frascos serve para comprovar que em
temperatura ambiente é formada a rede tridimensional que caracteriza um organogel.
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4.3.4 Microemulsédo

Microemulsdo (ME) (Figura 10) é o termo utilizado para denominar sistemas
termodinamicamente estaveis, isotropicos, transparentes, com baixa viscosidade e que
apresenta comportamento newtoniano?, compostos por dois liquidos imisciveis, comumente
4gua e 6leo, formando nano-dominios estabilizados por uma camada zwitteriénica® composta
por tensoativos localizados na interface Oleo/dgua. A manutencdo da baixissima tensdo
superficial observada nesse sistema pode ser reforcada com a adi¢do de co-solventes e para
que possa ser caracterizada como uma ME € necessario que o tamanho de goticula seja
formado durante o processo de obtencéo e esteja entre a faixa de 10 a 100 nm (PASCOA,
2012). Sao formulacdes consideradas seguras para ingestdo, pode ser utilizadas como
injetaveis (SCHELLER et al., 2014), mas sua principal via de administracdo é topica (CAO,
et al, 2019).

Figura 10: Exemplo de uma formulagdo de microemulséo.

2 Comportamento de um fluido cuja viscosidade, ou atrito interno, é constante para diferentes taxas de cisalhamento
e ndo variam com o tempo.

% Camada eletricamente neutra, mas que possui cargas opostas em diferentes atomos.
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Em formulagGes desse tipo, a lecitina atua como tensoativo, gragas a sua natureza
anfifilica, capaz de promover a formacgdo de ME com ou sem a presenca de um co-surfactante.
E utilizada principalmente por suas propriedades de aumento da permeabilidade, pela
compatibilidade com a membrana celular e por sua capacidade de transportar tanto moléculas
hidrofilicas quanto lipofilicas, auxiliando no uso de farmacos de baixa permeabilidade ou de
farmacos que ndo podem passar pelo processo de digestdo, descartando a possibilidade do uso
da via oral (WU et al, 2014; DUBEY, 2013).

Quando produzido, tendo lecitina como principal tensoativo de sua composi¢éo, a ME
é considerada um sistema tradicional de vesiculas a base de fosfolipidios (ELNAGGAR; EL-
REFAIE; EL-MASSIK; ABDALLAH, 2014).

4.3.5 Lipossomas

Lipossomas sdo vesiculas nanoméricas, formadas por fosfolipidios anfipaticos
arranjados em uma ou mais bicamadas, orientadas concentricamente em torno de um
compartimento aquoso. Por ser termodinamicamente estavel, € uma estrutura lamelar que se
forma espontaneamente quando lipideos entram em contato com meios aquosos. S&o
classificadas conforme o seu tamanho, grande ou pequeno e de acordo com a quantidade de
camadas que apresentam, podendo ser unilamelar ou multilamelar (BATISTA; CARVALHO;
MAGALHAES, 2007).

Tais caracteristicas os classificam como uma estrutura semelhante & membrana celular
e por essa razdo é utilizada como uma opcdo para transportar moléculas de farmacos,
principalmente através da pele, uma vez que a dualidade da molécula de fosfolipidio a permite
conter tanto compostos hidrofilicos no espaco aquoso encapsulado dentro do lipossoma,
guanto compostos lipofilicos intercalados entre a bicamada lipidica (PIERRE; COSTA,
2011).

Os lipossomas foram uma das primeiras estruturas a serem estudadas usando a lecitina
como fonte natural de fosfolipidios, comprovando sua capacidade de atuar como uma
molécula anfipatica, capaz de contribuir de forma majoritaria para a produgédo desse tipo de
estrutura (SHURTTLEF; AOYAGI, 2016). Entretanto, Sessa e Weissmann, (1970), levaram
essa tecnologia a industria farmacéutica, onde a lecitina tinha papel majoritario como

principal fornecedor de fosfolipidios para a formacao do lipossoma.
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Desde seu primeiro uso com intuito farmacéutico, diversos trabalhos foram publicados
sobre o assunto, evoluindo ainda mais a acdo dos lipossomas e da lecitina, que passou a ser
misturada a outros agentes como colesterol e outros esterois, contribuindo para o estudo das
formas de liberacdo prolongada e de nanoparticulas de lipidios solidos (SLN) (BADILLI;
GUMUSTAS; USLU; OZKAN, 2018).
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5 CONCLUSAO

Desde sua descoberta ainda no século XIX, a lecitina logo se tornou um grande sucesso de
mercado, tanto na industria alimenticia quanto na inddstria farmacéutica gracas as suas
propriedades e por sua composi¢do formada majoritariamente por fosfolipidios. No mercado
farmacéutico seu uso tem se mostrado cada vez mais multifacetado, que passa de simples
formulacbes de emulsdes, para formulacbes mais complexas como lipossomas,
microemulsdes, particulas solidas lipidicas e organogéis. Sua capacidade de agir como
precursora de colina também muda o foco de excipiente para principio ativo, embora sua
maior referéncia de uso principal ainda seja como um conjunto de fosfolipidios de diferentes
conformac0es, capazes de mimetizar a membrana celular, de agir como tensoativos e também

como formadores de matriz.
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CAPITULO 1
DESENVOLVIMENTO DE FORMULACAO VETERINARIA DE ORGANOGEL
CONTENDO LECITINA DE SOJA E PLURONIC® F-127.
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RESUMO

Organogéis de Pluronic® F127 e lecitina de soja (OPL) sdo uma estrutura
tridimensional constituida por micelas inversas que, ao se unirem, dao origem a microtubulos
capazes de formar uma matriz geliforme. Essa matriz vem sendo amplamente estudada por
sua habilidade de atuar como um implante biodegradavel que se forma in situ, passando da
fase liquida para a fase gel dentro do local onde foi injetado. O meloxicam € um dos
medicamentos mais utilizados para tratamento de dor crbnica e aguda em animais. Isso
acontece porque o meloxicam é mais seletivo a COX-2 e apresenta menos chances de causar
ou agravar doengas renais, principalmente em felinos. O objetivo deste trabalho foi formular,
otimizar e avaliar o organogel Pluronic® F127 e lecitina de soja, contendo meloxicam para
aplicacdo subcutanea de uso veterinario. Diferentes formulacbes de organogéis foram
preparadas com auxilio de um diagrama pseudoternério, utilizando Pluronic®-F127, lecitina,
meloxicam, miristato de isopropila e dgua. Triglicerideos de cadeia média e colesterol foram
adicionados na fase de otimizacdo, visando a estabilidade da matriz, e o aumento da
solubilidade do farmaco. O estudo da temperatura de gelificacdo, uma das caracteristicas mais
importantes de um organogel, foi realizado para determinar a temperatura onde ocorre a
transicdo liquido-gel. As viscosidades de diferentes formulagdes foram determinadas usando
Brookfield Viscometer a 23°C e foi possivel observar que a viscosidade das formulacdes
aumenta a medida que a concentracdo de lecitina aumenta. As formulacdes também foram
testadas quanto a aparéncia e suas caracteristicas fisicas e quimicas, bem como seu pH, que
ficou na faixa de 5,9-7,4. As interacdes entre os componentes do gel foram investigadas por
difratdmetria de raios X. Espalhabilidade foi determinada pelo método das placas de vidro e
foi capaz de corroborar os resultados obtidos nas analises de viscosidade. No geral, foi
possivel concluir que com a ajuda do diagrama de fases pseudoternario obteve-se uma boa
base para a formulacdo de organogéis, que pode ser melhorada com o auxilio da etapa de

otimizacdo, gerando matrizes capazes de transportar o meloxicam de forma adequada.

Palavras-chave: Organogel Lecitina; Formulagéo; Lecitina de soja; Meloxicam; Uso

veterinario.
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ABSTRACT

Pluronic® F-127- Lecithin organogels (PLO) are a three-dimensional structure
constituted by inverse micelles that, when joined, give rise to microtubules capable of forming
a gel-like matrix. This matrix has been widely studied for its ability to act as a biodegradable
implant that forms in situ, passing from the liquid phase to the gel phase within the injection
site. Meloxicam is one of the most used drugs for the treatment of chronic and acute pain in
animals. This is because meloxicam is more selective for COX-2 and is less likely to cause or
worsen kidney disease, especially in felines. The objective of this work was to formulate,
optimize and evaluate the organogel Pluronic® F127 and soy lecithin, containing meloxicam
for subcutaneous application and veterinary. Different organogel formulations were prepared
using a pseudoternary diagram, using Pluronic®-F127, lecithin, meloxicam, isopropyl
myristate and water. Medium chain triglycerides and cholesterol were added in the
optimization phase, aiming at matrix stability and drug solubility increase. The study of the
gelation temperature, one of the most important characteristics of an organogel, was carried
out to determine the temperature where the liquid-gel transition occurs. The viscosities of
different formulations were determined using Brookfield Viscometer at 23°C and it was
possible to observe that the viscosity of the formulations increases as the concentration of
lecithin increases. The formulations were also tested for appearance and their physical and
chemical characteristics, as well as their pH, which was in the range of 5.9-7.4. The
interactions between the components of the gel were investigated by X-ray diffractometry.
Spreadability was determined by the glass plate method and was able to corroborate the
results obtained in the viscosity analysis. Overall, it was possible to conclude that with the
help of the pseudoternary phase diagram, a good basis for the formulation of organogels was
obtained, which can be improved with the help of the optimization step, generating matrices

capable of transporting meloxicam adequately.

Key words: Lecithin Organogel; Formulation; Soy lecithin; Meloxicam; Veterinary use.
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1 INTRODUCAO

Segundo senso realizado pela Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para
Animais de Estimacdo (ABINPET), em 2021, no Brasil cerca de 144,3 milhdes de animais de
diferentes espécies (Figura 11), esta sob os cuidados de tutores ou Organizacbes N&o
Governamentais (ONG’s), onde, 17% dessa estatistica necessitaram ou ainda precisam de
algum tipo de tratamento de saude. A maior parte das residéncias no Brasil conta com, pelo

menos, um animal de estimacdo, sendo, em sua maioria, cachorros (ABINPET, 2021).

Figura 11 - Distribuicdo das diferentes espécies de animais que estdo sob os cuidados de tutores no
Brasil.

a
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_  Gatos
- Y 25,6 milhdes

Peixes
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+ 9 40,4 milhoes

“(/.-.-/3-._\
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Fonte: Adaptado de ABINPET, 2021.

O setor de animais de companhia, atualmente, é uma das industrias que mais fatura no
Brasil. Em 2020, o faturamento estimado pela Associagdo Brasileiras da Industria de Produtos
para Animais de Estimacdo (ABINPET) foi de 27,2 bilhdes. Embora boa parte desse
faturamento venha de produtos alimenticios, o setor veterinario vem logo em seguida, o que

indica um aumento dos cuidados médicos por parte dos tutores. O setor de Pet Care também
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figura na lista e vem crescendo mais a cada ano. A distribuicdo em porcentagens desse
faturamento esté descrita na Figura 12 (ABINPET, 2021).

Figura 12 - Demonstracdo do faturamento das industrias relacionadas a animais no Brasil.

Faturamento: Industria Pet no Brasil

B Alimentagdo
W Veterinario

Pet Care

Fonte: Adaptado de ABINPET, 2021.

Atualmente, grande parte do grupo de animais sob a tutela de donos e cuidadores é
composto por cdes e gatos, considerados os animais de companhia mais comuns. Essas
espécies dividem similaridades em relagcdo a doencas agudas e males considerados cronicos
que podem ser adquiridos durante a vida ou que surgem com o avango da idade, mas acabam,
em alguns casos, dividindo também os medicamentos receitados pelos veterinarios (SOUSA,
et al, 2017).

O constante desenvolvimento de tecnologias inovadoras para as formas farmacéuticas,
entretanto, tem mudado a forma como os medicamentos sdo apresentados ao mercado
veterinario. Nas Ultimas décadas, as formas farmacéuticas tiveram que se adaptar & evolucao
da vida moderna, tornando-se cada vez mais flexiveis e acessiveis a todos os tipos de
consumidores. Essa premissa também se aplica ao amplo mercado veterinario (BARBOSA,
2017). Para a maioria dos proprietarios, comprimidos e injetaveis €, por vezes, a Unica opgao
de administracdo para tratamentos com antibidticos, alguns anti-inflamatérios e hormonios
(AHMED, KASRAIAN, 2002).
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Entre as inUmeras propostas de tratamentos injetveis conhecidas, os de agdo
prolongada surgiram pela primeira vez como implantes que requeriam pequenos
procedimentos cirlrgicos para colocacéo e posterior remogdo (KEMPE, MADER, 2012). Para
superar essa necessidade, novas formas biodegradaveis surgiram ao longo dos anos, levando
ao uso de implantes que se formam in situ. Esses implantes tém a vantagem de serem mais
faceis de aplicar e menos doloridos para o paciente, além de ndo precisarem ser removidos
posteriormente (KEMPE, MADER, 2012; RUEL-GARIEPY, LEROUX, 2004;
PACKHAEUSER ET AL, 2004).

Um dos tipos de implantes que se formam in situ é o organogel de lecitina de soja,
descrito como uma matriz tridimensional composta de filamentos que se auto-organizam em
uma rede entrelacada (Figura 13). Tal estrutura interna se deve a ligacdes fisicas ou quimicas
qgue ocorrem a depender dos solventes utilizados. Apesar de sua composicdo ser
majoritariamente formada por liquidos, organogéis apresentam o comportamento reoldgico e
a aparéncia de um sélido (KUMAR; KATARE, 2005).

Figura 13 - Representacdo de uma rede tridimensional estruturada por filamentos que se organizam
formando microtubulos.

Nos ultimos anos, o manejo da dor em animais evoluiu significativamente devido a

varios fatores. Isso inclui o aumento de informagGes publicadas sobre a fisiopatologia da dor,
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seus efeitos adversos, modalidades terapéuticas e a disponibilidade de vérios medicamentos
no mercado nacional (DASSANAYAKE, 2009).

O uso de anti-inflamatérios ndo esteroides em felinos é considerado contraditorio,
visto que esta diretamente relacionado a problemas renais crénicos como um efeito adverso
comum de seu uso prolongado. No entanto, 0 meloxicam (Figura 14) é um anti-inflamatério
nédo esteroidal (AINE), amplamente utilizado no tratamento de dores agudas e cronicas em
animais de pequeno e médio porte, cuja eficacia e seguranca foram extensivamente estudadas
em cdes e gatos em ensaios clinicos de dor aguda e crbnica, bem como na ocorréncia de
efeitos adversos renais e gastrointestinais (BUTTERWOR, LASCELLES, WATERMAN,
1994; GUILLOT et al, 2013).

Figura 14- Estrutura molecular do Meloxicam.

Fonte: Pubchem, 2022.
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2 OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma formulacdo de organogel contendo

Pluronic®-F127, lecitina natural de soja como principal formadora de matriz e meloxicam,

para atuar no tratamento da dor em animais de pequeno porte.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Amostras

Meloxicam (MX) L050000403; Lecitina de soja (LS) (IMCOPA, Brasil), miristato de
isopropila (MIP) 133442 (SYNTH, Brasil), Pluronic® F-127 - Poloxamer 407 WPCI547B -
(BASF, Alemanha), Pluronic® F-127 - Poloxamer 407 micronizado WPDI5867 (BASF,
Alemanha), Triglicerideos de acido caprico caprilico (TACC) 455219 (Engenharia das
esséncias, Brasil), Colesterol (CO) CH072021 (CRODA ™, Reino Unido).

3.2 Caracterizacao do Meloxicam
3.2.1 Tamanho de particula

A determinacdo do tamanho de particula das amostras foi realizada em equipamento
de difracdo a laser Particle Size Analyser 1090 (Cilas, Franca), selecionado o método
Fraunhofer por via Umida, sob uma pressdao de 400-500 mb, tempo de 10-15 segundos e
frequéncia de 20-35 Hz (Tabela 3). O resultado de diametro em d10%, d50%, d90% e d
médio foram obtidos a partir da média de trés corridas, calculados pelo software Kaliope®
(Anton Paar, Suica).

3.3 Caracterizacao da lecitina
3.3.1 Determinacdo de umidade

A umidade foi determinada em um analisador halégeno HX204 (METTLER
TOLEDO, Columbus, Ohio, EUA) com temperatura de secagem de 40 — 230 °C e capacidade
de 200g. Os testes foram conduzidos para a obtencdo de uma curva de secagem em tempo

real, assim como valores precisos de umidade (%) presente nas amostras de lecitina.

3.4 Desenvolvimento de formulagao
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O diagrama de fases pseudoternario (XLSTAT 2020, Addinsoft, EUA) foi utilizado
para auxiliar no desenvolvimento da base das formulagbes (Figura 15). Obteve-se um
esquema triangular onde foram selecionados e testados dez pontos do diagrama, as

concentracdes utilizadas foram estabelecidas conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Descri¢do dos experimentos selecionados a partir do diagrama de fases pseudoternério.

Formulacao Pluronic® Solvente (%0) Lecitina (%)
F-127 (%)
F8 20 10 70
F17 40 10 50
F19 20 30 50
F30 60 10 30
F32 40 30 30
F35 20 50 30
F48 80 10 10
F50 60 30 10
F52 40 50 10
F54 20 70 10

Apbs analise das formulacdes indicadas pelo diagrama de fases pseudoternérias, foi
possivel observar que a area onde formulacdo 48 (F48) estava localizada parecia ser a mais
promissora para a producdo da base de organogel. Com isso, os pontos localizados na area
proxima a formulacéo 48 foram testados. As concentracdes utilizadas nos novos testes estdo
disponiveis na Tabela 4.

Apbs as andlises organolépticas e fisicas para encontrar a base adequada, o estudo
procedeu-se aos testes de adicdo do meloxicam e dos triglicerideos de cadeia media na fase

oleosa. As concentracdes utilizadas nos ensaios estdo descritas na Tabela 5.
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Figura 15- Diagrama de fase pseudoternério gerado pelo software XLSTAT (2020). Os nimeros azuis
marcam as formulagdes selecionadas para os testes preliminares.
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Tabela 4 — Descrigdo das concentragfes dos novos experimentos realizados utilizando o diagrama de
fases pseudoternario. As formulacbes selecionadas foram todas préximas da formulagdo que
apresentou as melhores caracteristicas.

Formulacéo Pluronic® F-127 (%) Solvente (%) Lecitina (%0)
F48 80 10 10
F48.1 80 5 15
F48.2 80 15 5
F39 70 20 10
F49 70 10 20

Tabela 5 - Composicéo da formulagdo apds adi¢do de meloxicam e triglicerideos de cadeia média.

Formulacdo  Pluronic® F-127 (%) MIP (%) LS (%) TACC (%) MX (%)
F48 69 10 10 10 0,8
F49 59 10 20 10 0,8
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F49.1 49 20 10 20 0,8

Com a adicdo bem-sucedida do farmaco e dos triglicerideos de cadeia média, os testes
prosseguiram para estabelecer a quantidade ideal de colesterol na formulagdo (Tabela 5a e
5b).

Tabela 5a - Otimizacao da formulacdo 49 com a adicdo de diferentes concentragdes de colesterol.

Formulagdo  Pluronic®- F127 (%) IPM (%) SL (%) TACC (%) CH (%) MX (%)

F49.1 59,8 10 20 10 0,1 0,8
F49.2 59,7 10 20 10 0,2 0,8
F49.3 59,6 10 20 10 0,3 0,8
F49.4 59,5 10 20 10 0,4 0,8
F49.5 59,4 10 20 10 0,5 0,8

Tabela 5b - Otimizacdo da formulagdo 48 com a adigéo de diferentes concentra¢des de colesterol.

Formulagdo  Pluronic® F127 (%) IPM (%) SL (%) TACC (%) CH (%) MX (%)

F48.1 69,1 10 10 10 0,1 0,8
F48.2 69 10 10 10 0,2 0,8
F48.3 68,9 10 10 10 0,3 0,8
F48.4 68,8 10 10 10 0,4 0,8
F48.5 68,7 10 10 10 0,5 0,8

3.4.1 Produgéo de organogel

Uma formulagéo de organogel base foi obtida usando a proporg¢éo 70:10:20 Pluronic®
- F127:0leo:Lecitina p/p. A formulagio base foi otimizada através da adicao de triglicerideos
de cadeia média, colesterol. O meloxicam foi adicionado na concentragdo de 0,8%. Logo, foi
determinado o processo ideal para o preparo da formulacéo do organogel.

Para o preparo do organogel, € feita a pesagem dos componentes da fase oleosa e
também da fase aquosa. Apos a pesagem, ambas as fases sdo misturadas e depois submetidas

a alta agitacdo em torno de 6x10000 RPM/min, por 20 minutos em Ultra-turrax. Apos
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agitacdo, serd obtida uma mistura homogénea de cor clara e aparéncia geliforme, que é
denominada organogel. A producdo do organogel estd esquematizada na Figura 16.

Figura 16 - Mistura da fase oleosa e da fase aquosa ap6s pesagem (1) agitacdo em alta velocidade, em
torno de 6x10000 RPM/min, por 20 minutos em Ultra-turrax (2). Apos agitacdo é obtida uma mistura
homogénea denominada organogel (3).
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3.5 Caracterizacgao organoléptica do organogel

- lecitina

- IPM

- TCM
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Foi realizada uma andlise visual baseada nas caracteristicas organolépticas das
formulacGes que incluem formacédo da matriz tridimensional, termo reversibilidade, tempo de
transicdo de liquido para solido, cor obtida no tempo 0, sob luz “branca” natural, separagido de
fases reversivel ou irreversivel, comportamento em temperatura ambiente e retorno para o

estado menos viscoso apds o resfriamento (SILVA et al., 2019).

3.5.1 Caracterizagdo fisica do organogel

3.5.1.1 Difracdo de raios X

As amostras foram espalhadas na célula com o auxilio de uma espatula e analisadas
empregando um difratdmetro Empyrean (Panalytical) com radiacdo CuKa 1|2 (A=1,5406 A,
1,5444 A) na configuragio 0-20 e modo de reflexdo. Os dados foram coletados de 2,5° a 70,0°
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(20), com passo angular de 0,02° e tempo de coleta por passo de 400s. O refinamento pelo
método de Rietveld foi realizado com o programa TOPAS —Academic V7 [12]. O fundo foi
equipado com uma funcéo polinomial de Chebyshev de 5 termos. Os parametros de rede e
tamanho de cristalito foram refinados e a correcdo para orientacdo preferencial foi aplicada
usando harmonicos esféricos nos ajustes. A estrutura cristalina utilizada na analise foi obtida
do banco de dados de estruturas cristalinas Cambridge Structural Database (CSD) ® usando o
arquivo Crystallographic Information Framework (CIF).

Com base na estrutura cristalina encontrada (arquivo CIF), o padrdo de difracdo
esperado foi simulado utilizando o programa Mercury V 2020.2.0 e assim procedeu-se a
andlise qualitativa (comparativa) entre o padrdo observado (medido) e simulado para avaliar a
fase presente na amostra. Uma vez identificada a fase, foi realizado o refinamento pelo
método de Rietveld (1969).

3.5.1.2 Determinagéo de pH

O pH das formulacbes foi determinado utilizando o medidor de pH PG 2000
(GEHAKA, Sé&o Paulo, Brasil) acoplado a um eletrodo diferenciado para determinacgéo de pH

de materiais viscosos.

3.5.1.3 Analise de viscosidade

Para avaliar a viscosidade, tubos de 10 mL foram preenchidos com as formulagdes.
Parte desses tubos foi armazenada em geladeira, enquanto outra parte foi mantida em bancada
por 20 minutos, até ser confirmada a completa gelificacdo do organogel pelo teste de inversao
do tubo. Para a avalia¢do da viscosidade (cps) foi utilizado um viscosimetro digital Brookfield

(modelo: RV DV-E 230), com spindle n°® 7 a 100 rpm com torque de 7,0.

3.5.1.4 Determinacdo da temperatura de gelificagdo

Foram pesadas 0,25 gramas das formulagdes e colocadas em um tubo de 10 mL. As
formulacGes foram observadas na faixa de temperatura de 2 a 30°C. A mudanca de fase

liquida para gel foi detectada quando o menisco ndo se moveu imediatamente apds a
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inclinagdo do tubo em 90°. A temperatura foi alterada a uma taxa de 2°C/10 min e a
temperatura na qual o estado fisico da formulacdo demonstrou alteracdo foram consideradas

como a temperatura de gelificacdo.
3.5.1.5 Espalhabilidade

Para avaliar a espalhabilidade das amostras, colocou-se uma placa base de vidro (20
cm x 20 cm) e posicionou-se sob essa placa uma folha de papel milimetrado e uma fonte
luminosa. Um grama da formulacdo foi depositado sobre a placa e a superficie foi nivelada
com espatula. Em seguida, outra placa de vidro (20 cm x 20 cm) de peso pré-determinado foi
depositada sobre a amostra. Ap6s um minuto, foi calculada a superficie abrangida, através da
medicdo do diametro em duas posi¢des opostas, com auxilio da escala do papel milimetrado e
um paquimetro, com posterior cdlculo do didmetro médio. Este procedimento foi repetido trés
vezes, acrescentando-se novos pesos de valores conhecidos, em intervalos de um minuto,
registrando-se a superficie abrangida pela amostra. A espalhabilidade das formulactes foi
determinada a 23°C, sendo calculada pela equacao:

E__dz.n
72

Onde:
Ei = espalhabilidade da amostra para peso i (mm?);

d = didmetro médio (mm).
3.5.1.6 Microscopia de luz

Para a obtencdo do didmetro e aspecto das particulas, as imagens foram analisadas
através da camera digital Moticam10, CMOS (Motic, China) acoplada ao microscopio Motic

SMZ-168 (Motic, China), utilizando uma magnificacdo de 50 vezes. O tratamento das

imagens foi realizado no software Motic ImagesPlus 2.0 ML empregando n=3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo Meloxicam

4.1.1 Tamanho de particula

Os resultados obtidos por difracdo a laser para o tamanho de particula estdo expressos
na Tabela 6. E possivel observar que a média de tamanho das particulas varia de 5,525 até
29,400 pm, com um tamanho médio de 16,607 um. Para o organogel o tamanho de particula é
importante por ser um dos fatores que influencia na capacidade da matriz de solubilizar,
manter e também entregar o farmaco no local de a¢do. O tamanho médio de 16,607 um indica
que a matriz sera capaz de solubilizar e manter o farmaco dentro de sua rede de microtabulos
de forma homogénea (VARSHOSAZ et al, 2013).

O valore de Span, que é um indicativo da distribuicdo granulométrica da amostra,
apresentou um resultado médio de 1,713, que indica uma homogeneidade nas particulas, visto

gue quanto mais proximo de 1 o valor, mais monodispersa é a amostra.

Tabela 6 - VValores de d10%, d50% e d90%, média e + desvio padrédo e span obtidos a partir da analise
de tamanho de particulas por via imida do meloxicam.

Amostra  d10% d50% d90% Meédia (um)

1 5,216 13,940 29,565 16,572 + 0,28

2 5,767 13,993 29,375 16,685 + 0,060

3 5,591 13,872 29,259 16,595 £ 0,15

Como ¢é possivel observar na figura 17, existe apenas um unico pico, indicando a
presenca de somente uma populacdo de particulas, corroborando a resposta obtida através do

calculo de Span, que indica a homogeneidade das particulas presentes na amostra.
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Figura 17- Histogramas de distribuicdo de tamanho de particulas das amostras de meloxicam
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4.2 Caracterizagdo da lecitina

4.2.1 Determinacdo de umidade

Os resultados do teor de umidade (TU) da lecitina séo apresentados na Tabela 7.

Todas as amostras tiveram o mesmo comportamento, com 0,5% de teor de umidade em sua

constituicdo. Um comportamento ja esperado, visto que um dos principais processos de

obtencdo da lecitina consiste na remocdo da agua presente na massa de gomas ap0s 0 processo

de degomagem”.

Tabela 7- Resultados do teor de umidade em amostras de lecitina obtidos usando o analisador de

halogénio HX204.

Amostra Peso inicial (g) Peso Final (g) TU (%)
1 20,009 19,999 0,5
2 20,017 20,007 0,5
3 20,093 20,083 0,5

> Processo de remocdo de gomas contidas no 6leo vegetal. Essas gomas removidas no processo de

producédo do 6leo vegetal passam por processos que da origem a lecitina.
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4.3 Desenvolvimento da formulagdo

O diagrama de fases pseudoternario foi selecionado devido suas caracteristicas serem
determinadas pelas proporcdes dos excipientes utilizados na formulacdo. Nos casos em que
este tipo de diagrama é aplicado, espera-se que a soma das proporcées dos valores utilizados
seja sempre 1 (um). Para investigar diferentes areas do diagrama, foram selecionados 10 (dez)
pontos em sua area interna, evitando intencionalmente as arestas, pois os pontos localizados
nos extremos significariam que pelo menos um dos componentes da formulacdo seria igual a
0 (zero).

Dois tipos de Pluronic® F-127 também foram testados e foi possivel identificar a area
de formacdo de organogel no diagrama. Os resultados obtidos em cada experimento sobre a
primeira etapa de desenvolvimento estdo expressos na tabela 8.

A partir dos resultados da Tabela 8 foi possivel observar que a &rea onde estd
localizada a F48 apresentou melhor desempenho quando comparada as demais. O Pluronic®
F-127 micronizado também apresentou melhor desempenho quando comparado ao Pluronic®

F-127 ndo micronizado.

Tabela 8 - Formulacdes do diagrama de fases pseudoternario usando Pluronic® F-127 micronizado,
incluindo medigdes de pH (n=3).

N&o micronizado Micronizado
Formulagéo _ -
Caracteristicas pH Caracteristicas pH

F8 Emulséo 5.82 +0.208 Emulséo 5.85 +0.027
F17 Emulsédo 6.41 +£0.361 Emulsédo 6.25 £0.025
F19 Emulséo 6.32 +0.576 Emulséo 6.16 +0.059
F30 Emulséo 6.82 +0.019 Emulséo 6.82 +0.091
F32 Separagdo de fase 6.41 +0.437 6.4 £0.045

) . Separacdo de fase reversivel

irreversivel
F35 Separacao de fase 6.04 £0.097 Separacao de fase 6.08 +0.130

irreversivel irreversivel

F48 Separacdo de fase reversivel 6.91 £0.084  Separacdo de fase reversivel  7.04 £0.099

F50 Separacao de fase 6.57 £0.013 Separacao de fase 6.47 +0.038

irreversivel irreversivel
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F52 Separacdo de fase 6.51 +0.086 Separacao de fase 6.89 +0.025

irreversivel irreversivel
F54 Separagdo de fase 5.85 +0.047 Separacao de fase 5.85 +0.047
irreversivel irreversivel

Ao lado de F48 estavam as seguintes formulagdes: 38, 39, 47, 49, 58 e 59. No entanto,
podemos descartar as formulag6es 38, 47, 58 e 59 por estarem nos extremos do diagrama, o
que significa que haveria um componente com da formulagédo com 0, o que impossibilitaria a
producdo do organogel. Algumas alteracbes também foram realizadas na F48 (Tabela 9),
como teste prévio, caso fosse necessario criar um novo desenho experimental ou passar para
outra possibilidade estatistica. Para tanto, foram criadas as formulagdes 48.1 e 48.2 por meio
de um procedimento exploratério. Os pontos mais promissores dessa area foram selecionados

e testados conforme a tabela abaixo.

Tabela 9 - Formulacdes selecionadas do diagrama de fases pseudoternario usando Pluronic® F-127
micronizado, incluindo medic6es de pH.

Formulacédo Caracteristicas pH

F48 Separacdo de fase reversivel 7 4 +0.023
F48.1 Separacéo de fase reversivel 702 +0.034
F48.2 Separacdo de fase reversivel 7 04 +0.038

F39 Separacao de fase reversivel 6,16 +0.025

F49 Organogel 7,01 £0.045

Nos testes seguintes foram adicionados meloxicam e triglicerideos de cadeia média na
fase oleosa, sendo este ultimo utilizado para aumentar o tempo de permanéncia do implante
no subcutaneo (KHAN; TUCKER; OPDEBEECK, 1991). A quantidade de triglicerideos de
cadeia média na formulacédo foi determinada inicialmente por meio de informac6es de artigos
e patentes (TARANTINO, 1993; PANDEY ET AL, 2009), o resultado dos experimentos é

demonstrado na Tabela 10.

Tabela 10 - FormulagGes contendo Meloxicam e triglicerideos de cadeia média na composicao.
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Formulacéo Caracteristicas

F48 Separacao de fases reversivel
F49 Organogel
F49.1 Emulsdo

Com a observagdo de suas caracteristicas organolépticas e fisicas foi possivel observar
trés diferentes comportamentos, a separacdo reversivel de fases, organogel e emulsdo. A
formulacdo 49 (F49) obteve o resultado esperado, apresentando todas as caracteristicas
organolépticas de um organogel, sem separacdo de fases, com boa aceitacdo do principio
ativo, assim como boa termoreversibilidade. Por outro lado, a F48, mesmo com uma pequena
separacgdo de fases reversivel, também apresentou as mesmas caracteristicas de textura, cor e
termoreversibilidade daquelas observada na F49, mas com um aumento do tempo de
gelificacdo, o que pode via a ser justificado pela menor concentracdo de lecitina.

Para diminuir o tempo de gelificacdo em temperatura ambiente e aumentar o tempo in
situ do implante, foram utilizados triglicerideos de cadeia média e colesterol para otimizar as
duas formulagdes selecionadas (PANDEY ET AL, 2009). Os resultados para o uso isolado de
triglicerideos de cadeia média podem ser vistos na Tabela 9, enquanto os resultados da
combinacdo de triglicerideos de cadeia média e colesterol podem ser vistos na Tabela 11.
Nessa fase foi possivel observar que, como esperado, a quantidade de lecitina na formulagéo

tem influéncia na boa aceitacdo do colesterol, sem causar separacao irreversivel de fases.

Tabela 11- Fase final de otimizagdo para a F48 e F49 que consistiu na adi¢do de colesterol.

Formulacéo Caracteristicas Formulacéo Caracteristicas
F48.1 Organogel F49.1 Organogel
Separacéo de fases
F48.2 i F49.2 Organogel
reversivel
Separacgéo de fases Separacéo de fases
F48.3 _ ) F49.3 ]
irreversivel reversivel
Separacéo de fases Separacéo de fases
F48.4 F49.4

irreversivel

reversivel
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Separacéo de fases Separacéo de fases
F48.5 _ ) F49.5 i
irreversivel reversivel

4.4  Caracterizacdo organoléptica do organogel

Das propriedades organolépticas do organogel, em relacéo a cor, todas as formulacfes
variaram em tons de amarelo (Figura 18), que ocorreram gragas a presenca da lecitina na
formulacdo. FormulacGes contendo mais lecitina tem tom mais escuro de amarelo e sédo
visivelmente mais viscosas. Ndo apresentam odor e a textura é lisa e de aspecto brilhante
tanto na temperatura de refrigeracéo (2 - 4°C), quanto em temperatura ambiente.

As formulagdes com maior concentracdo de lecitina na composicdo apresentaram
tempo de gelificacdo inferior quando comparadas com as formulagbes com menor
concentracdo de lecitina. As formula¢es com maior concentragdo também ndo apresentaram
separacdo de fases, ou demonstram o comportamento de separacdo mais facilmente reversivel.

Como pode ser visto nas Figuras 19 e 21, o tamanho de particula do Pluronic® F-127
também parece ter afetado a intensidade da separacdo de fases, visto que as amostras
produzidas com Pluronic micronizado praticamente ndo apresentaram separagdo de fases, ou
houve uma separacdo bem discreta, quando comparado as formulagbes produzidas com

Pluronic®-F127 ndo micronizado.

Figura 18 - Formulacdes a) 48, b) 48,1, c) 48,2 d) 49 e e) 39 Pluronic® F-127 ndo micronizado. As
setas indicam a rea de separagdo de fases.

A B C D E
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Figura 19 - Teste de inversdo do frasco para demonstrar a formagdo da matriz tridimensional pela
gelificacdo da formulacdo. Formulacdes a) 48, b) 48,1, c) 48,2 d) 49 e) 39 com Pluronic® F-127 néo
micronizado. No fundo do frasco é possivel ver a separacdo de fases reversivel das formulagdes

indicada

pelas setas.

9

ke

Figura 21 - Teste de inversdo do frasco para demonstrar a formagdo da matriz tridimensional pela
gelificacdo da formulacdo. Formulaces a) 48,1, b) 48,2 c) 49 e d) 39 com Pluronic® F-127
micronizado. No fundo do frasco €é possivel notar que praticamente ndo ha separacgao de fases.
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Figura 22 - Formulagfes 48: a) 48 s/Colesterol; b) 48 com 0,1% de Colesterol e ¢) 48 com 0,5% de
Colesterol.
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Figure 23- Formulagdes 49: a) 49 s/Colesterol; b) 49 com 0,1% de Colesterol e ¢) 49 com 0,5% de
Colesterol.

m. 49 s/ colesterol “lesterol (0.1%) “colesterol (0.5%)

4.5 Caracterizacgdo fisica do organogel

45.1 Determinagéo de pH

O pH de todas as formulagdes se encontra na faixa de 5,9 — 7,4. Este resultado indicou
que as formulagdes estavam proximas a faixa de pH fisiologico, o que as tornam adequadas
para serem injetadas no meio subcutaneo, visto que a faixa de pH aceitavel para injetaveis
subcutéaneos vai de 4,5 — 8,0 (SHIMIZU, 2012). Isso indica que ao, ser injetada, a formulagéo

causaria um menor desconforto em seu local de aplicacéo.
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4.5.2 Difracdo de raios X

A fase identificada para a amostra 3585/2021 indicou a presenca da fase anidra com
formula molecular C14H13N304S2 (meloxicam). A Figura 24 demostra a comparacgdo entre
0 padrdo calculado com base na estrutura cristalina encontrada no banco de dados (linha
verde) e o padrdo medido (linha azul), onde é possivel verificar que os picos coincidem em
sua posicéo e intensidade.

Ja a figura 24a apresenta o grafico de Rietveld referente ao refinamento para a
amostra de meloxicam. A estrutura cristalina foi encontrada na base de dados com o codigo
SEDZOQ (FABIOLA et al, 1998), identificada como 100% na amostra e que possui sistema
cristalino triclinico, grupo espacial P. Nao foram identificadas outras fases cristalinas. Por
meio do refinamento utilizando o arquivo CIF SEDZOQ foi possivel verificar que a amostra
ndo apresenta misturas de fases, e ndo apresenta possiveis contaminantes cristalinos ou
diferentes polimorfos.

Os padrdes de difracdo para as amostras de organogel puro sdo mostrados na Figura
25. Alguns picos estdo presentes nos padrdes indicando a natureza semicristalina do
organogel. Esses padrbes foram utilizados para identificar as fases presentes em amostras
contendo organogel e meloxicam. Por outro lado, a Figura 26 mostra os difractogramas
referentes a amostras de Organogel puro e Meloxicam puro. As setas incluidas na figura
representam a posicdo dos principais picos referentes as fases puras, indicando que as
formulacBes possuem fases de meloxicam (cristalina) e organogel (semicristalina) em uma

mistura.

Figura 24 - Comparacdo entre difratograma simulado (verde) e medido (azul).
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Figura 24a - Grafico de Rietveld referente a amostra de meloxicam.
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Figura 25: PadrBes de difracdo para amostras de organogel placebo- amostra F48 (linha amarela)

amostra F49 (linha verde).
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Figura 26 - Padrdes de difracdo para amostras de organogel puro, formulacBes de colesterol e
meloxicam puro. As setas azuis indicam os picos caracteristicos referentes ao meloxicam e as setas
amarelas indicam picos caracteristicos referentes ao placebo.
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45.3 Viscosidade

A viscosidade de uma formulacdo ndo afeta somente a liberacdo do principio ativo
contido nela, mas também seu fluxo, sua espalhabilidade e, no caso de injetaveis, pode
prejudicar a injetabilidade da formulagdo (CHORILLI, 2007). Pode influenciar também na
adesdo ao tratamento, visto que formulas mais viscosas sdo consideradas dolorosas a depender
do local de aplicacéo.

Na Tabela 12, é possivel observar os resultados da analise de viscosidade das
formulacdes de organogel. Ambas as formulagbes comprovaram seu comportamento termo
dependente, onde a viscosidade estd diretamente relacionada a temperatura na qual a
formulacédo se encontra. As formulacGes armazenadas em geladeira, a aproximadamente 5°C,
apresentaram menor viscosidade quando comparadas a mesma formulacdo a 20°C. Outro
detalhe que pode ser observado com o auxilio da analise de viscosidade foi que as
formulacdes contém uma porcentagem maior de lecitina em sua composi¢do tendem a ter uma
maior viscosidade, algo que foi observado também com a avaliagdo das caracteristicas

organolépticas e em outros testes como o de espalhabilidade.

Tabela 12- Comparacdo entre a viscosidade das trés formulacGes e seu tempo de gelificacdo. Tal
comportamento foi corroborado pelas analises e as respostas obtidas podem ser vistas abaixo (n=3).

Viscosidade Temperatura de
Amostra
5°C 20°C Gelificacéo (°C)
F48c¢/0,1% 420,6%0,58 2693+0,50 18,96+0,15
F49¢/0,1% 416,3+0,8 2897+0,6 16,69+0,01
F 49 ¢/ 0,5% 425,3+0,98 2967+1,5 15,66%0,05

Era esperado que as formulagcdes apresentando maior quantidade de lecitina e
colesterol em sua composicdo apresentassem maior viscosidade e menor temperatura de

gelificacdo quando comparada a formulagdo com menos lecitina.

4.5.4 Determinacdo da temperatura de gelificacéo
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Os resultados para anélise da temperatura de gelificagdo podem ser vistos na Tabela
12. Como esperado através do estudo da literatura (PANDEY ET AL, 2009) e corroborado
pela andlise de viscosidade, foi possivel observar que formulacdo contendo uma maior
porcentagem de lecitina em sua composicdo, ndo sO Sdo mais viscosas, como também
possuem uma temperatura de gelificacdo mais baixa, comprovando mais uma vez que a
quantidade de lecitina na formulacdo é um fator de extrema importancia na modulacdo das

caracteristicas do organogel, principalmente a viscosidade e a gelificacéo.
4.5.5 Espalhabilidade

Os resultados das anélises de espalhabilidade estdo listados na Tabela 13. Com base na
equacdo apresentada, foram obtidos os resultados em mm? para cada formulagdo avaliada. A
quantidade de lecitina presente na formulacdo demonstrou grande impacto na espalhabilidade,
corroborando com os dados obtidos em analises prévias.

A formulacao 48, que contém menos lecitina em sua composicao, apresenta uma area
final muito maior se comparada as demais. Essa diferenca pode ser melhor compreendida no
grafico comparativo da Figura 12. As formulagdes 49 ¢/ 0,1% e 49 c/ 0,5% apresentaram
areas finais relativamente proximas, ainda que, nesse caso, a quantidade de colesterol presente
na formulacgdo tenha sido determinante para fazer com que a F49 ¢/ 0,5% tenha uma menor

espalhabilidade quando comparada com as outras formulacdes.

Tabela 13: Espalhabilidade das formulacdes em fungdo do peso adicionado. Como
esperado, as formulagdes contendo menos lecitina na composi¢do tiveram maior

espalhabilidade por mm?.

Espalhabilidade (mm?

Amostra
Peso (g)
F48 ¢/0,1% F49 c/ 0,1% F49 c/ 0,5%
500 17,71 11,94 10,17
1000 18,09 13,20 11,94
1500 22,89 14,18 11,94
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2000 23,75 14,51 13,85

Em forma de gréafico (figura 27), é possivel, observar a diferenca de espalhabilidade da
formulacdo contendo menos lecitina, quando comparada as formulacdes contendo mais
lecitina. J& a comparacdo em relacdo as formulacoes 49, é possivel notar que a concentracdo

de colesterol também influencia na espalhabilidade da formulacéo.

Figura 27- Espalhabilidade da formulacdo em funcéo do peso adicionado.
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4.5.6 Microscopia

A analise microscépica das amostras (Figura 28 e 29) permitiu corroborar 0s
resultados obtidos nas analises de tamanho de particula, onde foram observadas particulas de
5,29 a 29,56 um. Ambas as formulagdes apresentaram particulas que se mantiveram dentro
dessa faixa. Entretanto, por ser uma formulagdo que passa por um processo intenso de
agitacdo em alta rotacéo, € possivel notar também a presenca de bolhas de ar em algumas das

leituras, sendo elas as responsaveis por comprimentos que estdo acima de 29,59 pm.
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Figura 28 - Microscopia da F48, demonstrando a distribuicdo das particulas de meloxicam
dentro do organogel. Além dos pontos menores, ha também pontos maiores e mais claros, que
sdo bolhas formadas na formulagdo apds agitacédo vigorosa
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Figura 29 - Microscopia da F49 demonstrando a distribuicdo das particulas de meloxicam dentro do
organogel. Além dos pontos menores, ha também pontos maiores e mais claros, que sdo bolhas
formadas na formulagdo apds agitacao vigorosa.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados aqui obtidos, conclui-se que € possivel obter uma
formulacdo de organogel contendo lecitina de soja, solvente, agua e polimero. Os testes
realizados durante o estudo mostram que a quantidade de lecitina €, como esperado, muito
importante na obtengdo de uma matriz tridimensional. Formulagdes contendo mais lecitina
também apresentaram um melhor comportamento de termo reversibilidade, assim como pouca

ou nenhuma separacdo de fases e uma melhor formacédo e manutencdo da matriz geliforme.

Os componentes de otimizacdo utilizados neste desenvolvimento, também tém
importante acdo quando se trata da viscosidade e espalhabilidade da matriz, com destaque para o
colesterol, que foi capaz de auxiliar na rigidez da estrutura e para os triglicerideos de acido
caprico e caprilico que auxiliam na solubilizacdo e integracdo do farmaco ao organogel. No
geral, mesmo apresentando visiveis diferencas entre si, tanto fisicas quanto organolépticas, as
duas formulagdes obtidas através do delineamento se destacam de forma positiva, pois cumprem

0 objetivo quanto a obtencdo de da matriz.

Entretanto, é possivel dizer que a F49 demonstra um comportamento mais adequado em
relacdo a termo reversibilidade, formacdo da matriz, além de ser capaz de demonstrar uma

melhor estabilidade em se tratando da separacdo de fases.
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CAPITULO 11l

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
QUANTIFICACAO DE TEOR DE MELOXICAM NA FORMULACAO DE
ORGANOGEL DE LECITINA E PLURONIC9® F-127, POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
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RESUMO

Formulagdes inovadoras estdo cada vez mais presentes no mercado atual. No caso de
géis, organogéis e implantes sdo comuns e tais formulagdes ndo sdo mais restritas ao uso
exclusivamente humano, visto que as inovagdes tém avancado rapidamente para englobar
também o grande mercado veterinario. Ainda assim, mesmo com 0 surgimento de novas
formas farmacéuticas, é necessario que existam formas de avaliar sua seguranca, estabilidade
e eficicia, e uma dessas formas é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O
meloxicam é um analgésico, antipirético e anti-inflamatdrio com agdo seletiva para a COX-2,
amplamente utilizado no tratamento de dores agudas e crénicas em animais de variados
portes, recomendado até mesmo para felinos por ndo apresentarem um agravamento das
condigBes renais desses animais. O objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento e a
validacdo de um método cromatografico especifico, capaz de quantificar o meloxicam nas
formulacGes de organogel. A etapa inicial consistiu em uma triagem que teve como principais
pontos selecionar uma coluna adequada, um pH de fase moével compativel assim como fluxo,
entre outros parametros. Com essas condicOes estabelecidas, obteve-se a Inertisil ODS 2, com
fluxo 1 ml/min e metanol: tampdo fosfato pH 6,0 como fase mdével para ser realizado o
processo de validacdo. Por intermédio do Guia de validacdo e controle de qualidade para
registro em uso animal (MAPA), foram avaliados pardmetros de robustez, seletividade,
linearidade, precisdo e exatiddo, obtendo-se no final um método com todas as caracteristicas

necessarias para a quantificacdo de meloxicam na formulagdo de organogel.

Palavras chaves: Organogel; HPLC; Meloxicam; Validacéo.
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ABSTRACT

Innovative formulations are increasingly present in the current market. In the case of
gels, organogels and implants are common and such formulations are no longer restricted to
exclusively human use, as innovations have advanced rapidly to also encompass the large
veterinary market. Even so, even with the emergence of new pharmaceutical forms, it is
necessary that there are ways to assess their safety, stability and efficacy, and one of these
ways is high performance liquid chromatography (HPLC). Meloxicam is an analgesic,
antipyretic and anti-inflammatory with selective action for COX-2, widely used in the
treatment of acute and chronic pain in animals of different sizes, recommended even for
felines because they do not present a worsening of the renal conditions of these animals. . The
objective of this work was the development and validation of a specific chromatographic
method, capable of quantifying meloxicam in organogel formulations. The initial stage
consisted of a screening whose main points were to select an appropriate column, a
compatible mobile phase pH as well as flow, among other parameters. With these conditions
established, Inertisii ODS 2 was obtained, with a flow rate of 1 ml/min and methanol:
phosphate buffer pH 6.0 as the mobile phase to carry out the validation process. Through the
Validation and Quality Control Guide for Registration in Animal Use (MAPA), parameters of
robustness, selectivity, linearity, precision and accuracy were evaluated, obtaining in the end a
method with all the necessary characteristics for the quantification of meloxicam in the

formulation of organogel.

Keywords: Organogel; HPLC; Meloxicam; Validation.
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1 INTRODUCAO

O meloxicam (Cy14H13N304S;), quimicamente denominado 4-hidroxi-2-metil-N-(5-
metil-2-tiazolil)-2H-1,2-benzotiazina3-carboxamida 1,1-dioxano € um derivado relacionado
aos oxicanos. Apresenta-se como um po cristalino fino, de cor amarelada, baixa solubilidade e
que com ponto de fusdo aproximado de 250,5°C (SHOORMEIJ; TAHERI; HOMAYOUNI,
2018), (Figura 30). E considerado um farmaco de classe I, no Sistema de Classificacio
Biofarmacéutica (SCB), significando que possui baixa solubilidade e alta permeabilidade.
Além disso, tem agdo analgésica, antipirética e anti-inflamatdria, sendo um dos medicamentos
mais recomendados para o tratamento da dor tanto em humanos quanto em animais (NAGAI;
OGATA; OTAKE; KAWASAKI, 2020).

Figura 30 - Matéria-prima (A) e estrutura molecular de meloxicam (B).
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Fonte: DrugBank, 2022.

Esta dentro da categoria de anti-inflamatdrio nédo esteroidais (AINES), que concede
maior seletividade para a cicloxigenase 2 (COX-2) do que pela cicloxigenase 1 (COX-1). Isto
confere certa vantagem em relacéo as classes dos anti-inflamatorios mais antigos, enquanto a
inibicdo da COX-1 pode levar a problemas géstricos, renais e a sangramentos, Visto que essa
enzima é responsavel pela manutencdo das fungdes fisioldgicas renais, gastrintestinais e

vasculares, através da sintese de prostaglandinas; a COX-2. Entretanto, ocorre apenas em
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casos de lesGes teciduais ou inflamac6es que levam a producédo de prostaglandinas (ALEIXO
etal, 2017; HILARIO; TERRERI; LEN, 2006).

Outra vantagem no uso do meloxicam para o tratamento da dor aguda ou crénica
qguando comparado a outros farmacos, € que seu uso, principalmente em animais de pequeno
porte € mais sensivel ao tratamento para dor, a exemplo dos felinos, que apresenta pouco ou
nenhum efeito adverso ante o uso de meloxicam (GUILLOT, M, et al, 2013)

Com o aumento do desenvolvimento de formulacGes cada vez mais diversificadas e
sofisticadas, assim como a modernizacdo constante das regulacdes que regem a industria
farmacéutica, faz-se cada vez mais necessario a existéncias de métodos analiticos capazes de
contemplar todos os aspectos cientificos e técnicos necessarios para garantir a seguranca e a
eficacia de qualquer produto que venha a alcancar o mercado, seja ele para 0 consumo
humano ou animal (DANIEL, 2018).

Uma das técnicas mais utilizadas para avaliar as formulagdes no nivel de teor e
presenca de produtos de degradacdo que possam surgir ao longo do tempo é a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, também conhecia por CLAE (HPLC, do inglés High Performance
Liquid Chromatography) (DOMINGOS, 2011). Entretanto, o desenvolvimento de qualquer
método quantitativo nesse tipo de equipamento exige uma validagdo capaz de assegurar que 0
método desenvolvido seja adequado para quantificar de forma seletiva o analito de interesse
(LEON, 2019).

A validacdo de um método é descrita como uma série de andlises ao qual a amostra
que se pretende quantificar é submetida. Essas andlises estdo descritas em legislacdes
especificas, sejam do MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) ou da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). Ambas sdo divididas em parametros
sendo eles: robustez, seletividade, linearidade, precisdo, repetibilidade e exatiddo. A
metodologia pode ser completa ou parcial, dependendo da fonte de origem, ou seja, métodos
desenvolvidos pelo analista ou com auxilio da literatura necessitam de uma validagédo
completa, enquanto métodos compendiais podem passar por uma validagdo parcial (BRASIL,
2017; DANIEL, 2018).

No Brasil a regulamentacdo, assim como os parametros utilizados para analises de teor
e estabilidade de formulacdo sdo ditados por 6rgdo e guias, sendo eles a ANVISA pelas
resolucdes RDC 166/17 e RDC 318/19 e o MAPA através do guia de validacéo e controle de
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qualidade para registro em uso animal (BRASIL, 2017; BRASIL, 2019). Nesse contexto, ha
também a implementacgdo do guia ICH (International Council for Harmonisation) Q2 (R1).
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método de extracdo e de quantificacdo do

meloxicam contido na formulacéo de organogel.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 Material

Meloxicam (Medley, Brasil), Metanol grau HPLC (Merck, Brasil), Hidréxido de sodio
(LabSynth, S&o Paulo, Brasil), Fosfato de potassio monobasico (LabSynth, S&o Paulo, Brasil),
Agua ultrapurificada (Millipore, Alemanha), Filtro Nylon FILTRILO 25mm e 45um
(Colombo, Paran, Brasil), Filtro PVDF CROMAFIL® Xtra 25mm e 45um (Marcherey,

Alemanha), Formulacgéo de organogel (Produzida no Deinfar, S&o Paulo).
3.2 Método
3.2.1 Instrumentagéo

O desenvolvimento da metodologia ocorreu no sistema de HPLC Shimadzu®
Prominence, equipado com um detector de arranjo de fotodiodos (DAD), composto por uma
bomba modelo LC-20AT, injetor automatico de amostras modelo SIL-10AD, forno de coluna
modelo CTO-10A e unidade de controle modelo CDM-20A. Os dados foram coletados com o
auxilio do software LC Solution. Para testes iniciais foram avaliadas as colunas Eclipse XDB
C18 5um, 4,6x150mm e Intertisil ODS 2 C18 5um, 4,6x250mm, X-Terra 5um, 4,6x250mm e
Ace C18 5um, 4,6x150mm.

3.2.2 Condices analiticas

O método foi desenvolvido em duas etapas: na primeira foi realizado os testes com as
diferentes colunas, dois diferentes pH e alteragdes nas propor¢des de solventes organico e
polar na composicao da fase movel afim de encontrar a condigéo ideal para a quantificacdo do
meloxicam. A segunda etapa consistiu na validacdo do método analitico.

Varidveis como pH e diferentes comprimentos de coluna, tiveram suas alteracGes
realizadas de acordo com a literatura. O desenvolvimento do método foi baseado
principalmente nas farmacopeias Americana (USP) (USP, 2021) e Britanica (BP, 2020), alem
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do artigo (SAHOO et al., 2014). As variaveis e constantes utilizadas na primeira etapa estdo

descritas na Tabela 14.

Tabela 14 - Varidveis e constantes do experimento na etapa de triagem do desenvolvimento do

método.
Variaveis Constantes
pH 6,0e9,0 Temperatura da coluna 45°C
Tipo de coluna Inertisil ODS ; X-terra | Revestimento da Coluna  C18
Eclipse XDB

Tamanho da coluna 150 e 250 mm Volume de injecdo 10 pL
Fluxo 0,8 e 1 mL/min Comprimento de onda 360 nm
Tempo de corrida 10 e 15 mim Proporgéo fase movel 48:52

Apds a primeira etapa de avaliacdo, as condicdes do método foram estabelecidas

conforme apresentado no Quadro 1.

Quadro 1- Condigbes cromatogréficas utilizadas no método de quantificagdo.

Coluna Inertisil ODS 2 250 mmL x 4,6 mmL.D
Ease Mével Tampédo fosfato de potéassio pH 6,0
Metanol (48:52)
Modo Isocratico
Fluxo 1,0 mL/min
Temperatura 45° C
Injecéo 10 uL
Comprimento de onda 360 nm

3.2.3 Preparo de amostra

3.2.3.1 Padrdo
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A solucgdo padrdo de Meloxicam foi preparada pesando 10 mg de matéria prima, que
em seguida foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL (concentracdo de 0,20
mg/mL). O baldo foi completado com diluente composto por metanol:NaOH 1N na proporc¢éo
de 250:1ml. A solucéo obtida foi chamada de solucdo estoque padrdo (SEP).

Da SEP, foi retirada uma aliquota de 4 mL, que foi transferida para um baldo
volumeétrico de 10 mL (concentracdo de 0,08 mg/mL) e que teve seu volume completado com
diluente. As solucdes resultantes da diluicdo foram filtradas através de filtros PVDF de 25mm
e membrana de 0,45 mm antes de serem submetidas a analise cromatografica.

3.2.3.2 Formulacéo de organogel

Para determinar o teor do farmaco presente na formulacdo, foi pesado 0,59 de
organogel para um baldo volumétrico de 50 ml (concentracdo de 0,08 mg/mL). Para
solubilizar a matriz foi utilizado diluente composto por metanol:NaOH 1N na proporcdo de
250:1ml. A solugdo foi submetida a ultrassom por 30 minutos e ap06s a sonicacdo foi chamado

de solucdo estoque formulacéo (SEF).
3.2.4 Validacdo do método
3.2.4.1 Adequacéo do sistema
A adequacdo do sistema foi avaliada a partir dos resultados da analise da solucdo
padrdo realizada em quintuplicata. Os critérios de aceitacdo estabelecidos estdo descritos no

Quadro 2.

Quadro 2 - Parametros de adequacéo do sistema (USP, 2021).

Parametro Recomendacéo
) Pico bem resolvido dos demais e do volume
Fator de capacidade (K") .
morto, com k™> 2,0
Repetibilidade Desejavel DPR < 2%
Resolucéo -
Fator de calda (T) T<2
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Pratos teoricos (N) N > 2000

3.2.4.2 Seletividade

Para avaliar a seletividade, amostras da matéria prima, da formulacdo de organogel
subcutaneo 0,8% e placebo foram submetidas a reagOes de degradacdo forcada, conforme
descrito no manual de garantia da qualidade do MAPA. Essas reacdes foram: hidrélise acida,
hidrolise alcalina, oxidacéo, calor por 24 e 48 horas e exposicao a luz até que seja atingido 60

e 120 milhdes de lux de exposigéo.

3.2.4.3 Robustez

Robustez é descrita como a capacidade do método em resistir a pequenas e deliberadas
variacdes das condi¢des analiticas. Foi realizada para avaliar o quanto as condigdes de analise
influenciam no resultado final e quais condi¢cdes devem ser controladas com mais rigor. Para
0 ensaio de robustez do método de andlise do teor de meloxicam, foram realizados os

seguintes testes: compatibilidade de filtros e teste de Youden.

3.2.4.4 Teste de filtro

O experimento foi realizado utilizando filtros de seringa de PVDF e Nylon,
todos com 45 um de tamanho de poro e 25 mm de diametro. O teste de filtro foi realizado em
triplicata com solucdes padrdo de Meloxicam e com amostras das formulagbes, ambos na
concentracdo de 0,08 mg/mL. Os volumes de descarte testados foram 0 mL, 2 mL, 4 mL, 6
mL e 8 mL.

3.2.4.5 Teste de Youden

No teste de Youden, a combinacdo fatorial dos sete parametros avaliados esta descrita
na Tabela 15, onde o valor “1” representa as condigdes nominais dos parametros testados e o
valor “-1” representa a variagio (CESAR; PIANETTIL 2009).
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Tabela 15 - Combinacdo fatorial dos pardmetros analiticos para avaliagdo da robustez pelo teste de

Youden.
Corrida A B C D E F G
1 1 1 1 1 1
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1
3 1 -1 1 -1 1 -1 -1
4 1 -1 -1 -1 -1 1 1
5 -1 1 1 -1 -1 1 -1
6 -1 1 -1 -1 1 -1 1
7 -1 -1 1 1 -1 -1 1
8 -1 -1 -1 1 1 1 -1

Tabela 16 - CondicGes cromatograficas dos métodos para o teste de Youden.

Proporcéo Tempo
Temperatura Comp. Fluxo
Método  Tampao: pH Coluna Extracdo )
(°C) Onda ) (mL/min)
MeOH (min)
1 52/48 6,0 45 Coluna 1 360 30 1,0
2 52/48 6,0 35 Coluna 1 357 20 1,2
3 52/48 58 45 Coluna 2 360 20 1,2
4 52/48 58 35 Coluna 2 357 30 1,0
5 60/40 6,0 45 Coluna 2 357 30 1,2
6 60/40 6,0 35 Coluna 2 360 20 1,0
7 60/40 58 45 Coluna 1 357 20 1,0
8 60/40 58 35 Coluna 1 360 30 1,2

Quadro 3 - VariacOes para avaliacdo da robustez do método.

Coluna

Inertisil ODS 2 250 mmL x 4,6
mmL.D
lote: 8ES10197

Inertisil ODS 2 250 mmL x
4,6 mmL.D
lote: 3KSI11010

Proporgéo Fase Movel

52:48 60: 40
Tampéo:MeOH
pH 6,0 5,8
Fluxo 1,0 mL/min 1,2 mL/min
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Temperatura 45° C 35°C

Comprimento de onda 360 nm 357 nm

Tempo de extragao 30 min 20 min

3.2.4.6 Linearidade

A partir de uma solucdo estoque de 0,2 mg/mL, foram realizadas em triplicata
diluicdes utilizando o diluente metanol:NaOH (250:1) de tal forma que se obtiveram
concentragdes na faixa de 0,064 a 0,096 mg/mL para Meloxicam, que compreende 80 a 120%
da concentracdo de trabalho. Todas foram feitas em triplicata. Em seguida, foram injetadas no
sistema HPLC. A curva de calibracdo foi construida com as areas dos picos resultante a cada

concentragéo avaliada.

3.2.4.7 Precisao

A precisdo teve como objetivo avaliar a capacidade do método de produzir respostas
proximas entre si para amostras de mesma concentracdo. Esse teste se divide em
Repetibilidade 1, feita por um analista em determinado dia; Repetibilidade 2, feita com o
auxilio de outro analista em dias diferentes e equipamentos diferentes; e precisdo
intermedidria, que considera os resultados das duas repetibilidades em conjunto. Para ambos

os testes, foram utilizados os pontos: baixo — médio — alto (80% - 100% -120%).

3.2.4.8 Exatidao

A exatiddo visa demonstrar o quao préximo os valores obtidos pelo método
estdo do valor real, para tal é utilizado o método de adicdo de padréo, onde a recuperagédo
deve ser calculada com base no padréo adicionado a uma amostra de placebo. A exatiddo do
método foi avaliada utilizando amostras de placebo adicionado de padrdo nas concentracoes
0,064; 0,08 e 0,096 mg/mL, cada solucédo foi produzida em triplicata e analisada pelo método

desenvolvido.
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3.2.5 Avaliagéo do teor de meloxicam nas formulag6es de organogel
Apos a validacdo do método, seguiram-se as analises de acompanhamento de teor das
formulacGes produzidas ao longo do estudo. O preparo das amostras avaliadas no teor segue o

mesmo preparo de amostra listada no item 3.2.3.2 Formulacao de organogel.

102



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Condicdes analiticas

Embora todas as colunas tenham sido capazes de detectar o meloxicam
aproximadamente no mesmo tempo de retencdo, cerca de 10 minutos, nem todas
apresentaram os fatores necessarios para seguirem para a fase de otimizacdo. A coluna X-
Terra apresentou um numero de pratos teoricos (N) < 2000, enquanto a coluna Ace apresentou
um elevado desvio na linha de base e isso pode ser decorrente de alteracdo/flutuacdo de
temperatura da coluna. A coluna Eclipse XDB resultou em pico dividido e com pratos
teoricos (N) inferiores a 2000.

A coluna Inertisil ODS foi a que apresentou melhores resultados de tailing, fator de
capacidade (k’), pratos teodricos (N) e pureza de pico (Figura 31). Os valores obtidos estdo
descritos na Tabela 17.

Figura 31- Pico referente a analise cromatogréfica utilizando a coluna Inertisil ODS 2 C18 5um,

4,6x25mm extraido do Software LC Solution. Amostra produzida utilizando a matéria prima (MP).

50 T ' W00 ' 175

103



Tabela 17 - Valores dos parametros de adequacdo do sistema obtidos utilizando a coluna Inertisil ODS
2 C18 5um, 4,6x25mm.

Parametros Resultados
Amostra Meloxicam MP
Tailing 1,413
Fator de capacidade 3.608
Pratos teoricos 6175
Pureza de pico 1,00

Com base nas analises preliminares e seus resultados, a coluna selecionada para o

desenvolvimento do método foi a Inertisil ODS 2 C18 5um, 4,6x25mm.

4.2 Robustez

4.2.1 Teste de filtro

Ambas as formulagdes de organogel passaram pelo teste de filtro e foram submetidas
as mesmas condi¢cdes de preparo e analise, embora ja fosse esperado que apresentassem
comportamentos diferentes visto que, mesmo com sua composi¢cdo semelhante, as
quantidades de excipente variam entre uma formulacéo e outra.

Em se tratando da F48, observou-se que o filtro de Nylon reteve cerca de 2,6% com 0
mL de descarte, retencdo que aumentou para 9% com 2 mL de descarte e retornou para cerca
de 2% com 4 mL de descarte. J& em PVDF, o comportamento da formulacdo foi diferente,
embora a recuperacdo tenha sido menor em 0 e 2 mL, 4 mL foi o suficiente para recuperar
cerca de 100% do farmaco (Figura 32).

A F49 apresentou um comportamento distinto da F48. Em nenhum dos testes iniciais
foi possivel recuperar 100% e o filtro nylon apresentou uma retencdo de cerca de 3% com 0
mL de descarte e nos volumes seguintes a reten¢do aumentou, chegando a cerca de 9% com 4
mL de descarte. O mesmo comportamento ocorreu com o filtro de PVDF, que reteve cerca de
43% com 0 mL de descarte e foi reduzindo até cerca de 7% com 4 mL de descarte (Figura
33). Como néo foi possivel alcancar o 100% de recuperagdo nessas condigdes, novos testes

foram realizados com volumes maiores de descarte, 6 e 8 mL.
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Figura 32 - Testes de filtro de NYLON e PVDF para a formulagéo 48 com 0, 2 e 4 mL de descarte.
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Mesmo com a alteracdo no volume de descarte, o filtro de Nylon manteve uma
retencédo de cerca de 20%, com um desvio padréo elevado entre as amostras, enquanto o filtro
PVDF foi capaz de alcancar 100% de liberacdo com o descarte de 8 mL (Figura 34)

De acordo com a analise estatistica ANOVA, a média de recuperacdo para a F48 com
filtro de Nylon foi de 95,36 + 3,85% e com PVDF foi de 95,11 + 5,46%. Para a F49 a média
de recuperagdo com o filtro de Nylon foi de 80,85 *+ 4,99% e com PVDF foi de 95,54 +
4,36%. Em ambas as formulacBes, os valores de p calculado foram menores que 0,05
indicando que ha diferencas significativas entre as recuperacGes do farmaco nesses dois
filtros.

Além das andlises realizadas, foi necessario considerar também as informacdes
fornecidas pelo fabricante dos filtros no certificado de andlises, onde havia a indicacdo de que
o filtro de Nylon poderia ndo ser compativel com alguns dos componentes da formulag&o. Por
essa razdo e pelo resultado das anélises, o filtro PVDF foi eleito como o mais adequado para o
meloxicam, pois foi capaz de garantir a recuperacdo completa do farmaco quando utilizado o

volume de descarte adequado.
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Figura 33 - Testes de filtro de NYLON e PVDF para a formulacdo 49 com 0, 2 e 4 mL de descarte.
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Figura 34 - Testes de filtro de NYLON e PVDF para a formulagdo 49 com 6, e 8 mL de descarte.
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4.2.2 Teste de Youden

Os resultados de recuperacdo obtidos com o uso dos métodos obtidos através do teste

de Youden estdo listados a seguir nas tabelas 18 e 19.

Tabela 18 - Recuperag¢do do meloxicam durante o teste de Youden para a formulacdo 48.

) Fase Comp. Tempo Fluxo Recuperacéo
Meéetodo ) pH Temp. (°C) Coluna )
movel Onda Extracdo (mL/min) (%)

106



(min)

1 52/48 6,0 45 Coluna 1 360 30 1 101,5
2 52/48 6,0 35 Coluna 1 357 20 1,2 99,98
3 52/48 5,8 45 Coluna 2 360 20 1,2 101,3
4 52/48 5,8 35 Coluna 2 357 30 1 85,24
5 60/40 6,0 45 Coluna 2 357 30 1,2 103,2
6 60/40 6,0 35 Coluna 2 360 20 1 101,07
7 60/40 5,8 45 Coluna 1 357 20 1 93,14
8 60/40 5,8 35 Coluna 1 360 30 1,2 101,45

Tabela 19 - Recuperacdo do meloxicam durante o teste de Youden para a formulacédo 49.

Tempo
Fase Comp. Fluxo  Recuperacdo
Método pH Temp. (°C) Coluna Extracdo )
movel Onda . (mL/min) (%)
(min)
1 52/48 6 45 Coluna 1 360 30 1 97,5
2 52/48 6 35 Coluna 1 357 20 1,2 97,83
3 52/48 5,8 45 Coluna 2 360 20 1.2 98,67
4 52/48 5,8 35 Coluna 2 357 30 1 80,45
5 60/40 6 45 Coluna 2 357 30 1,2 95,2
6 60/40 6 35 Coluna 2 360 20 1 85,17
7 60/40 5,8 45 Coluna 1 357 20 1 92,99
8 60/40 5,8 35 Coluna 1 360 30 1.2 98,87

Uma das técnicas mais utilizadas na pratica para experimentos sem réplicas € o grafico
de probabilidade Half-Normal para identificar efeitos possivelmente ativos (efeitos ndo nulos
do ponto de vista estatistico). No estudo de experimentos fatoriais sem réplicas Cuthbert
Daniel (1959) prop6s um método que avalia estes efeitos ativos.

Para a formulacgéo 48 (Figura 35), € possivel notar os efeitos claramente afastados da
reta, formada pela nuvem de pontos, que sdo os pontos pH e fluxo. Logo, estes pontos séo
julgados como pontos ativos, ja para a formulagéo 49 (Figura 36) tem como pontos ativos pH,

fluxo e coluna.
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Figura 35 - Grafico de Daniel extraido do Software ActionState®. Nele é possivel identificar os pontos

ativos referentes a formulacgdo 48.
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Figura 36: Gréfico de Daniel extraido do Software ActionState®. Nele é possivel identificar os pontos

ativos referentes a formulacéo 49.
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O método de Lenth foi utilizado com o objetivo de trabalhar com anélises de

experimentos fatoriais sem réplicas. Para a formulacdo 48 foram obtidos P-valor(es) pH, fluxo

(0,002, 0,002 respectivamente) e para a formulagdo 49 foram obtidos pH, fluxo e coluna

(0,0125, 0,0087, 1e-04 respectivamente), ambos através do teste t-Student do Método Lenth.
Como os valores obtidos s&o menores que 0,05, rejeitamos a hipétese de efeitos nulos ao nivel

de significancia de 5%.

No grafico de Lenth (Figuras 37 e 38) é possivel observar os parametros ativos, que

quando variados causam alteracdes na resposta obtida pelo método.
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Tanto o método de Lenth quando o método de Daniel apresentou resultados

semelhantes sobre o que consideraram como pontos ativos ao qual se deve levar em maior

consideracdo e cautela no momento da analise, com destaque para o pH da fase movel, fluxo e

no caso da formulacdo 49 a coluna. Observados os cromatogramas, € possivel notar que

houveram mudangas no pico obtido quando comparados ao método considerado nominal.

Tais mudancas foram principalmente o fator de cauda, o tempo de retencdo e 0 numero de

pratos teoricos.

Figura 37 - Gréfico de Lenth extraido do Software ActionState®, indicando os pontos ativos da

formulacéo 48.
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Figura 38 - Grafico de Lenth extraido do Software ActionState®, indicando os pontos ativos da

formulacéo 49.
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A coluna também aparece como um ponto a se ter atencdo, mas somente na
Formulacédo 49 e isso pode ter ocorrido gracas aos componentes da formulag&o, ou da prépria
coluna, ja que foram utilizadas colunas de lotes diferentes, embora do mesmo fabricante.

Utilizando do teste de Youden foi possivel concluir que o método apresentou robustez
para as condigdes de fase mdvel, temperatura, comprimento de onda e tempo de extracdo para
as duas formulacGes, e coluna apenas para a F48. Enquanto, se mostrou sensivel para as
variacdes de pH e fluxo para ambas as formulacdes e coluna para a F49, demonstrando que

essas condigdes necessitam de controle rigoroso durante as analises.

4.3 Seletividade

A seletividade ¢é descrita como a capacidade que um método tem de produzir resposta
inequivoca para o(s) componente(s) de interesse na presenca de outros componentes que
possam estar presentes na amostra (excipientes, impurezas, compostos relacionados,
diluentes). Portanto, nesta etapa foram executados diversos testes, tanto em amostras de
matéria- prima como de formulacéo, para verificar se a resposta obtida para 0 meloxicam era
de alguma forma afetada pelas respostas obtidas nas condi¢cdes de degradacdo forcada.

O teste de degradacédo forcada teve inicio com as andlises de calor, com as amostras
sendo expostas a temperaturas de 80°C por 24 e 48 horas, as areas obtidas na analise estdo
disponiveis na Tabela 20. E possivel notar que houve uma diminuicdo na area da amostra
guando comparada ao padrdo, indicando a ocorréncia de uma degradacdo. Ainda assim, ndo
houve interferéncias nos picos dos cromatogramas que mantiveram sua pureza em 1,000,
pratos tedricos acima de 7678,3, % desvio padrédo relativo (%DPR) de 1,593, média de fator
de cauda de 1,4. O mesmo comportamento foi observado tanto na matéria-prima, quanto nas

amostras de formulacao.

Tabela 20 - Comparacdo entre as areas do pico da meloxicam na solugdo padrdo e formulaces sem
degradacdo, com as areas das solucBes amostra de matéria-prima e das formulacdes submetidas a
degradacéo por calor, por 48 horas.

CALOR (80°C)
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% Area do Pico das % Area do Pico

Amostra Area amostras em relagio ao das amostras em
Padr&o 100% relacdo a TO

Padréo 2385959 - -
Padréo 2382073 - -
Padréo 2381480 - -
M.P.sem Deg. 2525194 105,96 -
M.P. 24 h 2461584 103,29 97,48
M.P. 48 h 2418858 101,50 95,79
Formulacdo 48 2338651 98,13 -
F48 24 h (calor) 2113415 88,68 90,37
F48 48 h (calor) 2084270 87,46 89,12
Formulacdo 49 2324377 97,53 -
F49 24 h (calor) 2005042 84,13 86,26
F49 48 h (calor) 1950848 81,86 83,93

Apds as analises de calor, foram realizadas as reacdes de hidrolise &cida e alcalina
(Figura 38 e 39). No geral, ambas as reacdes produziram resultados semelhantes, para a
matéria-prima, apresentando uma queda na area em comparacdo ao padrdo como pode ser
observado na Tabela 21. Por outro lado, a formulacéo se mostrou capaz de proteger o farmaco
das reacGes de hidrolise, tanto acida quanto alcalina, demonstrando uma menor degradacéo se
comparada & matéria-prima isolada. Ainda assim, novamente ndo houve picos interferentes
que pudessem comprometer a seletividade do método. O meloxicam manteve sua pureza de
pico em 1,000 e os pratos tedricos em 7678,3, % desvio padrdo relativo (%DPR) de 0,675,

média de fator de calda de 1,3.

Tabela 21- Comparacdo entre as areas do pico da meloxicam na solucdo padrdao sem degradacao, e na

formulacdo sem degradacdo, com as areas das solucbes amostra de matéria-prima e das formulacGes

submetidas as degradacdes de hidrolise acida e alcalina em temperatura ambiente por 4 horas.
HIDROLISE
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% Area do Pico

das amostras em

% Area do Pico

Amostra Area relagéo 20 Padro das amostras
100% em relacdo a TO
Padréo 2014311 - -
Padréo 2164917 - -
Padréo 2089614 - -
Hidrolise AC MP TO 2171338 103,91 -
Hidrolise AC MP T1 2173832 104,03 100,11
Hidrolise AC MP T2 2098597 100,43 96,65
Hidrolise AC MP T4 1969900 94,27 90,72
Hidrolise ALC MP TO 2142063 102,51 -
Hidrolise ALC MP T1 2161858 103,46 100,92
Hidrolise ALC MP T2 2051530 98,18 95,77
Hidrolise ALC MP T4 1781681 85,26 83,18
Formulagéo 48 2338651 111,92 -
Hidrolise AC 48 TO 2102793 100,63 -
Hidrolise AC 48 T1 1942328 92,95 92,37
Hidrolise AC 48 T2 2038906 97,57 96,96
Hidrolise AC 48 T4 1819100 87,05 86,51
Hidrolise ALC 48 TO 2156581 103,20 -
Hidrolise ALC 48 T1 2125006 90,86 88,04
Hidrolise ALC 48 T2 2024976 86,58 83,9
Hidrolise ALC 48 T4 1775341 84,43 81,81
Formulagéo 49 2324377 111,23 -
Hidrolise AC 49 TO 2171338 103,91 -
Hidrolise AC 49 T1 2146662 102,73 98,86
Hidrolise AC 49 T2 2099564 100,48 96,69
Hidrolise AC 49 T4 2011872 89,12 98,86
Hidrolise ALC 49 TO 2241662 107,28 -
Hidrolise ALC 49 T1 2192780 104,94 97,82
Hidrolise ALC 49 T2 2143897 102,60 97,77
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Hidrolise ALC 49 T4 1992780 88,9 82,86

As reacOes de oxidacdo (Figura 40) demonstraram uma diferenca significativa nas
areas obtidas, quando comparadas as outras analises de degradagdo, mas ndo houve
interferentes que pudessem comprometer a seletividade do método ou reduzir a pureza do
pico de meloxicam, que se manteve em 1,000, com pratos teoricos acima de 4534,2 % desvio
padrdo relativo (%DPR) de 0,592, média de fator de calda de 1,3. Os resultados de oxidacao

podem ser observados na Tabela 22.

Tabela 22: Comparagdo entre as areas do pico da meloxicam na solucéo padrdo sem degradacao, e na
formulacdo sem degradacdo, com as areas das solucbes amostra de matéria-prima e das formulacées
submetidas & degradacdo por oxidagdo em temperatura ambiente por 4 horas.

OXIDACAO
% Areado Picodas % Area do Pico
Amostra Area amostras em relacdo das amostras em

ao Padréo 100%  relacdoa TO

Padréo 2385959 - -
Padréao 2382073 - -
Padréo 2381480 - -
Oxidagdo MP TO 1038767 43,59 -
Oxidagdo MP T1 1203964 50,52 115,90
Oxidagcéo MP T2 1221662 51,26 117,61
Oxidacdo MP T4 1220282 51,20 117,47
Formulacéo 48 2338651 98,13 -
Formulacdo 48 TO 1205309 50,58 -
Formulacdo 48 T1 1227754 51,52 101,86
Formulagdo 48 T2 1216449 51,04 100,92
Formulacdo 48 T4 1225027 51,40 101,64
Formulacéo 49 2324377 97,53 -
Formulacdo 49 TO 1231271 51,67 -
Formulagdo 49 T1 1239382 52,01 100,66
Formulacdo 49 T2 1246951 52,32 101,27
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Formulacdo 49 T4 1237830 51,94 100,53

Por ultimo foi realizada a degradacdo fotolitica, com amostras que foram expostas a
120 milhdes/lux. As alteracGes de area foram baixas, quando comparadas as que ficaram
expostas a luz com formulacBes que ndo foram expostas. A pureza do pico de meloxicam se
manteve em 1,000, com pratos tedricos acima de 4534,2 % desvio padrao relativo (%DPR) de

0,592, média de fator de cauda de 1,3. Os resultados podem ser observados na Tabela 23.

Tabela 23 - Comparacdo entre as areas do pico da meloxicam na solugdo padrdo e formulagdo com
protecdo a luz (p/luz), com as areas das solugdes amostra de matéria-prima e das formulagdes expostas
a luz.

FOTOLISE

% Area do Pico das . ]
i B % Area do Pico das
Amostra Area amostras em relagéo ao
amostras s/Luz

Padrao 100%

Padréo 2547443 - -
M.P. (s/luz) 2466070 96,81 -

M.P. 60 2424002 95,15 98,29

M.P. 120 2410247 94,61 97,74
F48 (s/luz) 2528194 99,24 -

F 48 60 2461584 96,63 97,37

F 48 120 2418858 94,95 95,68
F49 (s/luz) 2672638 104,91 -

F 49 60 2501401 98,19 93,59

F 49120 2615282 102,66 97,85

Atraveés das anéalises de degradacéo, foi possivel comprovar que a matriz do organogel,
mesmo quando exposta a degradacdo forcada, ndo apresentou nenhuma alteracdo ou
interferéncia ao pico do meloxicam. Essa auséncia de interferéncia indica que o método pode

ser utilizado nas andlises de teor sem qualquer comprometimento na detec¢do do meloxicam.
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Figura 39 - Cromatograma extraido do Software LC Solution, referente as analises de
Hidrolise acida, realizadas para o estudo de seletividade do meloxicam.
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Figura 40 - Cromatograma extraido do Software LC Solution, referente as andlises de Hidrolise
alcalina, feitas para o estudo de seletividade do meloxicam.
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Figura 41- Cromatograma extraido do Software LC Solution, referente as analises de Oxidacéo, feitas

para o estudo de seletividade do meloxicam.
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4.4 Linearidade

A curva de calibragdo do meloxicam apresentou um valor de coeficiente de correlacéo
de 0,9999. Nesse caso, é possivel concluir que existe uma correlacdo linear adequada. O teste
de intercepto (coeficiente linear) na Tabela 24, realizado através do t de Student, resultou em
um P-valor de O significando que rejeitamos a hipétese nula, de o intercepto ser igual a 0, ao
nivel de significancia de 5%. A andlise de residuos resultou em um P-valor de 0,4484,
superior a 0,05, o que indica uma distribuicdo normal dos residuos. O P-valor 1 indicou que

os dados analisados no teste de Cochran sao homocedasticos.

Tabela 24: Medida descritiva da qualidade do ajuste

Medidas Resultados
Desvio Padréo dos Residuos 0,0023
Graus de Liberdade 13
R? 0,9999
Coeficiente de Correlagéo 0,999

Figura 42: Diagrama da linearidade extraido do ActionStat Software para Meloxicam com os valores
ajustados dos residuos.
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Figura 43 - Diagndstico de residuos para 0 modelo estatistico extraido do ActionStat Software.
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Tabela 25 - Teste de Cochran para avaliar homocedasticidade.
Estatistica Numero de Réplicas  P.valor

0,2 3 1

Tabela 26 - Resumo das Conclusdes do estudo de Linearidade (Método dos Minimos Quadrados
Ponderados).

Teste Concluséo
Teste F da ANOVA N&o rejeitamos a significancia do modelo linear
Teste do Intercepto Intercepto significativo
Coeficiente de Correlacao de Pearson R =1 que é maior que o proposto (0,99)
Teste de Normalidade dos Residuos Nap rejeitamos a hipéOtese de normalidade dos

residuos

Teste de Homocedasticidade N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Valores extremos na resposta N&o detectamos pontos extremos

Teste de independéncia das observacdes  Detectado dependéncia das observagdes
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45 Precisdo

Os dados obtidos através dos experimentos de precisao estao listados na Tabela 27. Os

niveis testados foram baixo, médio e alto (80 — 100 - 120), todos em triplicata.

Os valores de DPR obtidos, tanto na Repetibilidade 1, quanto na

Repetibilidade 2 e na precisdo intermediaria, foram menores que 2,0%. O critério de aceitacéo

foi de 5,3%, definido levando em conta a concentracdo de trabalho do meloxicam e a

recomendacdo da literatura (AOAC, 2016). Dessa forma, os resultados obtidos atenderam ao

critério de aceitagdo, portanto o método pode ser considerado preciso para a quantificacdo de

meloxicam no organogel.

Tabela 27: Tabelas de Repetitividade e precisdo intermediaria para Meloxicam com desvio padrdo

(DP).

Repetibilidade 1

Repetibilidade 2

Concentracao (%) 80 100 120 80 100 120
Concentragdo teérica (mg/mL) | 0064 008 0096  0.064  0.08  0.09%
0.0649 0.0803 0.0966 0.0644 0.0807 0.0967
Concentracao real (mg/mL) |0.0646 0.0797 0.0968 0.0651 0.0794 0.0958
0.0641 0.0800 0.0963 0.0647 0.0800 0.0967
Média 0.0645 0.0800 0.0966 0.0647 0.0800 0.0964
Desvio Padrdo (+) |0.0004 0.0003 0.0002 0.0003 0.0006 0.0005

Precisdo intermediaria

Concentracéo (%) 80 100 120
Concentracéo teorica
0.064 0.08 0.096
(mg/mL)
0.0644 0.0807 0.0967
Concentracéo real (mg/mL) |0.0651 0.0794 0.0958
0.0647 0.0800 0.0967
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0.0649 0.0803 0.0966
0.0646 0.0797 0.0968
0.0641 0.0800 0.0963

Média 0.0646 0.0800 0.0965
Desvio Padréo () 0.0003 0.0004 0.0004

46 Exatidao

Para o teste de exatiddo, o placebo utilizado foi uma mistura dos excipientes que
compdem o organogel, sendo eles: lecitina de soja, triglicerideos de cadeia média, colesterol,
miristato de isopropila e Pluronic® F-127. Para saber a quantidade de meloxicam que deveria
haver na amostra, usou-se como base o valor conhecido de 4 mg em 0,5g de organogel, que
corresponde a 0,8% da formulacéo.

Dessa forma, as amostras foram preparadas levando em consideracdo que a
formulacédo possui 0,8% de meloxicam e 99,2% de placebo em sua composi¢do. Com isso, foi
possivel calcular as concentragfes nos niveis baixo (0,064 mg/mL), médio (0,08 mg/mL) e
alto (0,096 mg/mL) de meloxicam. Os resultados dos calculos de recuperacdo estdo
disponiveis na Tabela 28. O critério de aceitacdo foi de 90% a 107%, definido levando em
conta a concentracdo de trabalho do meloxicam e a recomendacdo da literatura (AOAC,
2016). Dessa forma, os resultados obtidos atenderam ao critério de aceitacdo, portanto o

método pode ser considerado exato para a quantificacdo de meloxicam no organogel.

Tabela 28 - Resultados da avaliacdo de exatiddo do Meloxicam.

Concentracgéo Teorica i Concentragdo real Recuperacgéo
Area (u. a)
(mg/mL) (mg/mL) + DP (%)
0,064 1645662 0,0659 102,9 + 0,14
0,08 1963368 0,078 97,5+ 0,88
0,096 2364266 0,0946 98,62 + 0,91

4.7  Avaliagdo do teor de meloxicam nas formulagdes de organogel
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Com o método validado, foi possivel avaliar o teor das formulagdes de organogel. As

amostras de formulagdo e o padrdo analitico foram preparados conforme descrito nos itens

3.23.1e3.23.2.

Foram avaliadas amostras de formulacdo logo apds a producdo, 10 dias apds a

producdo, 30 dias apos a producdo. Os resultados desse estudo estdo listados na Tabela 29.

Tabela 29: Teor das formulacdes 48 e 49 a 30 °C do tempo zero até o tempo de 30 dias.

Tempo Area Concentracao
) Amostra
(Dias) Amostra Padréo (%)
FA8 2157984 101,5+0,21
0 2126615
F49 2075497 97,5+0,36
F48 2507199 101,45+ 0,16
10 2471244
F49 2443466 98,87 + 0,66
F48 2409061 99.29+0,5
30 2426270
F49 2417393 99.63 +0,37
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5 CONCLUSAO

Com todas as analises realizadas, mostrou-se possivel a obtencdo de um método
especifico, exato, preciso e robusto para as formulagdes de organogel contendo meloxicam. A
extracao feita com o diluente mostrou-se bastante eficiente para as duas matrizes, com boa
recuperacdo e bom desempenho utilizando coluna Intertisil ODS 2 C18 5um, 4,6x250mm,

fase movel tampdo fosfato pH 6,0 e metanol, com fluxo de 1 mL/min a 45°C e 361 nm.
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CAPITULO IV

PERFIL DE DISSOLUCAO DE ORGANOGEL DE PLURONIC® E
LECITINA DE SOJA CONTENDO MELOXICAM
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RESUMO

O objetivo desse capitulo consiste no desenvolvimento de um método de
dissolucdo para formulacbes de organogel e utiliza-lo na caracterizacdo do perfil de
dissolucdo de diferentes formulacdes de organogel obtidas no capitulo Il deste trabalho. Para
realizar os ensaios de dissolucdo, foi construido um delineamento experimental fatorial
completo (2°), tendo como fatores o porta-amostra (aparato 5 ou copo de suspensdo), a
velocidade de agitacdo (50 ou 75 RPM) e as formulacGes previamente obtidas (F48 e F49).
Além do ensaio de dissolucdo foram feitos também ensaios de solubilidade, a fim de obter o
meio mais adequado para o ensaio de dissolucdo, e teste de filtro, para que fosse possivel
selecionar o melhor filtro para ser utilizado no ensaio de solubilidade. Com os resultados
obtidos nos ensaios de dissolucdo, foi possivel usar o software Statistica® para fazer a analise
de variancia (ANOVA), teste de Tukey, grafico de Pareto, e outras analises estatisticas que
destacaram a porcentagem dissolvida em 4h como um ponto importante a ser estudado. Usou-
se 0 DDSolver para calcular a eficiéncia de dissolucdo (ED) dos perfis obtidos e também para
auxiliar na escolha de uma cinética adequada capaz de descrever o comportamento de uma
matriz tdo complexa quanto o organogel. Por fim, ficou determinado através do tratamento
estatistico que o melhor método de dissolugdo para o organogel seria 500 mL de meio com

pH 7,4, aparato 5 como porta-amostra e 75 RPM como velocidade de agitagéo.

Palavras-chave: Perfil de dissolucdo, meloxicam, organogel, DDsolver, modelo cinético.

128



ABSTRACT

The objective of this chapter is to develop a dissolution method for organogel
formulations and use it to characterize the dissolution profile of different formulations. The
formulations obtained in Chapter Il of this work were evaluated, and for the dissolution tests a
complete 23 factorial experimental design was constructed, having as factors the sample
holder (apparatus 5 or suspension cup), the stirring speed (50 or 75 RPM) and the
formulations previously obtained (F48 and F49). In addition to the dissolution test, solubility
tests were also carried out, in order to obtain the most suitable medium for the dissolution test,
the filter test was also carried out, so that it was possible to select the best filter to be used in
the solubility test. With the results obtained in the dissolution tests, it was possible to use the
Statistica® software to perform the analysis of variance (ANOVA), Tukey test, Pareto chart,
and other statistical analyzes that highlighted the Q%4h as an important point to be evaluated.
The DDSolver was used to calculate the dissolution efficiency (ED) of the profiles obtained
and also to assist in choosing an adequate kinetics capable of describing the behavior of a
matrix as complex as organogel. Finally, it was determined through the performed analyzes
that the best dissolution method for the organogel would be 500 mL of medium with pH 7.4,
apparatus 5, 75 RPM.

Keywords: Dissolution profile, meloxicam, organogel, DDsolver, kinetic model.
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1 INTRODUCAO

O meloxicam (MX) é um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINES) pertencente ao
grupo dos acidos endlicos, utilizado no tratamento de dores crénicas, causadas por doencas
reumaticas e osteoartrites ou no tratamento de inflamacgdes agudas, edemas, dores e febre
(GUILLOT et al., 2013; PAPICH, 2021). Atua principalmente através da inibicdo especifica
das cicloxigenases (COX-1 e COX-2), que tem como consequéncia reducao da conversao do
acido araquiddnico em prostaglandinas.

Considerado inibidor parcialmente seletivo da COX-2, causa menos sintomas
gastrointestinais como ulceras e sangramento quando comparados a outros farmacos
(HAWKEY et al., 1998; GAYNOR, 2015). O meloxicam é também um potente inibidor de
tromboxanos, apresentando boa acdo antipirética e analgésica. Estd comercialmente
disponivel na forma de comprimido, solucdo oral e injetavel, variando em diferentes doses
(ALENCAR et al., 2003; SHOORMEL; TAHERI; HOMAYOUNI, 2018).

Quanto ao sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB), o MX é um farmaco
considerado de classe I, ou seja, apresenta baixa solubilidade e alta permeabilidade, tornando
a dissolucdo uma etapa crucial no desenvolvimento de qualquer formulacdo contendo
meloxicam em sua composic¢do. (JACON, 2014; COPPI; SANMARTI; CLAVO, 2005).

O organogel (Figura 44) é formado por uma matriz tridimensional composta de
filamentos que se auto-organizam em uma rede entrelacada e que, por seu tipo de estrutura,
pode ser utilizado com o objetivo de atuar como um implante que se forma in situ, sendo
capaz de se comportar como uma forma farmacéutica de liberacdo prolongada. (KUMAR,;
KATARE, 2005, KEMPE, MADER, 2012).

Esse tipo de forma farmacéutica tem como vantagens a diminui¢cdo do nimero de
doses diarias a ser aplicada, a queda no indice de interrupcdo do tratamento,
consequentemente levando a uma redugdo na ocorréncia de picos plasmaticos, ja que a
liberacdo do farmaco contido na matriz é lenta e constante (PEZZINI; SILVA; FERRAZ,
2007). No entanto, sua cinética de liberacdo pode requerer modelos mais complexos, visto
que a liberacdo depende de fatores como tamanho, composicdo, exposicdo, solubilidade e
integridade da matriz utilizada, assim como o tipo de método de dissolucdo desenvolvido
(DURIG; FASSIHI, 2002, PEPPAS; SAHLIN, 1989).
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Figura 44 — Matriz tridimensional de organogel contendo meloxicam.
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2 OBJETIVO
O objetivo desse capitulo consiste no desenvolvimento de um método de dissolucéo
para formulacbes de organogel e utiliza-lo na caracterizacdo do perfil de dissolucdo de

diferentes formulacdes.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Farmaco

Meloxicam (MX) L050000403.

3.2 Excipientes

Os excipientes utilizados nas formulagdes foram: lecitina de soja (SL) 0000936
(IMCOPA, Brasil), miristato de isopropila (IPM) 133442 (SYNTH, Brasil), Pluronic® F-127
- Poloxamer 407 WPCI1547B - (BASF, Alemanha), Triglicerideos de acido caprilico (CAT)
455219 (Engenharia das esséncias, Brasil), Colesterol (CH) CH072021 (CRODA ™, Reino
Unido).

3.3 Reagentes

Para o ensaio de solubilidade foram empregados reagentes de grau analitico, fosfato de
potdssio monobasico, hidroxido de sédio, acido cloridrico P.A. e cido acético glacial. Para o
preparo do meio de dissolucdo foram utilizados cloreto de sddio, cloreto de potéssio, fosfato
de sbdio dibasico anidro e fosfato de potassio monobasico. Todos estes reagentes sdo
provenientes da Labsynth Produtos para laboratérios Ltda., Diadema, SP, Brasil.

Para a fase mével foram empregados os reagentes descritos no item de material e

métodos do Capitulo 11, item 3.1 Materiais.

3.4 Método

3.4.1 Producdo das formulagcfes de organogéis

Foram preparadas duas formulacfes diferentes com o objetivo de obter um método de

dissolucdo com potencial discriminatorio. Os componentes das formulacdes disponiveis na

Tabela 30 foram pesados em balanga analitica AUW?220D (Shimadzu, Kyoto, Japdo) e
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misturados no Ultra-turrax (IKA® Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Todo o processo de preparo das
formulacdes esta listado no capitulo 11, item 3.4.1.

Tabela 30 - Formulag6es de organogéis para o desenvolvimento do método de dissolucéo in vitro.

F48 F49

Pluronic(R) F-127 69,1 58,7
Miristato de Isopropila 10 10
Lecitina 10 20

TCM 10 10
Meloxicam 0,8 0,8
Colesterol 0,1 0,5

*Quantidades em porcentagem

3.4.2 Teor das formulagdes de organogel

O teor foi quantificado por método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
descrito no Capitulo Il no item 7.7. O contetido do meloxicam foi expresso em mg e como

porcentagem.

3.4.3 Solubilidade do meloxicam

A solubilidade do meloxicam foi obtida pelo método do equilibrio, e a quantificacéo
do farmaco foi realizada por espectroscopia UV-Vis, realizando-se previamente a linearidade
e teste de filtros.

3.4.4 Linearidade
Para a construcdo da linearidade do meloxicam, assim como para a obtencdo da

varredura para este composto, foram feitas solugdes mées com concentracdo de 50 pug/ml, em
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triplicata, por meio da adicdo de 0,005 g de meloxicam, pesados em balanca analitica
AUW?220D (Shimadzu, Kyoto, Japdo), a baldes de 100 mL, o diluente utilizado foi tampé&o
fosfato pH 7,4.

A partir das solugdes-mae, foram obtidas solu¢des padrdo com concentragdes de 6, 8,
10, 12, 14, 16 e 18 pg/ml. Por meio de uma destas solucgdes, foi feita a varredura no
espectrofotometro (ThermoFisher SCIENTIFIC, Massachusetts, USA). Assim, todas as
solugdes foram lidas no comprimento de onda determinado e, por meio do valor das
absorbancias obtidas, foi construida a curva-padrdo para o meloxicam. Para todas as leituras

foi utilizada uma cubeta de quartzo de 10 mm.

3.45 Teste de Filtro

Para o teste de filtro, foram obtidas solu¢Ges-padréo, em triplicata, de 6 pg/mL, 12 pg
/mL e 16 pg/mL, da mesma forma descrita no item 3.4.3.1, e foram feitas 4 leituras para cada
amostra no espectrofotbmetro, uma sem passar pelo filtro, e as outras com o filtro saturado
com 0 mL, 2 mL e 4 mL da propria solucéo.

Com os dados de absorbancia obtidos, foi calculada a concentracdo em cada leitura, e
a porcentagem de recuperacdo, admitindo-se a concentragdo da amostra que nao filtrada como
100%. A partir das porcentagens de recuperacao, foi construido um gréfico de barras, e com o
auxilio do Minitab® 18 (LLC, Pensilvania, Estados Unidos), foi feito o teste de andlise de
variancia (ANOVA), e teste de Tukey.

3.4.6 Ensaio de solubilidade

A solubilidade foi obtida por meio do método do equilibrio, ou shake-flask, sendo
assim, o ensaio foi realizado com as seguintes solugdes: agua ultrapura, HCI 0,1M, tampé&o
acetato de sodio pH 4,5, tampéo fosfato pH 6,8 e tampéo fosfato pH 7,4 preparados conforme
farmacopeia americana (USP 40).

Neste método, 20 mL das solugdes foram transferidos para frascos “schott” e saturadas
com o meloxicam, sendo submetidas a agitacdo de 150 rpm 37 °C +/- 2 °C por 72 horas em
incubadora orbital TE — 420 (Tecnal, Piracicaba, Brasil). Todas as amostras foram feitas em

triplicata. Seguidamente, foram coletadas amostras de cada frasco, com o auxilio de um filtro
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de cénula saturado conforme os resultados do teste de filtro. Para quantificacdo do meloxicam
foi empregada espectroscopia UV-Vis em equipamento Evolution 201 (ThermoFisher
SCIENTIFIC, Massachusetts, USA), no comprimento de onda de 361 nm.

3.4.7 Desenvolvimento do método de dissolucao

Cada ensaio foi realizado em triplicata, utilizando o aparato 5 (pa sobre disco) (Figura
45) da Farmacopéia Americana (USP 39 NF 34) e o copo de suspensao (Figura 46), em
equipamento de dissolucdo Agilent Technologies 708 DS (Agilent Technologies, Santa
Clara, United States), em cubas com 500 mL de meio de dissolugéo tampéo PBS (phosphate
buffered saline) pH 7,4 a 37 °C de temperatura. As coletas foram realizadas com amostrador
automatico VK 8000 - Dissolution sampling station (Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
Estados Unidos) nos tempos 0,5, 1, 2, 4, 6, 18 e 24 h e as amostras foram filtradas com
membrana PVDF de 25 mm e 45um. A quantificacdo do farmaco dissolvido foi realizada
segundo o item 3.4.2.

Para a realizacdo desse teste, 3 gramas de formulacdo foram pesados em cada porta-
amostra (aparato 5 e copo de suspenséo) antes de ser submetida ao ensaio de dissolugdo. Com
as porcentagens dissolvidas de cada uma das aliquotas de amostra, foram construidos os perfis
de dissolucdo do meloxicam, a partir desses perfis foram calculadas a porcentagem dissolvida
(Q%) em 0.5, 1, 2, 4, 18 e 24h e a eficiéncia de dissolucdo (ED), com auxilio do suplemento

do Excel® chamando DDsolver.

Figura 45 - Aparato 5 pa sobre disco USP, o disco composto por um suporte de vidro semelhante a um
vidro de rel6gio e uma rede, ambos do mesmo tamanho.
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Figura 46 - Copo de suspensao e weight holder.

&

3.4.7.1 Delineamento experimental para o desenvolvimento do método de dissolucao

Foi elaborado um delineamento experimental do tipo fatorial completo 2° para o
desenvolvimento do método de dissolucdo utilizando como ferramenta o software Statistica®
18.0 (Statsoft Inc, Tulsa, Estados Unidos), foram definidos trés fatores: velocidade de rotacdo,
formulacBGes e o porta-amostra, em dois niveis cada um (Tabela 31), sendo gerados oito

ensaios apresentados na Tabela 32.

Tabela 31- Fatores e niveis do delineamento experimental para o desenvolvimento do método de
dissolucéo in vitro.

Niveis
Fatores
Inferior Superior
Velocidade de rotagao S0 7
Formulacbes 48 49
Porta-amostra Aparato 5 Copo de Suspensdo
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Tabela 32 - Matriz do delineamento Fatorial Completo 2% trés fatores e dois niveis.

Experimento RPM FormulacGes Porta-amostra
1 50 48 Aparato 5
2 50 49 Copo de Suspenséo
3 75 48 Aparato 5
4 50 48 Copo de Suspensdo
5 50 49 Aparato 5
6 75 48 Copo de Suspensdo
7 75 49 Aparato 5
8 75 49 Copo de Suspensdo

3.4.7.2 Analise do delineamento experimental

Para avaliar as respostas obtidas foi utilizado o software Statistica® 13 (Statsoft Inc,
Tulsa, Estados Unidos). Como varidveis dependentes foram utilizadas a eficiéncias de
dissolucdo (ED) e a porcentagem dissolvida em 4 horas. A ED foi calculada utilizando o
suplemento do Excel® - DDsolver (ZHANG et al., 2010).
3.4.7.3 Comparacao entre os perfis de dissolugéo

Com o0 objetivo de comparar os mecanismos de liberacdo do fa&rmaco em ambas as
formulacBes, a cinética de dissolucdo foi avaliada em relacdo a diferentes modelos
empregando as equagOes descritas na Tabela 33, como auxilio do suplemento do Excel® -
DDsolver (ZHANG et al., 2010).

Tabela 33 - Equac0es utilizadas para o calculo da cinética de dissolucao.
Modelo Equacéo
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Peppas-Sahlin F=k1.T"m + k2. t"2*m)
Gompertz F= Fmax*Exp{-a*Exp[- B*log(T)]}

Weibull F = 100. {1-Exp [-(t"B) / o]}

F= quantidade dissolvida no tempo t, k1= constante de liberacdo relacionada a lei de
Fick, m= é o expoente difusional aplicada a qualquer forma geométrica que iniba a liberacéo
controlada, o= fator de escala referente a constante de taxa aparente; f = forma parametro que
caracteriza a curva como exponencial (b = 1), parabdlica (b < 1) ou sigmoide (b > 1), k2=
constante de relaxamento, T=tempo lag, t= tempo em horas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Linearidade

A partir dos resultados obtidos nas leituras das amostras, foi construida a linearidade
que relaciona a concentragdo de meloxicam com a sua absorbéncia no comprimento de
361nm (comprimento de onda escolhido ap6s a andlise da varredura). Na Figura 47 é

apresentada a curva analitica e a respectiva equacao da reta.

Figura 47 - Gréfico da Curva-Padrdo do Meloxicam.

Meloxicam

y= 0,0505+0,0122
R2 = 0,9997

Absorbamcia

Concentragao(meg/mL)

4.2 Teste de filtro

Os resultados obtidos no teste de filtro estdo expressos na Tabela 34 abaixo e a partir

deles foi construido o grafico expresso na Figura 48.

Tabela 34- Resultados do teste de filtro expressos em Porcentagem de Recuperacéo.

Saturagéo Recuperacéo
6 mcg/mL 12 mcg/mL 16 mcg/mL
Mde A Mi&eB Mi&C MieA MideB MiGC MaeA Mée B Mée C
0mL 96.5 95.4 96.5  101.8 98.6 99.0 97.4 97.6 97.6

2mL 105.0 100.0 99.6 101.3 1020 100.6 99.8 100.5 100.0
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4 mL 99.5 99.2 1004  100.5  100.0 99.6 99.8 99.8 99.3

Com o auxilio de Minitab® 18 (LLC, Pensilvania, Estados Unidos), foi realizada a
ANOVA, um Valor-P de 0,079, ou seja, maior que 0,05. Assim, ndo se pode descartar a
hipdtese nula, indicando que todas as médias sdo iguais. Foram obtidos os Gréaficos de

Residuo expressos na Figura 49.

Figura 48 - Teste de Filtro do Meloxicam
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Figura 49 - Gréfico de Residuos para o teste de filtro do Meloxicam.
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Como analisado nos gréficos de Valor ajustado e de Ordem de Observagdo, ndo se
verifica nenhuma tendéncia ou padrdo na distribuicdo dos pontos, demonstrando uma
aleatoriedade. J& o grafico de probabilidade normal e o histograma dos residuos indicam a
distribuicdo normal dos dados, seja pela proximidade dos pontos a linha vermelha no grafico
de probabilidade normal e pela maior barra do histograma estar localizada em zero.

Por ultimo, os resultados do teste de Tukey estdo expressos na Tabela 35.

Tabela 35 - Resultados do Teste de Tukey.

Comparacdes Emparelhadas de Tukey

Descarte N° de Amostras Média Agrupamento

6 g 2/des 3 101,54 A

16 pg 2/des 3 100,089 AB
12 ug 4/des 3 100,040 AB
6 g 4/des 3 99,675 AB
16 pg 4/des 3 99,650 AB
12 ug 2/des 3 99,64 AB
12 ug O/des 3 98,78 AB
16 pg O/des 3 97,506 AB
6 g 0/des 3 96,120 B

Embora a analise de variancia ndo tenha indicado nenhuma diferenca estatistica entre
o0s resultados, a partir da analise de Tukey, pode-se perceber que ha diferenca estatistica
consideravel entre as amostras coletadas com saturacdo de O mL e de 2 mL na concentracao
de 6 mcg/mL, assim, pode-se concluir que deve-se saturar o filtro com 2 mL antes de realizar

as coletas de Meloxicam para que ndo haja interferéncia do filtro com os resultados.

4.3 Solubilidade

Foi realizado o ensaio de solubilidade e com os resultados obtidos, foi construido um

grafico, expresso na imagem abaixo (figura 50). Com os valores de solubilidade obtidos, foi
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calculada a quantidade de principio ativo que é possivel se dissolver em 500 mL de meio para
se identificar quais meios que atingem a condicdo sink, que para o organogel de meloxicam, é
de 72 mg. A amostra de organogel utilizada no ensaio de dissolu¢do contem 24 mg de

meloxicam. Estes resultados estdo expressos na Tabela 36.

Figura 50 - Comparativo da solubilidade do Meloxicam em diferentes meios.
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Meio
Tabela 36 - Analise da condicao sink diversos meios
Meio mg de farmaco Condicao sink
Agua 2.1 N&o Atinge
HCI 0,21M 0.3 Né&o Atinge
pH4,5 0.6 N&o Atinge
pH6,8 126.5 Atinge
pH7.,4 517.3 Atinge

A partir dos resultados da solubilidade, dois meios atingiram a condigéo, sendo eles
tampdo fosfato pH 6,8 e pH 7,4 este Gltimo apresentou uma solubilidade maior além de ser o
pH de valor mais proximo ao liquido presente no intersticio, razdo pela qual foi escolhido

para continuar com o desenvolvimento da metodologia de dissolugéo.
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4.4 Analise do delineamento experimental

Em seguida, com auxilio do delineamento experimental, foi possivel avaliar o perfil de
dissolucdo das formulacbes 48 e 49, assim como seu comportamento diante de diferentes
agitacOes e porta-amostra. Os resultados de porcentagem dissolvida obtidos em cada ensaio

estdo listados na tabela 37.

Tabela 37 - Resultados de porcentagem dissolvida para os 8 ensaios de dissolucdo contidos no
delineamento experimental.

EXPERIMENTOS - % Dissolvida

Tempe (h) 2 3 4 5 6 7 8
0.5 14.6 2.7 19.4 1.9 11.65 2.0 18.35 2.2

1 36.5 2.9 35.15 3.5 30.2 4.1 30.45 2.66

2 42.5 3.3 47.95 5.45 32.3 5.25 42.9 4.65

4 51.8 5.1 52.4 6.05 49.6 5.75 46.25 195

6 54.1 20.1 54.6 41.7 53.3 48.2 50.2 30.7

18 57.1 40.1 56.65 52.4 54.65 52.7 54.35 32.25
24 63.8 47.6 66.75 59.3 56.75 61.7 59.95 40.05

A partir das porcentagens dissolvidas foram calculadas a eficiéncias de dissolucéo
(ED) e esses dados junto com a porcentagem dissolvida no tempo de 4 horas (Q%4) foram

utilizados como resposta (tabela 38) para analise do DOE.

Tabela 38 - Delineamento experimental com os resultados de porcentagem dissolvida (Q%) em 4
horas e eficiéncia de dissolucgdo (ED).

Corrida RPM Formulacéo Porta-amostra ED Q%4h
1 50 48 Aparato 5 53.6 58.1
2 50 49 Copo Suspenséo 27.6 5.1
3 75 48 Aparato 5 54.4 52.4
4 50 48 Copo Suspensdo  40.2 6.1
5 50 49 Aparato 5 50.5 49.6
6 75 48 Copo Suspensdo  42.5 5.8
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7 75 49 Aparato 5 50.4 46.3
8 75 49 Copo Suspenséo 28.1 19.5

Na Tabela 39 sdo apresentados os resultados de ANOVA para a resposta ED.

Tabela 39: Andlise de variancia (ANOVA) para avaliacdo do ED.
Fator SS df MS F P

RPM 1.5312 1 1.5312 15.123 0.160231
Formulacéo 145.3513 1 1453513 1435.568 0.016798
Porta-amostra 621.2813 1 621.2813 6136.111 0.008127

1by?2 0.9113 1 0.9113 9 0.204833
1by3 0.5512 1 0.5512 5.444 0.257762
2by3 49.5012 1 495012  488.901  .028772
Error 0.1013 1 0.1013

Total SS 819.2288 7

Na figura 51, apresenta-se o diagrama de Pareto, que permite a visualizacdo da
influéncia das varidveis independentes frente a ED no processo de desenvolvimento do

método de dissolugdo.

Nos resultados determinou-se que existem duas variaveis que apresentam uma
influéncia significativa, ordenando-as segundo seu impacto essas variaveis foram o porta-
amostra e a formulacéo, ja que o p-valor que apresentaram foi <0,05 (0,016798; 0,008127
respectivamente), também indicado pelas maiores barras no grafico de Pareto. Estes
resultados foram verificados nos perfis dos ensaios de dissolu¢do onde se mostrou uma
diferencia significativa entre os porta-amostras, independente da velocidade de agitagéo
empregada nos ensaios, e como as formulagBes tinham uma variagdo na sua composi¢do
também foi um fator que precisou ser avaliado com cuidado e no momento de execugéo
dos ensaios se corroborou sua influéncia no desenvolvimento do método de dissolucéo,

influencia que pode ser observada nos perfis de liberacéo.
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Figura 51- Gréfico de Pareto obtido pelo software Statistica® 13, para avaliar os efeitos das
variaveis independentes em relacdo ao ED no desenvolvimento do método de dissolugdo para

organogel.
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Na figura 52, se apresenta o diagrama de Residuos, que mostra a varia¢do natural

dos dados analisados, é avaliado através da diferenca entre os valores observados e 0s

valores preditos. Nos resultados foi observado que os residuos se encontram muito

proximos da reta, indicando que estamos frente a uma relacao linear e os dados analisados

(variaveis dependentes) em relacdo ao ED sdo considerados de distribuicdo normal.

Figura 52 - Grafico de residuos obtido pelo software Statistica® 13, para avaliar os efeitos dos

residuos em relagdo ao ED.
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Figura 53 - Gréfico de superficie de resposta obtido pelo software Statistica® 13, para avaliar a ED em
funcdo das diferentes velocidades de rotacao e formulacdes.

<38

Figura 54 - Grafico de superficie de resposta obtido através do software Statistica® 13, para avaliar a
ED em funcéo das diferentes rotacGes e porta-amostras.

Figura 55 - Gréafico de superficie resposta obtido através do software Statistica® 13, para avaliar a ED

em funcgéo das diferentes rotacdes e porta-amostras.
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Nas figuras 53, 54 e 55, sdo apresentados os graficos de superficie de resposta, que
consiste em fixar uma variavel dependente relacionando-a com duas variaveis independentes
observando a interacdo entre elas, serve para nos mostrar as condicdes ideias na execucdo de
um ensaio.

Na figura 53 avaliou-se a ED através das variaveis RPM e formulagdo, onde foi
possivel observar que a formulacdo 48 tem uma maior ED indiferentemente das rotagdes
empregadas no ensaio.

A figura 54 mostra a avaliacdo da ED a traves das varidveis RPM e porta-amostra,
onde se conseguiu observar que ao utilizar como porta-amostra o aparato 5 indiferente das
rotacbes empregadas, uma maior ED sera obtida, o que indica que o fA&rmaco nessas condicdes
alcancou uma maior porcentagem de liberagdo em comparacdo ao copo de suspensao.

Na figura 55 avaliou-se a ED através das varidveis formulacdo e porta-amostra, onde
se observou que a diferenca significativa se estabelece entre os porta-amostra, ja que nas duas
formulacGes testadas o uso do aparato 5 demonstrou uma maior liberagdo quando comparado
ao copo de suspensdo. Todas estas condi¢cdes foram corroboradas nos ensaios de dissolugéo.

Apéds avaliacdo da ED, avaliou-se 0 Q%4h. Os resultados da avaliacdo estatistica

obtidos estéo listados a seguir, na tabela 40.

Tabela 40 - Anélise de variancia (ANOVA) para avaliagdo do Q%4h.
Fator SS df MS F p

RPM 3.251 1 3.251 0.1719 0.749771
Formulacéao 0.451 1 0.451 0.024  0.902432
Porta-amostra 3,608.2510 1 3,608.2510 190.7992 0.046008
1by?2 36.551 1 36.551 1.9328 0.396971
1by3 66.701 1 66.701 3.5271 0.311487
2by3 93.161 1 93.161 4.9262 0.269488

Error 18.911 1 18911

7

Total SS 3,827.2790

Na figura 56, se apresenta o diagrama de Pareto, que permite avaliar o impacto das

variaveis independentes em relacdo ao Q%4h.
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Nos resultados determinou-se que uma unica varidvel (porta-amostra) apresenta
uma influéncia significativa, o p-valor que apresentou foi >0,05 (0,046008) estes
resultados foram verificados ao realizar a quantificacdo das 4h nos ensaios de dissolucdo
onde se mostrou uma diferencia significativa entre os porta-amostras indiferente das
velocidades de agitacéo e as formulagdes usadas nos ensaios.

Na figura 57, se apresenta o diagrama de residuos em relacdo ao Q%4 este
diagrama consiste em uma linha reta onde os residuos precisam estar alinhados nela para
determinar sua distribui¢cdo normal.

Nos resultados foi observada uma distribuicdo normal j& que os residuos se
encontram muito préximos da reta por tanto se pode dizer que o modelo foi bem ajustado
para os ensaios de dissolugdo que foram feitos.

Na Figura 58 avaliou-se a Q%4 através das variaveis RPM e formulacdo, onde se
conseguiu observar que a formulacdo 48 as 4h de ensaio apresentou maior liberacdo com 50
RPM, na formulacéo 49 houve uma diferenca nas 4h de ensaio, conseguindo liberar mais com
75 RPM.

A Figura 59 mostra a avaliacdo da Q%4h através das variaveis RPM e porta-
amostra, se observou que em Q%4h a velocidade de rotagdo adotada € indiferente,
enquanto o porta-amostra apresentou uma visivel diferenca na porcentagem de liberacdo
nas 4h, ja que o aparato 5 tem uma superficie de contato maior, o que explicaria essa

diferenca de liberacdo em relagcdo ao copo de suspensao.

Figura 56 - Gréafico de Pareto obtido pelo software Statistica® 13, para avaliar os efeitos das variaveis
independentes frente a variavel dependente Q%4 no desenvolvimento de um método de dissolugdo

para organogel.
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Figura 57 - Gréfico de residuos obtido pelo software Statistica® 13, para avaliar os efeitos dos

residuos em relacdo ao Q%4h.
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Figura 58 - Gréfico de superficie de resposta obtido pelo software Statistica® 13, para avaliar

0 Q%4h em funcgéo das diferentes rotagdes e formulagdes.
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Figura 59 - Grafico de superficie de resposta obtido pelo software Statistica® 13, para avaliar 0 Q%4

em funcgéo das diferentes rotacdes e porta-amostras.
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Figura 60 - Grafico de superficie de resposta obtido pelo software Statistica® 13, para avaliar 0 Q%4
em funcdo das diferentes formulages e porta-amostras.
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Na Figura 60 avaliou-se a Q%4h através das variaveis formulacdo e porta-amostra,
onde se observou que ambas as formula¢fes apresentaram um mesmo comportamento quando
foram avaliadas frente ao porta-amostras, ambas nas 4h de ensaio conseguiram liberar mais
quando utilizado o aparato 5.

Nas figuras 62, 63, 64, 66, 67 e 68 sdo apresentados os perfis de dissolugdo dos
ensaios realizados.

Quando comparados aos resultados estatisticos, é possivel notar uma influéncia da
formulacdo nos perfis obtidos, mas ha também uma influéncia direta do porta-amostra no
perfil final de dissolugdo. Em se tratando da formulagéo, a F48 apresenta uma tendéncia a
liberar mais rapidamente seu contelldo em menos tempo quando em comparacdo a F49, tal
comportamento pode estar associado a composicdo da F48, que apresenta uma maior
quantidade de polimero em sua formulagdo, assim como uma menor quantidade de lecitina e
colesterol, levando a crer que essa diferenca de aproximadamente 10% a menos na quantidade
de polimero e lecitina possa ter contribuido para a liberacdo mais expressiva de seu contetido
de meloxicam.

Entretanto, um parametro que se mostrou determinante foi a escolha do porta-amostra.
A literatura indica que a forma com a qual a matriz de organogel é exposta ao meio de
dissolucdo é de extrema importancia, pois é capaz de alterar drasticamente o perfil de
liberacdo do farmaco nele contido (ZHANG; FASSIHI, 2020). Quanto maior a area de
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contato da amostra com 0 meio, mais rapidamente seu conteldo serd liberado, tal
comportamento fica evidente ao comparar a liberagdo de um porta-amostra ao outro.

O aparato 5, também denominado pa sobre disco, apresenta uma area superficial de
amostra maior (figura 61), o que facilita a exposicdo ao meio de dissolucdo e leva a uma
liberagdo um pouco mais rapida no inicio. O perfil de liberagdo para F48 e F49, utilizando o
aparato 5 como porta-amostra, podem ser vistos nas figura 62 e 63. Como esperado, quando

comparadas, a formulacdo 48 apresenta uma melhor liberacao inicial.

Figura 61: Aparato 5 contendo formulacgao de organogel.

Figura 62 - Perfis de dissolucdo da formulag&o 48 utilizando aparato 5 a 50 e 75 RPM.
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Figura 63 - Perfis de dissolucdo da formulagéo 49 utilizando aparato 5 a 50 e 75 RPM.
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Figura 64 - Comparacdo dos perfis obtidos para ambas as formulacfes em 50 e 75 RPM.
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Ja o copo de suspensdo, possui uma menor area superficial livre de amostra em contato

com o meio (20 x 8.2mm) (Figura 65), além de um formato diferente quando comparada ao

aparato 5, o que faz com que, mesmo tendo praticamente 0 mesmo peso, os perfis sejam tdo
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diferentes entre si em relacdo a velocidade de liberagdo. Os perfis de dissolucdo obtidos com
0 copo de suspensdo podem ser visto nas figuras X e x, como observado anteriormente, a F48

foi capaz de liberar pouco mais de seu contetdo quando comparada a F49, uma comparacgéo
entre as duas formulacdes pode ser vista na figura x.

Figura 65 - Copo para suspensdo contendo formulagédo de organogel.

Figura 66 - Perfis de dissolucdo da formulagéo 48 utilizando copo para suspensao a 50 e 75 RPM
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Figura 67- Perfis de dissolucéo da formulagdo 49 utilizando copo para suspensdo a 50 e 75 RPM
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Figura 68 - Comparacdo dos perfis obtidos para ambas as formulacdes em 50 e 75 RPM.
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A partir dessa avaliacdo e com base na analise estatistica, entende-se que o método de
dissolugédo adequado para as formulages de organogel é utilizando o aparato 5, 75 RPM, 500
mL de tampéo PBS pH 7,4

4.4.1 Comparagéo entre os perfis de dissolucéo

Dessa forma para a avaliacdo da cinética de dissolucdo foram considerados os perfis
de dissolucdo das formulacGes 48 e 49 nessas condigdes. Para isso foram utilizados trés
diferentes modelos previamente listados (Tabela X, item 3.4.4.3). Os resultados obtidos estédo
listados na Tabela 41.

Para compreender melhor qual modelo é capaz de explicar a cinética de dissolucéo do
farmaco a partir do organogel, sdo utilizados alguns parametros, entre eles estdo o Coeficiente
de determinacdo ajustado (Rzadj), os critérios de avaliacdo Akaike (AIC) e de selecdo do
modelo (MSC) (ISSA et al., 2022).

Tabela 41 - Valores de R? Akaike e MSC referentes aos diferentes modelos matematicos, calculados
para o estudo liberagdo in vitro a partir da formulacdo 48 e 49.

Peppas-Sahlin 48 - ap.5-75rpm 49 -ap.5-75rpm

Rsqr_adj 0.9571 0.9696
AIC 36.4983 32.9424
MSC 1.9423 2.3118

Gompertz 48 - ap. 5-75rpm 49 - ap. 5-75rpm

Rsqr_adj 0.9861 0.9959
AIC 28.5924 18.8535
MSC 3.0717 4.3244

Weibull 48 - ap. 5 -75rpm 49 - ap. 5-75rpm

Rsqr_adj 0.9771 0.9688
AIC 32.1049 33.1280
MSC 2.5699 2.2852

Com base nos dados obtidos, € possivel dizer que Gompertz € o0 modelo que melhor se
aplica a formulagdo, ja que apresenta um melhor Rzad,-, menor nimero de Akaike e maior

resultado de selegdo do modelo. Entretanto, essas cinéticas se aplicam até as 18 h de ensaio,
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que correspondem a porcentagem de farmaco dissolvidos de até 60%. De acordo com a
literatura para formas farmacéuticas onde ndo h4 uma forma geométrica definida a cinética
deve ser avaliada até esse limite (DASH et al., 2010). Esse modelo descreve uma liberacédo
mais intensa no inicio do ensaio, que pode estar relacionada a difusdo do farmaco presente na
superficie da formulagéo proxima ao meio de dissolugéo, seguido de uma liberagdo mais lenta
relacionada a composi¢do do polimero (ZHANG, FASSIHI, 2020; DASH et al., 2010).

Até as 18 horas de ensaio é possivel notar um comportamento padrdo nos ensaios de
dissolucdo, onde a formulacdo apresentando um periodo de estabilidade para s6 entdo passar a
liberar mais do farmaco. Isso pode ocorrer gracas ao fendmeno denominado relaxamento. O
relaxamento polimérico consiste em como 0s materiais viscoelasticos, especialmente os
materiais poliméricos, aliviam a tensdo sob stress constante. Os materiais viscoelasticos se
comportam de maneira ndo linear e ndo-hookeano. A ndo linearidade desses materiais €
indicada pelo relaxamento da tenséo e também por outro fendmeno conhecido como fluéncia
viscoeldstica, que descreve como a deformacdo de um material viscoelastico muda sob tensdo
constante (WANG; WANG, 2019).

Pode-se supor, com base nos resultados obtidos nos perfil de dissolucdo, que o
polimero contido no organogel passa primeiro por uma fase de relaxamento, que se estende
até aproximadamente 18 horas no ensaio de dissolucdo e entdo é seguido por uma fase de
erosdo, onde ocorre uma maior liberacéo do farmaco contido na matriz (PIRONI, 2019).

Entretanto sO seria possivel avaliar com a realizacdo de um experimento onde fosse

possivel obter 100% do farmaco dissolvido.

Tabela 42 - Porcentagem dissolvida para a formulacdo 48, aparato 5, 75 RPM, utilizando o modelo
cinético de ordem zero no DDsolver.

Tempo (H) F48 -ap. 575 rpm F49 -ap. 575 rpm
0.5 19.4 18.35
1 35.15 30.45
2 47.95 429
4 52.4 46.25
6 54.6 50.2
18 56.65 54.35
24 66.75 59.95
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30 76.85
36 86.95
42 97.05
48 .
54 -
60 :
66 -

65.55
71.15
76.75
82.35
87.95
93.55
99.15

Com a obtencgéo desses dados, novos perfis foram tragados. O Perfil da formulacdo 49

utilizando aparato 5 a 75 RPM (Figura 69) demonstrou a necessidade de um ensaio de

aproximadamente 66 horas para atingir aproximadamente 100% de liberacdo, enquanto a

formulacéo 48 (Figura 70), 42 horas.

Figura 69 - Perfil de dissolucdo para Formulagéo 49, aparato 5, 75 RPM, tracado utilizando os dados

obtidos com o DDSolver.
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Figura 70 - Perfil de dissolugcdo para Formulagéo 48, aparato 5, 75 RPM, tragado utilizando os dados

obtidos com o DDSolver.
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5 CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver um método de dissolucdo para as formulacbes de organogel
com o auxilio do delineamento experimental. Com o uso do DDSolver foi possivel também
estabelecer um modelo cinético para as primeiras 18 horas de ensaio, onde observou-se um
fendmeno comum em polimeros, que é o relaxamento seguido de erosédo, levando a liberacdo
do farmaco. No geral, com todos os dados analisados, pode-se dizer que a principal influéncia
na liberacdo esta no porta-amostras, seguido entdo da formulagéo e por ultimo a velocidade de
agitacao.

Dessa forma, propdem-se que um método adequado para o ensaio de dissolucdo do
organogel de meloxicam seja realizado utilizando aparato 5, com velocidade de agitacdo de

75 rpm, 500 mL de meio, sendo ele o tampéo PBS pH 7,4 a 37 °C.
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