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RESUMO

O cetoprofeno é um Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) que apresenta baixa solubilidade em
solventes aquosos. Além disso, apresenta outros desafios relacionados as suas propriedades
farmacoldgicas, tais como necessidade de diminuir efeitos colaterais gastrointestinais e meia-
vida de eliminacéo curta. Varias estratégias de formulacdo tém sido utilizadas para lidar com
estes problemas, tais como: preparagdes injetaveis para inicio de acdo rapido, supositorios e
revestimentos entéricos para diminuir os efeitos gastrointestinais e formas farmacéuticas de
liberac&o controlada para contornar os problemas de meia-vida de eliminagdo curta. Por outro
lado, o uso de sais e cocristais de cetoprofeno sempre atraiu um interesse substancial, devido
as possibilidades de melhorias obtidas no que diz respeito a tolerabilidade e solubilidade, com
aumento da taxa e extenséo de absorcao e reducédo do inicio do efeito terapéutico. Sendo assim
0s objetivos deste trabalho sé@o realizar estudos de obtencdo, caracterizacdo, estabilidade
acelerada e solubilidade em diferentes formas sélidas de cetoprofeno. Inicialmente, dois
métodos analiticos foram validados para aplica¢éo nos estudos: um método espectrofotométrico
e um método por CLAE. O método por CLAE demonstrou melhores resultados de seletividade,
precisdo e exatiddo, sendo este o escolhido para os demais ensaios do trabalho. Foram obtidas
duas formas solidas com estruturas cristalinas ndo reportadas na base Cambridge Structural
Database (CSD): o sal sddico de cetoprofeno (CETNa) e um cocristal de cetoprofeno e sacarina
1:2 (CET_SMPT_SAC 5). As amostras foram caracterizadas por estudos de difracdo de raios-
X de p6 (DRXP), espectroscopia na regido do infravermelho (V) e andlises térmicas (TG e
DSC). Alem disso, foram realizados estudos de estabilidade acelerada e solubilidade.
Entretanto, embora o cocristal de cetoprofeno e sacarina 1:2 tenha sido caracterizado, a sua
obtencdo ndo se mostrou reprodutivel, ndo sendo possivel realizar estudos de solubilidade na
amostra. Os estudos de solubilidade em CETNa demonstraram que sua solubilidade em agua
foi cerca de 80 vezes maior. No entanto, CETNa apresentou problemas de estabilidade em
comparacdo ao CETMP, onde CETNa apresentou um teor menor depois de 3 meses de ensaio
sob as condicBes experimentais dos estudos de estabilidade acelerada. Também apresentou
amorfizacdo nos estudos de estabilidade e apds tamisacdo, fatores que sdo desvantajosos. Sendo
assim, nao foi possivel propor uma forma farmacéutica sélida de uso oral para este sal.
Entretanto, estudos de caracterizacdo de diferentes formas solidas de IFAs sdo de fundamental
importancia para contribuir com aspectos relacionados a qualidade, seguranca e eficacia de
medicamentos.

Palavras-chave: Cetoprofeno sodico; Cocristal de cetoprofeno; Validacdo; Solubilidade;
Estabilidade Acelerada



ABSTRACT

Ketoprofen is an Active Pharmaceutical Ingredient (API) that has low solubility in aqueous
solvents. Furthermore, it presents other challenges related to its pharmacological properties,
such as: the need to reduce gastrointestinal side effects and short elimination half-life. VVarious
formulation strategies have been used to deal with these problems, like injectable preparations
for rapid release, suppositories, and enteric coatings to decrease gastrointestinal effects, and
controlled-release dosage forms to circumvent short elimination half-life problems. On the
other hand, the use of salts and co-crystals of ketoprofen has always attracted substantial
interest, due to the possibilities of improvements obtained regarding tolerability and solubility,
with rate and extent of absorption increase, and onset of the therapeutic effect reduction.
Therefore, the aims of this research were to carry out studies of ketoprofen solid-state obtention,
characterization, accelerated stability and solubility. Initially, two analytical methods were
validated for application in the study: a spectrophotometric method and a HPLC method. The
HPLC method showed better results in selectivity, precision, and accuracy, which was chosen
for the other tests. Two solid forms with crystal structures not reported in the Cambridge
Structural Database (CSD) were obtained: the sodium salt of ketoprofen (CETNa) and a
cocrystal of ketoprofen and saccharin 1:2 (CET_SMPT_SAC_5). The samples were
characterized by X-ray powder diffraction (XRDP), infrared spectroscopy (IR) and thermal
analysis (TG and DSC) studies. In addition, accelerated stability and solubility tests were
performed. However, although the cocrystal of ketoprofen and saccharin 1:2 has been
characterized, its achievement was not reproducible, making it impossible to carry out solubility
studies in the sample. Solubility studies in CETNa demonstrated that its solubility in water was
about 80 times greater. Nevertheless, CETNa presented stability problems compared to
CETMP, where CETNa had a lower content after 3 months of testing under the experimental
accelerated stability conditions. It also showed amorphization in stability studies and after
sieving, which are disadvantageous factors. Therefore, it was not possible to propose a solid
pharmaceutical form for oral use for this salt. However, characterization studies of different
solid forms of APIs are fundamental to contribute to aspects related to the quality, safety and
efficacy of medicines.

Keywords: Ketoprofen sodium; Ketoprofen cocrystal; Validation; Solubility; Accelerated
Stability
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1 INTRODUCAO

Grande parte dos Insumos Farmacéuticos Ativos (IFAs) sdo comercializados atualmente
no estado sélido, sobretudo por razBes de estabilidade e facilidade no desenvolvimento dos
medicamentos (PRADO, ROCHA, 2015). Entretanto, formas farmacéuticas sélidas (FFS) com
solubilidade aquosa limitada podem oferecer varios desafios no desenvolvimento farmacéutico,
pois podem apresentar dissolucdo baixa e variavel em fluidos biolégicos, com consequente
eficacia diminuida em pacientes, principalmente quando entregues por via de administracao
oral (BLAGDEN et al., 2007; BEATRICE et al., 2017; FERNANDES et al., 2018). A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) usa o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
(BCS), o qual classifica os IFAs em quatro diferentes classes de acordo com sua solubilidade e
permeabilidade. Os IFAs pertencentes as classes Il ou IV no BCS possuem baixa solubilidade
e, portanto, podem apresentar problemas de biodisponibilidade (ARRUNATEGUI et al., 2015).

Sendo assim, ha uma série de estratégias para maximizar as taxas de dissolucdo de
moléculas com baixa solubilidade aquosa, por exemplo: micronizacdo (CHAUMEIL, 1998;
HERPIN; SMYTH, 2018); solubilizacdo de farmacos em co-solventes (AMIN et al., 2004; LI
et al., 2019; SHAO et al., 2018); solugdes micelares (TORCHILIN, 2007); complexagdo com
ciclodextrinas (RAJEWSKI; STELLA, 1996); uso de sistemas lipidicos (HUMBERSTONE;
CHARMAN, 1997); sintese de cocristais (REMENAR et al., 2003; MCNAMARA et al., 2006;
HICKEY et al., 2007; ROCHA et al., 2016) e uso de sais (AGHARKAR; LINDENBAUM;
HIGUCHI, 1976; HE et al., 2017).

No caso de moléculas ionizéaveis (anibnicas, catibnicas e zwitteridnicas), a formacdo de
sais € a estratégia mais simples e custo-efetiva, ja que quando o IFA é convertido a sal, ocorrem
modificacdes das propriedades do estado solido tais como solubilidade, taxa de dissolucéo,
cristalinidade, higroscopicidade, ponto de fusdo e propriedades fisicas (habito, tamanho de
particula, propriedades de fluxo), etc. (ELDER; HOLM; DE DIEGO, 2013).

Outra estratégia utilizada para modificar as propriedades fisico-quimicas de um IFA é o
uso de cocristais (BRITTAIN, 2016), que sdo materiais cristalinos compostos por duas ou mais
moléculas diferentes dentro da mesma rede cristalina, uma das quais é o IFA, associadas por
ligacGes ndo idnicas e ndo covalentes em uma razdo estequiomética definida (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2018). Cocristais tém sido cada vez mais estudados na busca de
melhorias de solubilidade e taxas de dissolucdo de IFAs pouco sollveis sem a necessidade de
alteracfes na estrutura molecular (REMENAR et al., 2003; MCNAMARA et al., 2006;
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HICKEY et al., 2007; ROCHA et al., 2016). Sao considerados promissores pela possibilidade
de apresentarem solubilidade superior em relacéo ao IFA na forma monocomponente (GOOD;
NAIR, 2009; ROCHA et al., 2016).

O Cetoprofeno é um anti-inflamatorio ndo estereoidal (AINE) amplamente utilizado no
tratamento de uma série de condic¢des inflamatérias e musculoesqueléticas, dor e febre em
criancas e adultos (CARBONE et al., 2013; GALLELLI et al., 2007). E classificado, de acordo
com o BCS, como classe I, ou seja, apresenta baixa solubilidade e alta permeabilidade, com
coeficiente de particdo (LogP) de aproximadamente 3,12 (YAZDANIAN, 2004). Além disso,
apresenta outros desafios relacionados as suas propriedades farmacoldgicas, tais como: i)
necessidade de inicio de acdo rapido para alivio da dor; ii) efeitos colaterais gastrointestinais;
iii) meia-vida de eliminacdo curta (entre 1,5 a 4 horas), exigindo regime de doses multiplas e
consequente baixa adesdo ao tratamento (JAMALLI; BROCKS, 1990; VEYS, 1991).

Vérias estratégias de formulagdo tém sido utilizadas para lidar com estes problemas, tais
como: preparagdes injetaveis para inicio de a¢do rapido; supositorios e revestimentos entéricos
para diminuir os efeitos gastrointestinais; e formas farmacéuticas de liberacdo controlada para
contornar os problemas de meia-vida de eliminacdo curta (KALEEMULLAH et al., 2017;
VEYS, 1991).

Por outro lado, o uso de sais de cetoprofeno sempre atraiu um interesse substancial
(GIORGETTI, 2001), devido as melhorias obtidas no que diz respeito & tolerabilidade e
solubilidade, com aumento da taxa e extensdo de absorcdo e reducdo do inicio do efeito
terapéutico (CIMINI et al., 2015; GIORGETTI, 2001; PANERAI et al., 2012; SARZI-
PUTTINI et al., 2011). Além disso, podem ser utilizados em preparacGes injetaveis com um
pH préximo ao pH fisiolégico, sem a necessidade de conservante, possivelmente reduzindo
reacOes irritantes e danos aos tecidos (SARZI- PUTTINI et al., 2011).

Além dos sais de cetoprofeno, a literatura descreve tentativas de obtengdes de cocristais
deste IFA com os seguintes coformadores: acido cindmico, &cido glutéarico, acido maleico,
acido malonico, nicotinamida, acido oxalico, &cido p-aminobenzoico, acido p-amino-salicilico,
sacarina, ureia e acido tartarico (HIMAWAN et al., 2019; SISWANDI; RUSDIANA; LEVITA,
2015; VAGHELA et al., 2015; WICAKSONO; SETYAWAN; SISWANDONO, 2017).

Entretanto, verifica-se a necessidade de pesquisas abordando a influéncia de diferentes
formas soélidas de cetoprofeno na qualidade fisico-quimica de IFAs. Portanto, estudos de
obtencdo, caracterizacdo, solubilidade e estabilidade acelerada de formas solidas de
cetoprofeno sdo fundamentais para contribuir com aspectos relacionados a sua qualidade e

eficacia, uma vez que tais estudos permitirdo estabelecer vantagens e/ou desvantagens de cada
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forma estudada, pois se determinada forma solida for desvantajosa, torna-se necessario evita-

la. Caso seja vantajosa, pode ser utilizada como alternativa em formulagtes farmacéuticas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CLASSIFICACAO DE FORMAS SOLIDAS DE IFAs

Os IFAs no estado solido podem ser classificados em amorfos ou cristalinos. As formas
amorfas consistem em arranjos desordenados de moléculas que ndo possuem uma rede
cristalina distinguivel (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2007). Os sélidos amorfos
se subdividem em monocomponentes (anidros) ou multicomponentes (solvatos, sais e cocristais
amorfos) (AITIPAMULA et al., 2012).

As formas cristalinas apresentam repeticéo translacional de unidades estruturais idénticas
(BRITTAIN, 2016). Essas unidades estruturais sdo denominadas celas unitarias, ou menos
frequentemente células unitarias (BRITTAIN, 2016; PRADO; ROCHA, 2015). As dimensdes
da cela unitaria podem ser caracterizadas por parametros de rede, que sdo os trés eixos (a, b e
¢) e os angulos entre os eixos (a, B, v) (BRITTAIN, 2016; PRADO; ROCHA, 2015). Existem
sete tipos fundamentais de celas unitarias (sistemas cristalinos), os quais estdo descritas na
Tabela 1.

Tabela 1 - Os sete sistemas cristalinos, definidas a partir dos pardmetros de rede.

Sistema cristalino Relacgdo entre 0s eixos Relacdo entre os angulos
Cubico a=b=c a=pB=y=90°
Tetragonal a=b#c a=pB=y=90°
Ortorrémbico azb#c a=p=y=90°
Monoclinico azb#c a=v=90°p #90°
Triclinico azb#c a£P#y#90°
Hexagonal a=b#c a=pB=90°y=120°
Trigonal a=b=c a=p=90°y#90°

Fonte: BRITTAIN, 2016.

Assim como os sélidos amorfos, as formas cristalinas podem ser classificadas em
monocomponentes (formas anidras e seus possiveis polimorfos) e multicomponentes (solvatos,
sais, cocristais, sais solvatados, cocristais solvatados, sais de cocristais e sais de cocristais
solvatados; cada uma dessas formas podendo apresentar variagbes polimorficas)
(AITIPAMULA et al., 2012; BERRY; STEED, 2017).
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Para que o sistema seja considerado como multicomponente, as interacGes entre as
moléculas ou ions que fazem parte da estrutura cristalina devem ser do tipo ndo covalente e,
portanto, supramoleculares. Enquanto as interacdes intermoleculares entre moléculas no estado
gasoso sdo relativamente passiveis de célculo e, portanto, relativamente bem entendidas, a
natureza tridimensional e compacta de cristais torna a compreensdo das interagdes
intermoleculares consideravelmente mais desafiadora (BERRY; STEED, 2017).

Os solvatos sdo formas sélidas que contém quantidades estequiométricas ou ndo
estequiométricas de um solvente. Se o solvente incorporado ¢ a agua, o solvato € comumente
conhecido como hidrato (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2007).

Os sais s@o definidos como compostos que resultam da substituicdo de parte ou de todos
os hidrogénios de um &cido por um metal ou por um radical agindo como um metal; um solido
ibnico ou eletrovalente (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2018).

Cocristais sdo definidos como materiais cristalinos compostos por duas ou mais moléculas
diferentes dentro da mesma rede cristalina, uma das quais é o IFA, associadas por ligacGes ndo
ibnicas e ndo covalentes em uma razdo estequiomética definida. A molécula que interage nédo
ionicamente com o IFA em um cocristal € denominada coformador. O coformador néo deve ser
um solvente e nem ser volatil (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2018). Além disso,
o coformador deve ser “farmaceuticamente aceitavel” (DAI; CHEN; LU, 2018).

Polimorfos sdo definidos como diferentes formas cristalinas de um IFA (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2018). Portanto, o termo polimorfismo denota sistemas
cristalinos para os quais uma substancia pode existir em estruturas caracterizadas por diferentes
células unitarias, mas onde cada uma das formas consiste exatamente na mesma composi¢ao
elementar (BRITTAIN, 2016).

Dois polimorfos podem ser considerados enantiotropicos entre si se houver uma
temperatura na qual uma forma pode se transformar reversivelmente em outra abaixo do ponto
de fusdo. Para tais sistemas, um polimorfo sera caracterizado por uma faixa definida de
condicgdes sob as quais serd o mais estavel e a outra forma sera caracterizada por uma gama
diferente de condicgdes sob a qual é a fase mais estavel. Quando apenas um polimorfo é estavel
em todas as temperaturas abaixo do ponto de fusdo, dois polimorfos sdo considerados

monotrdopicos um em relagdo ao outro (BRITTAIN, 2016).
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2.2 CETOPROFENO

O cetoprofeno foi sintetizado no laboratorio francés Rhéne-Poulenc em 1967 e introduzido
no mercado em 1973 (VEYS, 1991). Quimicamente, é designado como acido 3-benzoil-a-
metilbenzenoacético (ANVISA, 2019a). Sua estrutura quimica esta demonstrada na Figura 1.

CH,

COOH

Figura 1 - Estrutura quimica do cetoprofeno
Fonte: (ANVISA, 2019a)

2.2.1 Propriedades fisico-quimicas do cetoprofeno

O cetoprofeno é um po cristalino, branco ou quase branco. Apresenta faixa de fusdo de 94
°C a 97 °C, possui massa molar de 254,3 g mol™ e Log P de aproximadamente 3,12. E
considerado um &cido fraco, com valor de pKa de 4,45 a 25 °C (ANVISA, 2019a).

Sua solubilidade é descrita como praticamente insoltvel em agua (cerca de 0,010 mg mL"
1y e facilmente soltivel em acetona, etanol e cloreto de metileno (BRASIL, 2010). No entanto,
em tampao fosfato pH 6,5 ele apresenta solubilidade de 3,31 mg mL™. Por ser um &cido fraco,
sua solubilidade aumenta na medida que o pH aumenta, sendo completamente ionizado e
altamente soltvel em pH béasico (SHOHIN et al., 2012). Na presenca de luz, o cetoprofeno pode
sofrer degradacéo, porém apresenta resisténcia ao calor, oxidacdo ou exposicdo em meio acido
ou béasico (OLIVEIRA; NASCIMENTO; LIMA, 2011).

De acordo com o software ChemSketch (ACD/LABS, 2002), a molécula de cetoprofeno
encontra-se na forma neutra em pH acido (log D de 2,81 em pH 0,0 a 4,0). Entretanto, o
grupamento acido carboxilico da molécula encontra-se desprotonado em pH bésico, com log D
= -0,94 em pH acima de 9,0 (Figura 2). Sendo assim, é possivel a obtencdo de sais de

cetoprofeno em pH bésico.
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Figura 2 - Célculo de logD da estrutura do cetoprofeno.
Fonte: Calculado a partir do software ACD/LABS, 2002.

2.2.2 Formas solidas descritas para o cetoprofeno

Uma pesquisa na base de dados Cambridge Structural Database (CSD) revelou que ha
cinco estruturas cristalinas reportadas para o cetoprofeno até o momento.

A primeira estrutura, correspondente ao cetoprofeno na forma livre (monocomponente),
foi determinada em 1990 a temperatura ambiente, sendo codificada como KEMRUP
(BRIARD; ROSSI, 1990). Os parametros béasicos de cela unitaria sdo: a = 13,893 (8); b = 7,741
(3); ¢ =6,136 (2); « = 89,61 (3)°, f =94,56 (4)°, y = 88,78 (4)°. Apresenta sistema cristalino
triclinico e grupo espacial P1, com uma molécula na unidade assimétrica. De acordo com 0s
autores, 0s grupamentos benzoila e acido carboxilico apresentam conformacao anti em relacéo
ao grupo benzeno (BRIARD; ROSSI, 1990). A representacdo grafica do empacotamento desta
estrutura esta demonstrada na Figura 3.

Figura 3 - Representagdo gréfica do empacotamento da
estrutura do cetoprofeno codificada como
KEMRUP.

Fonte: gerado pelo software Mercury (MACRAE et al.,
2008) a partir da estrutura do cetoprofeno
codificada como KEMRUP (BRIARD;
ROSSI, 1990).
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Em 2018, a estrutura cristalina do cetoprofeno na forma livre foi redeterminada a 100 K
(-173,15 °C) por Pawledzio e colaboradores, sendo denominada como f-ket ou KEMRUPO1
(PAWLEDZIO et al., 2018). A fim de facilitar a compressao, sera padronizada a codificacdo
KEMRUPOL. Possui sistema cristalino triclinico e grupo espacial P1 com uma molécula na
unidade assimétrica. Os parametros basicos de cela unitaria sdo: a = 6,0671 (4); b = 7,5611 (5);
¢ = 13,8523 (9); « = 92,078 (3)°, # = 93,838 (2)°, y = 90,994 (3)°. De acordo com 0s autores,
uma desordem foi observada no grupamento acido propioénico (PAWLEDZIO et al., 2018). A
representacdo grafica de seu empacotamento esta demonstrada na Figura 4.

Figura 4 - Representacdo grafica do empacotamento da
estrutura do cetoprofeno codificada como
KEMRUPOL.

Fonte: gerado pelo software Mercury (MACRAE et al., 2008)

a partir da estrutura do cetoprofeno codificada como
como KEMRUPOQ1 (PAWLEDZIO et al., 2018).

No mesmo trabalho citado anteriormente, Pawledzio e colaboradores realizaram duas
determinac6es da mesma estrutura cristalina do (S)-enantiémero puro do cetoprofeno, sendo o
R-Factor a Unica diferenca entre essas duas determinagfes. As seguintes terminologias séo
utilizadas para essa estrutura: DXKP-a, a-ket, MIRGAY ou MIRGAYO01 (PAWLEDZIO et al.,
2018). A fim de facilitar a compressao, sera padronizada a codificacdo MIRGAYO01 para essa
estrutura. Apresenta sistema cristalino ortorrdombico, grupamento espacial P212:2: com duas
moléculas na unidade assimétrica e 0s seguintes parametros de cela: a = 6,1130 (5); b = 7,3809
(6); ¢ = 55,524 (5); o = = y=90° (PAWLEDZIO et al., 2018). A representacdo grafica de

seu empacotamento estd demonstrada na Figura 5.
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Figura 5 - Representacdo grafica do empacotamento da estrutura do cetoprofeno codificada como
MIRGAYO01
Fonte: gerado pelo software Mercury (MACRAE et al., 2008) a partir da estrutura do cetoprofeno
codificada como MIRGAYO01 (PAWLEDZIO et al., 2018).

Em 2019, Rossi e colaboradores descreveram a estrutura cristalina de uma nova forma
(polimorfo) do (S)-enantibmero do cetoprofeno, a qual é denominada como DXKP-B ou
MIRGAYO02 (ROSSI et al., 2019). A fim de facilitar a compressdo, sera padronizada a
codificacdo MIRGAYO02 para essa estrutura. De acordo com 0s autores, a estrutura apresenta
sistema cristalino monoclinico e grupo espacial P21 com duas moléculas independentes na
unidade assimétrica. Apresenta 0s seguintes parametros de cela: a = 7,6172 (10); b = 6,0317
(8); c =27,401 (4); a=v=90°, p =90.533 (4)° (ROSSI et al., 2019). A representacdo grafica

de seu empacotamento esti demonstrada na Figura 6.

B

Figura 6 - Representacdo grafica do empacotamento da estrutura do cetoprofeno
codificada como MIRGAY 02
Fonte: gerado pelo software Mercury (MACRAE et al., 2008) a partir da estrutura
do cetoprofeno codificada como MIRGAY02 (ROSSI et al., 2019).
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Em 2020, Rossi e colaboradores descreveram a estrutura cristalina de um sal de
trometamina com o (S)-enantibmero puro do cetoprofeno, o qual é denominado DK-T ou
COZBAX (ROSSI et al., 2020). A fim de facilitar a compresséo, serd padronizada a codificacao
COZBAX para essa estrutura deste sal. A estrutura foi determinada a 100 K, demonstrando
sistema cristalino monoclinico e grupo espacial P21. Apresenta os seguintes parametros de cela:
a=19,204 (1); b = 10,0697 (5); ¢ = 21,294 (1); a =y =90°; f = 114.321(2)°.A representacédo

gréfica de seu empacotamento estd demonstrada na Figura 7.

Figura 7 - Representagdo grafica do empacotamento da estrutura do
cetoprofeno codificada como COZBAX
Fonte: gerado pelo software Mercury (MACRAE et al., 2008) a partir
da estrutura do cetoprofeno codificada como COZBAX
(ROSSI et al., 2020).

Os difratogramas calculados a partir das estruturas cristalinas reportadas para o

cetoprofeno no CSD estdo demonstrados na Figura 8.



27

1 I
| ool | .1... Lo o | COZBAX (calculado)
i W - UL AL Iy S AN A M ko itk A

|, /1 MIRGAYO2 (calculado)

| |
1 , | |y 4 | MIRGAYO1 (calculado)
_J} L Av’m\ : J'\_/"‘l‘ u"'} BV JWU“J\J— \ UI‘ Jl\,)"‘b\,j W U\}\«f ...f"l'f»fv\vm

Intensidade normalizada

Il I
* , il i s | KEMRUPO1 (calculado)

WV WA MUV VM W M

i bog Wl KEMRUP (calculado
f I, | 1 )
T e I e

T T T T T T ]
5 10 15 20 25 30 35

Graus 26 (KaCu)

Figura 8 - Difratogramas calculados a partir das estruturas
cristalinas reportadas para o cetoprofeno:
KEMRUP; KEMRUPO1,; MIRGAYO01,;
MIRGAYO02 e COZBAX.

Fonte: gerado pelo software Origin (OriginLab) a partir das
estruturas cristalinas reportadas para o cetoprofeno:
KEMRUP (BRIARD; ROSSI, 1990); KEMRUPO1
(PAWLEDZIO et al, 2018); MIRGAYO0l
(PAWLEDZIO et al., 2018); MIRGAY02 (ROSSI et
al., 2019) e COZBAX (ROSSI et al., 2020).

2.2.3 Propriedades farmacodinamicas do cetoprofeno

O cetoprofeno é um derivado do &cido propidnico com propriedades analgésicas, anti-
inflamatorias e antipiréticas (PANERALI et al., 2012). O mecanismo de acdo principal do
cetoprofeno € a inibicdo das ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2), resultando em uma
reducdo da biossintese de prostaglandinas e tromboxano (PANERAI et al., 2012; SHOHIN et
al., 2012; VEYS, 1991; WILLIAMS; UPTON, 1988). Outras atividades relatadas do
cetoprofeno que podem contribuir para as atividades anti-inflamatdrias e analgésicas sdo:
inibicdo de bradicininas, estabilizacdo das membranas lisossdmicas contra danos osmoticos e
prevencdo da liberacdo de enzimas lisossémicas que mediam a destruicdo tecidual durante a
inflamacdo (PANERAI et al., 2012; VEY'S, 1991).

O cetoprofeno possui um atomo de carbono assimétrico, originando dois enantidbmeros,
ambos possuindo atividade bioldgica (SHOHIN et al., 2012).

Estudos clinicos tém demonstrado a eficacia e a adequacgéo do cetoprofeno em uma ampla
variedade de condicGes dolorosas. As principais indicagdes terapéuticas do cetoprofeno séo:

tratamento da osteoartrite, artrite reumatoide e condicdes relacionadas, analgésico para dor pos-
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operatéria e pds-parto, dor dentaria, dor oncolégica e dismenorreia (SHOHIN et al., 2012;
VEYS, 1991).

A eficéacia do cetoprofeno (50-200 mg/dia) é superior a do ibuprofeno (600-1800 mg / dia)
e do diclofenaco (75-150 mg / dia) quando comparados pela via de administracdo oral (SARZI-
PUTTINI et al., 2013).

2.2.4 Propriedades farmacocinéticas do cetoprofeno

Quando administrado através de formas farmacéuticas de liberacdo convencional, o
cetoprofeno é rapidamente absorvido, com pico de concentracdo plasmatica atingido entre meia
a duas horas ap0s a ingestdo (JAMALI; BROCKS, 1990; VEYS, 1991). Quando comparadas
com as formulacGes de liberacdo convencional, as formas farmacéuticas de liberacdo sustentada
parecem promover a absorcdo completa do cetoprofeno, embora, como esperado, em uma taxa
mais lenta JAMALI; BROCKS, 1990).

A biodisponibilidade do cetoprofeno via oral € acima de 90% (JAMALI; BROCKS, 1990),
pela via intramuscular é de 71 a 96% e pela via retal é de 73-93% (ISHIZAKI et al., 1980). A
presenca ou auséncia de alimentos parece afetar a absorcdo de cetoprofeno, sendo que o pico
de concentracdo plasmatica € maior e alcancado mais rapidamente em condi¢fes de jejum
(BANNWARTH et al., 1988).

O cetoprofeno se liga extensivamente na albumina plasmatica (> 95%) (ROYER et al.,
1986) e concentracdes substanciais de cetoprofeno sdo encontradas no fluido sinovial, o qual é
proposto como o sitio de acdo do cetoprofeno e outros AINEs no tratamento de artrite
reumatoide (JAMALI; BROCKS, 1990). O volume de distribuicdo do cetoprofeno é de
aproximadamente 0,1 a 0,2 L.Kg™' (VEYS, 1991).

O cetoprofeno é extensivamente metabolizado pelas enzimas microssomais hepaticas e sua
meia-vida de eliminacdo é curta (entre 1,5 a 4 horas) e (JAMALI; BROCKS, 1990; VEYS,
1991).
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2.2.5 Doses e indice terapéutico

A dose Unica maxima recomendada para cetoprofeno em formas farmacéuticas solidas
orais de liberacdo convencional é 100 mg e para formas farmacéuticas de liberagdo prolongada
é 200 mg. Dependendo da indicacédo, o regime posoldgico varia de 12,5 mg a cada 4-6 horas
(dose habitual para adultos com febre) a 100 mg por via oral como dose inicial, seguido por 50
mg a cada 6 horas (dose usual para adultos com gota). A dose maxima nédo deve exceder 300
mg/dia (SHOHIN et al., 2012).

O cetoprofeno possui alto indice terapéutico. A dose letal média (DLso) do cetoprofeno é
62,4 mg/kg (ratos, via oral) (SHOHIN et al., 2012).

2.2.6 Efeitos colaterais

Um grande problema no uso de AINES s&o os efeitos adversos que estes podem causar,
interferindo na filtracdo glomerular, retencédo de liquido, podendo afetar a excrecao de sodio e
agua, levando a quadros de hipercalemia, oliguria e andria. Portanto, a utilizacdo desta classe é
bastante limitada (REMINGTON, 2004).

Entre os efeitos colaterais relacionados ao uso do cetoprofeno estdo a retencdo de liquidos,
bem como o aumento de concentragfes de creatinina no plasma (BURKE; SMITH;
FITZGERALD, 2006). Um dos principais eventos adversos provindos do uso de cetoprofeno é
a irritacdo no trato gastrointestinal, podendo causar Ulceras e sangramentos (RADI e KHAN,
2006). Estes efeitos se ddo devido a funcdo das prostaglandinas na protecdo da mucosa
(BURKE; SMITH; FITZGERALD, 2006).

2.2.7 Formas farmacéuticas do cetoprofeno

O cetoprofeno € descrito em uma variedade de formas farmacéuticas. A maioria dos
medicamentos comercializados contém a mistura racémica do cetoprofeno. Entretanto, existem

preparagdes contendo o (S)-(+)-enantibmero, conhecido como dexcetoprofeno (SHOHIN et al.,
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2012). O (R)-(—)-enantiédmero é usado como aditivo em pasta de dentes para prevenir doenga
periodontais (SHOHIN et al., 2012).

Supositérios de cetoprofeno sdo recomendados para reduzir a possibilidade de efeitos
colaterais gastrointestinais. Formas injetaveis (intramuscular ou endovenosa) sdo utilizadas
para promover inicio de acdo mais rapido do que via oral ou retal e para evitar intolerancia
resultante de efeitos colaterais gastrointestinais. Aplicagdes topicas sdo utilizadas para o
tratamento de lesdes esportivas (VEYS, 1991). Tambeém ¢é utilizado na forma de solucdes, as
quais promovem absor¢do mais rapida de cetoprofeno em relacdo as capsulas de liberacao
convencional (JAMALI; BROCKS, 1990). Formas farmacéuticas orais com revestimento
entérico sdo utilizadas para promover a reducdo de efeitos colaterais gastrointestinais em
relacdo as formas farmacéuticas de liberacdo convencional (VEYS, 1991).

O cetoprofeno também é administrado em formas farmacéuticas sélidas orais de liberacéo
convencional, na forma de comprimidos ou capsulas (VEYS, 1991). Entretanto, véarias formas
farmacéuticas de liberacdo controlada (em comprimidos ou cépsulas) sdo propostas para o
cetoprofeno devido a sua meia-vida de eliminacdo curta (KALEEMULLAH et al., 2017). O
principal propdsito das formulacGes de liberacdo controlada € manter as concentracfes
terapéuticas de cetoprofeno no plasma por até 24 horas, através da administracdo de uma Unica
capsula de 200 mg por dia, ajudando a melhorar a adesdo dos pacientes (SCHUMACHER,
1994; VEYS, 1991).

Um estudo publicado ha mais de 35 anos comparou a farmacocinética de cetoprofeno (na
forma livre) administrado na dose de 200 mg em capsulas convencionais com a administracdo
da mesma dose via péletes de liberacdo sustentada. Os péletes de liberagdo sustentada
propiciaram um pico de concentracdo plasmatica menor e mais tardio em relacdo as capsulas
convencionais. Entretanto, os valores de area sob a curva (ASC) foram os mesmos para os dois
tipos de formulacBes. Segundo os autores, estas caracteristicas farmacocinéticas mostraram que
as formulacdes de liberacdo sustentada sdo adequadas para a administracdo de uma dose Unica
de cetoprofeno a cada 24 horas (HOUGHTON et al., 1984).

Um estudo de 1993 comparou as propriedades farmacocinéticas do lisinato de cetoprofeno
administrado na dose de 320 mg (equivalente a 203 mg de cetoprofeno na forma livre) em
capsulas de liberacdo controlada com a mesma dose administrada em capsulas comerciais.
Segundo os autores, as capsulas de liberacdo controlada propiciaram absor¢do mais rapida e
maior biodisponibilidade que as capsulas comerciais. Os autores concluem que as capsulas de

liberacdo controlada também sdo adequadas para administracdo de Unica dose diéria e
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apresentam melhores resultados clinicos. Nenhum efeito colateral foi reportado ou observado
com ambas as formulagdes (FINCATO; FERRARI; SCAPINELLI, 1993).

Um estudo de 1994 descreveu uma nova formulacdo de liberacdo prolongada de
cetoprofeno: péletes em capsulas de gelatina, contendo 200 mg de cetoprofeno (na forma livre)
por cépsula. Segundo os autores, as formulagbes promovem a liberagdo do conteldo de
cetoprofeno somente apds atingirem o ambiente ndo acido do intestino delgado. Além disso,
permitem a manutencdo de concentracdes plasmaticas terapéuticas de cetoprofeno por até 24
horas, através da administracdo de uma Unica capsula de 200 mg por dia, ajudando a melhorar
a adesdo dos pacientes. Os autores concluem que a liberacdo prolongada de cetoprofeno € boa
opcéo para o tratamento sintomético da artrite reumatoide e osteoartrite (SCHUMACHER,
1994).

O cetoprofeno é registrado no Brasil na forma de comprimidos de liberacdo prolongada
(150 mg), comprimidos de liberagéo retardada (200 mg), comprimidos de liberagéo retardada
com revestimento entérico (100 mg), capsulas duras (50 mg), supositérios (100 mg), solucéo
oral (20 mg/mL), gel (25 mg/g), xarope (1 mg/mL), solucdo injetavel (50 mg/mL) e pd
liofilizado para solucdo injetavel (100 mg/2mL). O lisinato de cetoprofeno é comercializado no
Brasil na forma de cépsulas duras de liberagdo prolongada (160 e 320 mg). Também ¢é
comercializado na dose de 200 mg em associacdo ao omeprazol (20 mg) na forma de capsulas
duras com liberacdo prolongada de cetoprofeno (BRASIL, 2012; BRASIL, 2019a).

2.2.8 Sais de cetoprofeno

O uso de sais de cetoprofeno sempre atraiu um interesse substancial devido as melhorias
obtidas no que diz respeito a tolerabilidade e biodisponibilidade (GIORGETTI, 2001).
Entretanto, os sais de cetoprofeno tendem a apresentar alta higroscopicidade. Sendo assim, por
questdes de estabilidade, grandes dificuldades sdo encontradas no preparo de comprimidos
contendo sais de cetoprofeno (COURTEILLE FREDERIC; VEILLARD, 1994).

O lisinato de cetoprofeno apresenta as seguintes vantagens em comparacao a forma écida:
melhor tolerabilidade gastrica, maior solubilidade, aumento da taxa e extensdo de absorgdo e
reducdo do inicio do efeito terapéutico (CIMINI et al., 2015; PANERAI et al., 2012; SARZI-
PUTTINI et al., 2011). Apos a administracdo oral do lisinato de cetoprofeno, as concentracfes

séricas maximas sdao duas vezes mais altas (cerca de 9000 ng/mL) e sdo atingidas ap6s 15
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minutos, em vez de apds 60 minutos, permitindo um inicio de acdo muito rapido do sal em
relacdo a forma livre (SARZI- PUTTINI et al., 2011). Este rapido aumento da concentracdo
plasmatica, propiciado pelo lisinato de cetoprofeno, resulta em uma atividade analgésica
observada apenas 30 minutos apos a primeira administracdo oral (VEYS, 1991). Além disso, a
excelente solubilidade do lisinato de cetoprofeno em solucdo aquosa permite a possibilidade de
seu uso em preparacOes injetaveis com um pH préximo ao pH fisioldgico, sem a necessidade
de conservante, possivelmente reduzindo reaces irritantes e danos aos tecidos no local de
aplicacdo (SARZI- PUTTINI et al., 2011). No entanto, devido a meia-vida curta de 1-2 horas,
é necessario um regime de doses multiplas para administragdo oral de lisinato de cetoprofeno,
resultando em flutuagdo nos niveis plasméticos e efeitos adversos relacionados a dose, com
baixa adesdo de pacientes (MESSERI et al., 2003). Sendo assim, o lisinato de cetoprofeno é
administrado na forma de sistemas de liberacao controlada (CERCIELLO et al., 2016).

A patente CN103524365A (TAO et al., 2014) descreve um método para obtencdo do
lisinato de cetoprofeno, que compreende as seguintes etapas: adi¢do de cetoprofeno em uma
solucdo aquosa de lisina, reacdo em temperatura ambiente para formar sais, adi¢cdo de alcool
etilico absoluto para cristalizacdo, realizacdo de filtracdo e secagem a vacuo para obter o sal de
lisinato de cetoprofeno.

A obtencdo e caracterizacdo do sal sédico do cetoprofeno foi descrita por Hildebrand e
Mauller-goymann (1997). O cetoprofeno sédico foi obtido através da solubilizagdo de 1,02
gramas de cetoprofeno em 8,0 mL de solugdo de NaOH a 0,5 mol.L em etanol a 94%. O etanol
foi removido sob vacuo a 40 °C, e a agua restante foi removida por aquecimento a 40 ° C por
24 horas, produzindo um sélido amorfo. Na sequéncia, 1,0 grama do s6lido amorfo foi disperso
em 1,0 mL de etanol a 96% e a solugéo foi agitada por 8 horas. Posteriormente, 80% do etanol
foi lentamente evaporado a temperatura ambiente até a formacdo dos primeiros cristais. O
etanol remanescente foi entdo removido e o cetoprofeno sédico foi seco a 40°C por dois dias.
O cetoprofeno sodico apresentou ponto de fusdo de 183,9 + 3°C e foi caracterizado por DSC e
Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS). As solucbes de cetoprofeno sodico nédo
apresentaram precipitagdo por um ano em temperatura ambiente (HILDEBRAND; MULLER-
GOYMANN, 1997).

A patente 5.665.384 descreve o preparo de capsulas contendo solugdes oleosas de sais de
sodio, arginina, lisina e N-metilglucamina (COURTEILLE FREDERIC; VEILLARD, 1994).
A patente ndo descreve o modo de obtengéo dos sais.

A patente US 6.291.527 B1 descreve formulacBes farmacéuticas contendo sais de

cetoprofeno com glicosamina, prolina e hidroxiprolina (GIORGETTI, 2001). Os autores
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descrevem procedimentos para preparo dos sais em solugdes aquosas e procedimentos para
preparo utilizando solventes orgénicos. Os sais de glicosamina, prolina e hidroxiprolina foram
administrados em ratos em varias formas farmacéuticas em comparacdo com o cetoprofeno
acido e o cetoprofeno sédico. Segundo o autor, os sais de glicosamina, prolina e hidroxiprolina
demonstraram um surpreendente aumento nas atividades analgésicas e anti-inflamatorias
(GIORGETTI, 2001).

A obtencdo e caracterizacdo de um sal de cetoprofeno com o aminoacido cisteina foi
descrita por Fulias e colaboradores (2015). O cisteinato de cetoprofeno foi obtido ap6s misturar
e triturar cisteina e cetoprofeno na proporcdo 1:1, os quais foram solubilizados em etanol
absoluto a 40°C, que foi posteriormente evaporado, resultando em um pé branco. O sal
apresentou decomposicao entre 156°C e 158°C e foi caracterizado por espectroscopia na regido
do infravermelho, analises térmicas (TG e DSC) e DRXP (FULIAS et al., 2015).

2.2.9 Cocristais de cetoprofeno

A literatura relata tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno com os seguintes
coformadores: &cido cinamico, acido glutarico, acido maleico, &cido malénico, nicotinamida,
acido oxalico, acido p-aminobenzoico, cido p-amino-salicilico, sacarina, ureia e &cido tartarico
(HIMAWAN et al., 2019; SISWANDI; RUSDIANA,; LEVITA, 2015; VAGHELA et al., 2015;
WICAKSONO; SETYAWAN; SISWANDONO, 2017; WICAKSONO; SETYAWAN;
SISWANDONO, 2018).

Siswandi, Rusdiana e Levita (SISWANDI; RUSDIANA; LEVITA, 2015) realizaram um
screening virtual de possiveis coformadores de cetoprofeno empregando um método de docking
molecular. Os parametros observados foram tipo e energia de interacéo e os softwares utilizados
foram ChemOffice 2004, Portable_Hyperchem_8.0.7, AutoDock 4.2.3 e OpenBabelGUI 2.2.3.
As estruturas de possiveis coformadores estudadas foram: acido benzoico, &cido fumarico,
acido maldnico, acido citrico, 4cido estearico, acido succinico, sacarina e metilparabeno. De
acordo com os autores, o screening virtual mostrou que o melhor coformador calculado é a
sacarina. Os autores misturaram cetoprofeno e sacarina na propor¢édo 1:1, trituraram a mistura
e adicionaram 5 mL de metanol. A mistura foi entdo avaliada quanto a solubilidade e
dissolucdo, demonstrando aumento destes parametros em relacdo ao cetoprofeno

monocomponente.
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Vaghela e colaboradores (VAGHELA et al., 2015) prepararam, caracterizaram e avaliaram
a solubilidade de cocristais de cetoprofeno. Os coformadores utilizados pelos autores foram:
acido cinamico, acido glutarico, acido maleico, &cido malénico, nicotinamida, acido oxalico,
acido p-aminobenzoico, acido p-amino-salicilico, sacarina e ureia. O metodo de fusdo foi
empregado no preparo dos cocristais, os quais foram caracterizados por DRXP, DSC e IV e
estudados quanto a solubilidade e dissolucdo. De acordo com os autores, todos 0s cocristais
preparados demonstraram aumento de solubilidade e dissolu¢do quando comparados com
cetoprofeno puro, sendo que cocristais de cetoprofeno e acido p-amino-salicilico exibiram
aumento de 14 vezes na solubilidade.

Wicaksono, Setyawan e Siswandono (WICAKSONO; SETYAWAN; SISWANDONO,
2017) exploraram a formacdo de cocristal de cetoprofeno com &cido maldnico (2:1) pelo
método de evaporacdo de solvente utilizando alcool isopropilico. A deteccdo prévia da
formacdo de cocristais foi realizada por microscopia hot-stage e diagrama de fase sélido-
liquido. Os cocristais foram entdo caracterizados por DRXP, DSC, IV e microscopia eletrdnica
de varredura (MEV).

Wicaksono, Setyawan e Siswandono (2018) descrevem a obtencao e caracterizacdo de um
cristal cetoprofeno-nicotinamida. O cristal cetoprofeno-nicotinamida na razédo molar 2:1 foi
obtido através da técnica de evaporagdo lenta utilizando 2-propanol como solvente. A
caracterizacdo do cristal multicomponente foi realizada por DRXP, DSC, IV e MEV. Foi
demonstrado que o cetoprofeno-nicotinamida apresentou maior solubilidade e taxa de
dissolucdo do que o cetoprofeno monocomponente (WICAKSONO; SETYAWAN;
SISWANDONO, 2018).

Himawan e colaboradores (HIMAWAN et al., 2019) descreveram a obtencdo de cocristal
de cetoprofeno e acido tartarico através de trituracdo de mistura equimolar dos dois
componentes por 10 minutos seguida de evaporacdo lenta de solvente utilizando metanol. O
solido obtido foi caracterizado por DRXP, DSC, IV, microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) e propriedades de fluxo. De acordo com os autores, o cocristal demonstrou melhores
propriedades de angulo de repouso, indice de compressibilidade de Carr, razdo de Hausner e

porosidade.
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2.2.10 Mistura euteética de cetoprofeno e nicotinamida

Zaini e colaboradores (2015) prepararam uma mistura eutética de cetoprofeno e
nicotinamida pela técnica de fusdo. O sélido foi caracterizado por DRXP, microscopia
eletronica de varredura (MEV), IV, DSC e estudos de dissolugdo. Os autores concluiram que
mistura eutética entre cetoprofeno e nicotinamida na fragdo molar de 0,6: 0,4 aumentou
significativamente a taxa de dissolucdo do cetoprofeno em comparacdo com o cetoprofeno

monocomponente e em comparag¢ao com a mistura fisica.

2.3 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

Na rotina laboratorial, devem-se empregar métodos validados, a fim de se assegurar a
confiabilidade dos resultados obtidos. A validacdo analitica consiste num processo sistematico
de testes experimentais que visam comprovar, através de evidéncias documentadas, que 0
método atende aos critérios estabelecidos para o uso pretendido (BRASIL, 2017).

A Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC N° 166, de 24 de julho de 2017 dispde sobre a
validacdo de métodos analiticos e da outras providéncias. Os parametros necessarios para a
validacdo da metodologia analitica de um farmaco, de acordo com a RDC 166 s&o: seletividade,
linearidade, precisao, exatidao, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e robustez (BRASIL,
2017).

A seletividade de um método € comprovada quando se consegue detectar o analito de
interesse, mesmo na presenca de outros componentes na amostra, como excipientes e produtos
de degradacgéo, por exemplo. Em cromatografia, a seletividade deve assegurar que o pico de
resposta em determinado tempo de retencdo se refere apenas ao analito de interesse, sem
interferéncia de nenhum outro componente. Recomenda-se a comprovagao da pureza do pico
cromatografico, utilizando-se detectores de arranjos de diodo (DAD) ou espectrometro de
massas, para que se consiga assegurar que a resposta analitica é unicamente do analito de
interesse (BRASIL, 2017; KONATU, 2014; PALLASTRELLLI, 2013).

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de obter
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra.
E determinada pela correlacio entre a resposta analitica e a concentragio do analito de interesse.

Geralmente expressa-se a linearidade por meio de uma curva analitica. Uma relacéo linear deve
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ser avaliada em toda a faixa estabelecida para 0 método. Para o estabelecimento da linearidade,
deve-se utilizar, no minimo, 5 (cinco) concentracdes diferentes da SQR para as solucGes
preparadas em, no minimo, triplicata. As solugdes utilizadas para avaliacdo da linearidade
devem ser preparadas de maneira independente, podendo ser utilizadas solucdes diluidas de
uma mesma solu¢do mée da SQR. Todos os célculos para a avaliacdo da linearidade devem ser
realizados a partir dos dados de concentragdes reais e respostas analiticas individuais (BRASIL,
2017; LANGCAS, 2004; KONATU,2014).

A preciséo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios com
amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado. A precisdo deve ser
expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade. A
precisdo deve ser demonstrada pela dispersdo dos resultados, calculando-se o desvio padrdo
relativo (DPR) da série de medi¢bes conforme a formula "DPR=(DP/CMD)X100", em que DP
é 0 desvio padrdo e CMD, a concentragdo media determinada (BRASIL, 2017).

A exatidao de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de concordancia entre
os resultados individuais do método em estudo em relacdo a um valor aceito como verdadeiro.
A exatiddo deve ser verificada a partir de, no minimo, 9 (nove) determinacgdes, contemplando
o intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracdes: baixa, média e alta, com
3 (trés) réplicas em cada nivel (BRASIL, 2017).

O limite de deteccao deve ser demonstrado pela obtencdo da menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado,
sob as condicdes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2017).

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas
(BRASIL, 2017).

A robustez é um parametro tipicamente realizado no desenvolvimento do método analitico
que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagdes das condicGes
analiticas (BRASIL, 2017).

Ainda de acordo com a mesma resolucdo, os métodos analiticos oficiais devem ter sua
validade demonstrada por meio de uma validagéo parcial, devendo ser avaliada, pelo menos, os

parametros de preciséo, exatidéo e seletividade (BRASIL, 2017).
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2.4 ESTUDOS DE ESTABILIDADE ACELERADA

A estabilidade de um farmaco ou medicamento é definida como o periodo no qual o
produto retém, dentro de limites especificados, e por todo o seu periodo de armazenamento e
uso, suas propriedades quimicas, fisicas, microbioldgicas e biofarmacéuticas (USP 29; WHO
1996). A estabilidade dos farmacos e medicamentos se baseia na resisténcia a reacdes quimicas,
que podem ocorrer nos constituintes ativos das formulac@es. Todos os farmacos estdo sujeitos
a alguma forma de decomposi¢do quimica ou fisica e de interagdo com 0s outros componentes
da formulacéo (GIL et al., 2010).

O estudo de estabilidade acelerado avalia possiveis alteracdes fisicas, quimicas, bioldgicas
e microbioldgicas de IFAs e medicamentos em condicdes forcadas de armazenamento, visando
auxiliar na determinagdo do prazo de validade e avaliar o efeito de curtas excursdes fora dos
cuidados de conservagédo preconizados (ANVISA 2017).

A resolucdo atual que estabelece os critérios para a realizacdo de estudos de estabilidade
de insumos farmacéuticos ativos e medicamentos é a RDC numero 318 de 2019 (ANVISA,
2019b). A RDC 318/2009 define estudo de estabilidade como:

Estudo projetado para testar e prover evidéncia quanto a variacdo da
qualidade de IFA ou medicamento em funcdo do tempo, diante da
influéncia de uma variedade de fatores ambientais, tais como
temperatura, umidade e luz, além de outros fatores relacionados ao
préprio produto, como as propriedades fisicas e quimicas do IFA e dos
excipientes farmacéuticos, bem como da forma farmacéutica, do
processo de fabricacdo, do tipo e propriedades dos materiais de
embalagem, com o objetivo de estabelecer o prazo de reteste do IFA ou
0 prazo de validade do IFA e do medicamento (ANVISA, 2019b).

A resolucdo RDC numero 318 de 2019 possuiu uma série de especificacbes sobre as
condicdes de realizacdo dos estudos de estabilidade. Em relagcdo ao estudo de estabilidade
acelerada para IFAs com condigcdo de armazenamento em temperatura ambiente (entre 15°C e
30°C), o mesmo deve ser conduzidoa40 °C £ 2 °Ce 75% UR + 5% UR. A resolucéo estabelece
ainda que as amostras devem ser analisadas no tempo inicial, no 3° e no 6° més do estudo,
quanto aos seguintes testes: aspecto; teor do IFA; quantificacdo de produtos de degradacao
individuais e totais; e identificacdo de produtos de degradacdo, quando aplicavel (ANVISA,

2019b). A resolugdo ndo estabelece a necessidade de caracterizagdo das amostras quanto ao
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estado sélido, ou quanto a possiveis transi¢des na estrutura cristalina apds armazenamento do

IFA sob as condigdes descritas.

2.5 ESTUDOS DE SOLUBILIDADE

Solubilidade € caracterizada pela maxima concentracdo do farmaco no meio de dissolucéo
em uma dada temperatura (AULTON, 2005). Sabe-se que diferentes formas solidas de um
mesmo IFA podem apresentar diferencas de solubilidade e taxas de dissolugdo (YU, 2003). A
solubilidade dos farmacos na inddstria farmacéutica € um assunto importante, ja que quarenta
por cento dos compostos comercializados e aproximadamente noventa por cento dos farmacos
em desenvolvimento sdo classificados como pouco soltveis (JOUYBAN, 2010; MARTINE,
JOUYBAN, ACREE, 2017; LOFTSSON, BREWSTER, 2010).

Em farmacos fracamente acidos, a solubilidade cresce com o aumento do pH, pois em um
pH alto o farmaco estara na sua forma ionizada. No entanto, a solubilidade de bases fracas
diminui a medida que o pH aumenta. Para o caso de bases fracas pouco sollveis, é importante
que dissolvam rapidamente no estdbmago, considerando que a sua velocidade de dissolugdo no
intestino sera muito lenta. (KANFER, 2002).

A notatécnican. 003 da ANVISA (BRASIL, 2013) versa sobre a avaliacdo de solubilidade
de farmacos. A ANVISA especifica que a solubilidade de um farmaco no equilibrio deve ser
determinada a 37 + 1 °C em no minimo trés diferentes meios dentro da faixa de pH fisiol6gico
(entre 1,2 a 6,8). Deve-se adicionar quantidades crescentes de farmaco ao meio selecionado
para a obtencdo de uma solu¢édo saturada que deve ser mantida sob agitacdo por 24 a 48 horas
em velocidade e temperatura controladas, até que a solubilidade de equilibrio seja atingida.
Deve-se utilizar um método validado e indicativo de estabilidade para quantificacdo das
amostras (BRASIL, 2013).

A eficécia terapéutica esta inteiramente relacionada com a biodisponibilidade, a qual, por
sua vez, esta diretamente relacionada com parametros de solubilidade (LAWRENCE et al.,
2002). Considerando que uma das grandes preocupacfes das industrias farmacéuticas é
desenvolver medicamentos que apresentam boa biodisponibilidade oral, torna-se necessario
conhecer abordagens de desenvolvimento de medicamentos solidos que apresentem maior

solubilidade, tais como a obtencéo de sais, cocristais ou polimorfos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos de obtencdo, caracterizacdo, estabilidade acelerada e solubilidade em

diferentes formas solidas de cetoprofeno.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Validar métodos para quantificacdo de cetoprofeno;

b) Realizar tentativas de obtencéo de diferentes formas solidas do cetoprofeno;

¢) Realizar estudos de caracterizacdo em formas sélidas de cetoprofeno utilizando técnicas
de DRXP, IR, DSC e TGA,;

d) Realizar estudos de estabilidade acelerada em formas solidas de cetoprofeno;

e) Realizar estudos de solubilidade em formas sélidas de cetoprofeno.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS E REAGENTES

Os reagentes e solventes utilizados foram disponibilizados pelo Nucleo de Controle de
Qualidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Alfenas-MG
(NCQ/FCF-UNIFAL-MG).

Os solventes e reagentes utilizados estéo descritos a seguir:

Acido acético Glacial Dindmica Quimica Contemporanea® LTDA (S&o Paulo, SP); acido
cloridrico 37% P.A Quimica moderna Industria e Comércio® LTDA (Barueri, SP); hidroxido
de sédio P.A. Dindmica Quimica Contemporanea® LTDA (S&o Paulo, SP); metanol P.A.
Dinamica Quimica Contemporanea® LTDA (S&o Paulo, SP). Amostras (matéria-prima,
excipientes e coformadores): cetoprofeno matéria-prima, lote: 16402-3004+-009738 validade:
27/01/2020; croscarmelose sodica Henrifarma® (S&o Paulo, SP); Estearato Fragon SM
empreendimentos farmacéuticos® (Anapolis, GO); Lactose Henrifarma® (Sdo Paulo, SP); acido
acetilsaliscilico Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo, SP), acido ascdrbico Sigma-Aldrich® (Sio Paulo,
SP); acido citrico Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo, SP); acido esteérico Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo,
SP); 4cido fumarico Sigma-Aldrich® (S&o Paulo, SP); acido glutdmico Sigma-Aldrich® (So
Paulo, SP); sacarina Sigma-Aldrich® (S&o Paulo, SP).

4.2 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

Os equipamentos e materiais utilizados nos ensaios estdo descritos a seguir:

Balanca Sartorius® CP225D (Gotinga, Alemanha); balanca Sartorius® ALC (Gotinga,
Alemanha); balanca analitica Marte® LTDA (Santa Rita do Sapucai, MG); banho-maria Ethik
Technology® (Vargem Grande Paulista, SP); calorimetro exploratério diferencial (DSC)
Netzsch® Syrius 3500 (S&o Paulo, SP, Brasil); calorimetro exploratorio diferencial (DSC) T.A.
Instruments® Q20 (New Castle, Inglaterra); difratdmetro de Raios-X de pd Rigaku® Ultima IV
(tipo 11) (Téquio, Japdo); estufa Marconi® (Piracicaba,SP); estufa de dessecacdo Ethik
Technology® 400 2ND (Vargem Grande Paulista, SP); estufa de estabilidade Ethik
Technology® (Vargem Grande Paulista, SP); mesa agitadora orbital com controle de
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temperatura Marconi® (Piracicaba, SP); espectrofotometro Shimadzu® (Tamboré, SP); filtros
PTFE Microlab Scientific® (Mongkok, Kowloon Hong Kong); filtro de papel quantitativo C40
faixa branca/filtro redondo/filtragdo média — lote: 195601214; cromatdgrafo liquido Shimadzu®
Class — VP (Tambore, SP) com médulos desgaseificador modelo DGU14A, bomba LC-10AD
vp, forno CTO-10A vp, detector SPD-10A e controlador SCL-10 A vp; cromatdgrafo liquido
LC-Solution Shimadzu® (Tamboré, SP) com modulos desgaseificador DGU20A, bomba LC-
20AD vp, forno CTO-20A vp, detector SPD-M20 A, injetor automatico SIL-20ACht e
controlador CBM-20A vp ; espectrofotdmetro de infravermelho Shimadzu® FTIR-ATR
affinity-1 (Tamboré, SP); mesa de agitacdo Solab® (Piracicaba, SP); equipamento de
termogavitrometria (TG) T.A. Instruments® SDT Q600 (New Castle, Inglaterra); peagametro
Marconi® PA 200 — Sartorius® (Gotinga, Alemanha); sistema de filtracdo a vacuo Logen
Scientific®; sistema de purificagdo de agua Gehaka® OS20LXE (Sdo Paulo, SP); ultrassom

UNIQUE® USC 2800 A (Indaiatuba, SP).

4.3 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA POR ESPECTROFOTOMETRIA

4.3.1 Seletividade

As amostras para realizacdo da seletividade foram preparadas como descrito a seguir:

a) solucdo padrdo: pesou-se 0,01 g de cetoprofeno e solubilizou-se em cerca de 70 mL de
NaOH 0,1 mol.L? levando ao ultrassom por 10 minutos. Completou-se com solvente
NaOH 0,1 mol.L? para baldo volumétrico de 100 mL e filtrou-se em papel de filtro
quantitativo. Em seguida, transferiu-se, com auxilio de uma micropipeta, 1 mL dessa
solucdo para baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com NaOH 0,1
mol.L? (concentragdo final de ativo de 10 pg.mL™). Realizou-se o procedimento em
triplicata (amostras independentes);

b) solucdo placebo: pesou-se 0,008 g da mistura de excipientes e solubilizou-se em cerca
de 70 mL de NaOH 0,1 mol.L? levando ao ultrassom por 10 minutos. Completou-se
com solvente NaOH 0,1 mol.L* para baldo volumétrico de 100 mL e filtrou-se em papel
de filtro quantitativo. Em seguida, transferiu-se, com auxilio de uma micropipeta, 1 mL

dessa solucdo para baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com NaOH 0,1
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mol.L? (concentragéo final do placebo de 8 ng.mL™). Realizou-se o procedimento em
triplicata (amostras independentes);

¢) solucdo padréo adicionado de placebo: pesou-se 0,01 g de cetoprofeno e 0,008 g de
placebo e solubilizou-se em cerca de 70 mL de NaOH 0,1 mol.L? levando ao ultrassom
por 10 minutos. Completou-se com NaOH 0,1 mol.L* para baldo volumétrico de 100
mL e filtrou-se em papel de filtro quantitativo. Em seguida, transferiu-se, com auxilio
de uma micropipeta, 1 mL dessa solucdo para baldo volumétrico de 10 ml e completou-
se 0 volume com NaOH 0,1 mol.L™? (concentragdo final do ativo de 10 pg.mL™).
Realizou-se o procedimento em triplicata (amostras independentes).

As solucdes preparadas foram analisadas no espectrofotdmetro através de uma varredura

na regido de 200 a 400 nm.

4.3.2 Linearidade

Pesou-se 0,01g de cetoprofeno, solubilizou-se em cerca de 70 mL de NaOH 0,1 mol.L*
levando ao ultrassom por 10 minutos e completou-se com NaOH 0,1 mol.L*? para baldo
volumétrico de 100 mL (concentragdo final de ativo de 100 ug.mL™). Com auxilio de uma
micropipeta, procedeu-se as dilui¢cbes da solucdo de cetoprofeno conforme Tabela 2 abaixo,
transferindo para bal@es volumétricos de 10 mL e completando o volume com NaOH 0,1 mol.L"

! Preparou-se trés réplicas para cada concentragio (amostras independentes).

Tabela 2 - Concentracdes de cetoprofeno em agua destilada, utilizadas no ensaio de linearidade.

Volume de solugdo padréo NaOH 0,1 mol.L? Concentragdo
Amostras "
(uL) gsp. (mL) (ng.mL™)
1 400 10 4,0
2 600 10 6,0
3 800 10 8,0
4 1000 10 10,0
5 1300 10 13,0

Fonte: do autor.

Em seguida, procedeu-se as leituras das amostras de cetoprofeno (n=15), em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 260,0 nm. Construiu-se a curva de calibracdo
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plotando os valores das absorbéancias em fungdo das concentragfes medidas, construiu-se o
grafico de dispersdo dos residuos acompanhado de avaliagdo estatistica, determinou-se a
equacdo da reta de regressdao estimada pelo método dos minimos quadrados e avaliou-se a
associacdo linear entre as variaveis por meio dos coeficientes de correlacdo (r) e determinacao

(r?), e determinou-se a avaliagdo da significancia do coeficiente angular.

4.3.3 Precisao

A precisao foi avaliada aos niveis de repetibilidade e precisdo intermediéria.

Para a realizacdo da precisdo por repetibilidade, as solu¢des foram preparadas de acordo
com o descrito a seguir.

Pesou-se 0,01 g de cetoprofeno e 0,008g de placebo, solubilizou-se em cerca de 70 mL de
NaOH 0,1M levando ao ultrassom por 10 minutos e completou-se com NaOH 0,1M para baldo
volumétrico de 100 mL (concentragio final de ativo de 100 ug.mL™?). Com auxilio de uma
micropipeta, procedeu-se as diluicBes da solucdo de cetoprofeno conforme tabela abaixo,
transferindo para baldes volumétricos de 10 mL e completando o volume com NaOH 0,1M.
Preparou-se trés réplicas para cada concentracdo (amostras independentes). As solugfes foram

preparadas de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 - Concentragdes de cetoprofeno em NaOH 0,1 mol.L-1, utilizadas no ensaio de precisdo
intermediaria.

Volume de solucdo padréo NaOH 0,1 mol.L* Concentragdo
Amostras )
(uL) gsp. (mL) (ng.mL™)
1 400 10 4,0
2 1000 10 10,0
3 1300 10 13,0

Fonte: do autor.

Procedeu-se as leituras das amostras de cetoprofeno (n=9), em espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 260,0 nm. Em seguida, calculou-se o desvio padréo relativo entre as

absorbancias obtidas em cada concentracao.
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Procedeu-se as leituras das amostras de cetoprofeno (n=9), em espectrofotobmetro no
comprimento de onda de 260,0 nm. Em seguida, calculou-se o desvio padrdo relativo entre as
absorbancias obtidas em cada concentracéo.

Para avaliacdo de precisdo intermediaria, repetiu-se o procedimento descrito na precisdo
por repetibilidade em um dia diferente e realizado por um analista diferente, e em seguida
procedeu-se as leituras das amostras (n=9), em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
260,0 nm, calculando o desvio padréo relativo entre as absorbancias obtidas, considerando as

absorbancias do estudo de precisédo por repetibilidade.

4.3.4 Exatidao

Para a realizacdo do ensaio de exatiddo, pesou-se 0,01 g de cetoprofeno e 0,008g de
placebo, solubilizou-se em cerca de 70 mL de NaOH 0,1 mol.L* levando ao ultrassom por 10
minutos e completou-se com NaOH 0,1 mol.L? para baldo volumétrico de 100 mL
(concentracdo final de ativo de 100 ug.mL™t). Com auxilio de uma micropipeta, procedeu-se as
diluicbes da solucdo de cetoprofeno conforme tabela abaixo, transferindo para balGes
volumétricos de 10 mL e completando o volume com NaOH 0,1 mol.L™ . Preparou-se trés
réplicas para cada concentracdo (amostras independentes). As amostras foram preparadas de
acordo com a Tabela 4.

Tabela 4 - Concentracdes de cetoprofeno em NaOH 0,1mol.L-1, utilizadas no ensaio de exatidao.

VVolume de solucdo padréo NaOH 0,1 mol.L? Concentragao
Amostras "
(uL) gsp (mL) (ng.mL™)
1 400 10 4,0
2 1000 10 10,0
3 1300 10 13,0

Fonte: do autor.

Para o preparo da solucdo padréo, pesou-se 0,01 g de cetoprofeno e solubilizou-se em
cerca de 70 mL de NaOH 0,1 mol.L™ levando ao ultrassom por 10 minutos. Completou-se com
NaOH 0,1 mol.L"* para baldo volumétrico de 100 mL e filtrou-se em papel de filtro quantitativo.

Em seguida, transferiu-se, com auxilio de uma micropipeta, 1 mL dessa solugdo para baldo
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volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com NaOH 0,1 mol.L™ (concentragéo final de
10 pg.mL-1). Realizou-se o procedimento em triplicata (amostras independentes).
Procedeu-se as leituras das amostras de cetoprofeno (n=9) e do padrdo (n=3), em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 260,0 nm. Em seguida, calculou-se a
recuperacdo entre as absorbancias obtidas em cada concentracdo em relacdo ao padréo, de

acordo com a seguinte formula:

Recuperacdo = CD/CT x 100

Onde, CD é a concentracdo determinada (experimentalmente) e CT é a concentracdo

tedrica.

4.3.5 Limite de quantificacdo e de deteccéo

O limite de quantificacdo foi calculado em relacéo ao desvio padréo residual da linha de

regressao utilizando a seguinte formula:

LQ=(10 x 5 )/IC

Onde: IC ¢ a inclinacdo da curva de calibracdo e ¢ € o desvio padrao dos residuos da linha
de regressao.
O limite de deteccédo foi calculado em relagdo ao desvio padrdo residual da linha de

regressao utilizando a seguinte formula:

LD=(3,3x ¢ )/IC

Onde: IC ¢ a inclinagdo da curva de calibragdo e ¢ ¢ o desvio padrao dos residuos da linha

de regressao.
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4.3.6 Robustez

Para o ensaio de robustez, as amostras foram preparadas da mesma forma descrita no

ensaio de exatiddo.

A robustez do método foi avaliada através de testes relacionados as seguintes variaveis:

a)

b)

d)

estabilidade das solugdes em fungdo do tempo: preparou-se solugfes na concentragéo
de 100% de cetoprofeno mais placebo em triplicata utilizando NaOH 0,1 mol.L como
solvente e procedeu-se com as leituras no tempo zero e apos 24 e 48 horas;

variacdo do tempo de ultrassom: para verificar a influéncia do tempo de ultrassom,
preparam-se solucbes na concentragdo de 100% de cetoprofeno mais placebo em
triplicata utilizando NaOH 0,1 mol.L* como solvente e submeteu-se ao ultrassom por
8 minutos. ApoOs esse tempo foram efetuadas as leituras das absorbancias em
espectrofotdmetro.

alteracdo da marca do papel de filtro quantitativo: para verificar a possivel
interferéncia da marca do papel de filtro preparam-se solugdes na concentracdo de
100% de cetoprofeno mais placebo em triplicata utilizando NaOH 0,1 mol.L como
solvente e realizou-se a filtracdo, empregando-se o papel de filtro quantitativo da
marca Unifil. Apds a filtracdo foram efetuadas as leituras das absorbancias em
espectrofotdmetro;

modificacdo da concentracdo do solvente: Para verificar a possivel interferéncia da
concentracdo do solvente preparam-se solucdes na concentracdo de 100% de

cetoprofeno mais placebo em triplicata utilizando NaOH 0,09 mol.L* como solvente.

Os dados obtidos sob cada condig¢do descrita acima foram comparados com os dados

obtidos a partir de amostras preparadas sob condi¢fes 6timas.

4.4 VALIDACAO PARCIAL DE METODO ANALITICO POR CLAE

Foi

realizada uma validacdo parcial de metodologia analitica por CLAE utilizando o

método descrito na farmacopeia americana (USP, 2017), atraves da avaliacdo dos parametros

de seletividade, linearidade, precisdo por repetibilidade, precisdo intermediaria, exatiddo, limite

de quantificacédo e limite de deteccéo.
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As condigdes cromatograficas utilizadas para os ensaios de validacdo foram: fase movel
composta por agua destilada, acetonitrila e acido acético glacial (55:45:0,5 v/v/v), coluna
cromatografica octadecilsilano (C18) 25 cm x 4,6 mm x 5 um, concentragdo do cetoprofeno de
20 ug.mL™* usando fase mével como solvente, fluxo de 1,2 mL.min, tempo de corrida de 9

minutos com tempo de retencdo em aproximadamente 7,5 minutos.

4.4.1 Seletividade

A seletividade do método foi demonstrada pela auséncia de interferéncia de produtos de
degradacéo e de interferéncia dos excipientes presentes em capsulas contendo cetoprofeno.

As cépsulas duras contendo cetoprofeno com teor declarado de 50 mg, de acordo com o
bulario eletrénico da ANVISA, possuem em sua composicao 0s seguintes excipientes: lactose
monoidratada, croscarmelose sddica e estearato de magnésio. O tamanho da cépsula foi
determinado de acordo com a densidade do cetoprofeno (0,450 g/mL), obtendo-se um volume
de 0,11 mL de cetoprofeno, portanto, a capsula de n°. 5 foi escolhida (0,17 mL). A mistura de
excipientes foi feita considerando a concentracdo maxima recomendada para cada excipiente
(AULTON, 2005): estearato de magnésio (5%), croscarmelose sodica (25%) e lactose
monoidratada (gsp. 100%), valores referentes ao volume total de excipientes na capsula (0,06
mL).

Para avaliacdo da seletividade frente aos produtos de degradacdo, as amostras foram
submetidas a condicOes de estresse, conforme descritas a seguir:

a) hidrdlise acida: em uma estufa, foi acondicionada uma solucdo de cetoprofeno a 1
mg.mL* em &cido cloridrico 1 mol.L™ com temperatura controlada de 40 °C. Apds 24
horas a solucgdo foi diluida em fase mével a 20 pg.mL™ e submetida a analise por CLAE;

b) hidrélise basica: Em uma estufa, foi acondicionada uma solugdo de cetoprofeno a 1
mg.mL* em hidroxido de sédio 1 mol.L™* com temperatura controlada de 40 °C. Apés
24 horas a amostra foi diluida em fase mével a 20 pg.mL* e submetida a analise por
CLAE;

c) fotolise: em uma camara de UV, 10 mg de cetoprofeno foi exposto a luz ultravioleta.
ApOs 6 horas, a amostra foi diluida em fase mével a 20 pug.mL™* e submetida a analise
por CLAE;



48

d) degradacdo térmica: em uma estufa, 10 mg de cetoprofeno foram acondicionados a
80°C. Ap6s 24 horas, a amostra foi diluida em fase mével a 20 pg.mL™? e submetida a
analise por CLAE;

e) oxidagdo: em uma estufa, foi acondicionada uma solucio de cetoprofeno a 1 mg.mL™*
em peroxido de hidrogénio 10% com temperatura controlada de 40 °C. Apos as 24 horas,
a amostra foi diluida em fase mdvel a 20 pg.mL* e submetida a analise por CLAE.

Para demonstrar a seletividade do método frente aos excipientes presentes em capsulas,

foram preparadas trés solugdes independentes do padrdo (a 20 pg. mL™) e trés solugBes
independentes do padrdo (a 20 pg. mL™Y) adicionadas de excipientes. A possivel interferéncia
dos excipientes foi avaliada através de analise estatistica (comparagdo das respostas das trés
solucgdes do padrdo com as respostas das trés solucdes do padréo adicionado de placebo) através
do teste t de Student.

4.4.2 Linearidade e Faixa de trabalho

Para avaliacdo da linearidade, foram preparadas cinco concentra¢des diferentes da SQR de
cetoprofeno em triplicata (réplicas independentes). Inicialmente, pesou-se 10 mg de
cetoprofeno SQR, transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL e dissolveu-se em fase maével.
A solucdo foi entdo diluida em fase mével para as concentracBes de 8,0 (40%); 12,0 (60%);
16,0 (80%); 20,0 (100%) e 24,0 (120%) ug.mL™.

Os seguintes dados foram apresentados: (1) representacdo grafica das respostas em funcéo
da concentracdo do analito; (2) grafico de dispersdo dos residuos, acompanhado de sua
avaliacdo estatistica; (3) equacdo da reta de regressdo de y em x, estimada pelo método dos
minimos quadrados; (4) avaliacdo da associacdo linear entre as variaveis por meio dos
coeficientes de correlacdo (r, o qual deve estar acima de 0,990) e de determinacdo (r?); (5)
investigacdo da homocedasticidade dos dados utilizando um nivel de significancia de 5%; (6)
avaliacdo da significancia do coeficiente angular (o coeficiente angular deve ser
significativamente diferente de zero).

Todos os calculos para a avaliacdo da linearidade foram realizados a partir dos dados de
concentracgdes reais e respostas analiticas individuais.

A faixa de trabalho foi estabelecida a partir dos estudos de linearidade, juntamente com 0s

resultados de preciséo e exatido.
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4.4.3 Precisao

A precisao do método foi avaliada através do calculo do desvio padréo relativo (DPR) das
recuperacdes das analises aos niveis de repetibilidade e precisdo intermediaria.

A repetibilidade foi avaliada sob as mesmas condigdes de operacdo, mesmo analista e
mesma instrumentagdo, em uma Unica corrida analitica, utilizando nove determinagdes
(concentracOes baixa, média e alta, com trés réplicas em cada nivel). As amostras para avaliacéo
da precisao foram preparadas de maneira independente desde o inicio do procedimento descrito
no método.

A precisdo intermediaria foi avaliada repetindo o procedimento de repetibilidade no mesmo
laboratério em um dia diferente por um analista diferente.

Para determinacédo de precisdo, adicionou-se a SQR de cetoprofeno nas concentracfes de
8,0; 20,0 e 24,0 ug.mL* juntamente com os excipientes. As andlises foram preparadas em
triplicata de maneira independente em cada nivel de concentracgdo.

A repetibilidade foi demonstrada pelo célculo do desvio padrdo relativo (DPR) das
recuperacdes das trés determinacfes de cada concentracao.

A precisao intermediaria foi demonstrada pelo calculo do desvio padrao relativo (DPR) das
recuperacdes das seis determinac6es de cada concentracdo (considerando os resultados obtidos
em dois dias diferentes por analistas diferentes). O limite aceitavel adotado foi o do DPR

inferior a 2,0.

4.4.4 Exatidao

A exatiddo foi verificada a partir de nove determinacfes: baixa, média e alta, com trés
réplicas em cada nivel. As amostras para avaliacdo da exatiddo foram preparadas de maneira
independente.

Para avaliacdo da exatidao, adicionou-se a SQR de cetoprofeno nas concentracdes de 8,0;
20,0 e 24,0 pg.mL™* nas amostras de placebo.

A porcentagem de recuperacéo, no caso de adi¢cdo de SQR ao placebo, foi calculada através

da seguinte formula:
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Recuperacdo = CD/CT x 100

Onde, CD é a concentracdo determinada (experimentalmente) e CT € a concentracdo

tedrica.

O limite aceitavel para recuperacéo foi entre 98-102% em cada nivel de concentracédo para

0S ensaios de exatiddo.

4.4.5 Limite de quantificacdo e de deteccéo

O limite de quantificacdo foi calculado em relacdo ao desvio padrao residual da linha de

regressao utilizando a seguinte formula:
LQ=(10x ¢ )/IC
Onde: IC ¢ a inclinagao da curva de calibragdo e ¢ ¢ o desvio padrao dos residuos da linha
de regressao.
O limite de detecgédo foi calculado em relagdo ao desvio padrdo residual da linha de
regressao utilizando a seguinte formula:

LD=(3,3x o )/IC

Onde: IC ¢ a inclinagdo da curva de calibragdo e ¢ ¢ o desvio padrao dos residuos da linha

de regressao.

4.5 OBTENCAO DE FORMAS SOLIDAS

Inicialmente, diferentes matérias-primas de cetoprofeno foram codificadas como CETMPs
e analisadas por DRXP, a fim de se verificar qual a estrutura cristalina presente no material de

partida a ser utilizado nas tentativas de obtencdo de formas sélidas do cetoprofeno. Os
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difratogramas obtidos a partir das matérias-primas foram comparados com os difratogramas
calculados a partir das estruturas do cetoprofeno depositadas na Cambridge Structural
Database (CSD): cetoprofeno mistura racémica (KEMRUP e KEMRUPO1) (BRIARD E
ROSSI, 1990; PAWLEDZIO et al., 2018), polimorfo DXKP-a do S-enantidmero do
cetoprofeno (MIRGAYO01) (PAWLEDZIO et al., 2018), polimorfo DXKP- do S-enantibmero
do cetoprofeno (MIRGAY02) (ROSSI et al., 2019) e o sal de trometamina do S-enantibmero
puro do cetoprofeno (COZBAX) (ROSSI et al., 2020).. As matérias-primas foram também
analisadas quanto a possiveis contaminac6es por outras formas sélidas do cetoprofeno, através
das andlises dos picos de Bragg dos seus difratogramas experimentais.

Na sequéncia, a fim de se obter um sal sodico de cetoprofeno, a metodologia descrita por
Hildebrand e Miller-Goyman (1996) foi adaptada solubilizando-se 1g de cetoprofeno matéria
prima em 8 mL de hidroxido de sédio 0,5 mol.L™ etandlico, obtendo-se uma solugéo equimolar
entre as moléculas de cetoprofeno e os ions sddio. Em seguida, a solucéo foi filtrada utilizando
filtro de papel quantitativo e transferida para béquer de 10 mL, cobrindo-se com papel filme
furado e deixado em repouso em temperatura ambiente até completa evaporacao do solvente.
Foi observada a formacédo de um p6 branco, codificado como CETNa, o qual foi analisado por
DRXP. O difratograma da amostra foi entdo comparado com os difratogramas calculados a
partir das estruturas do cetoprofeno depositadas no CSD.

Com o objetivo de tentar obter polimorfos de cetoprofeno, foi utilizada a técnica de
evaporacdo lenta de solvente, através de screening utilizando diferentes solu¢cGes. Em uma
primeira etapa, foram preparadas solucGes de cetoprofeno saturadas e/ou proximas da saturacao
em solventes puros ou solventes misturados com agua. Inicialmente pesou-se 10 mg do
cetoprofeno, transferiu-se para um béquer e adicionou-se os solventes descritos na Tabela 5 a
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Na sequéncia, filtrou-se cada solucdo para
frasco de penicilina, cobriu-se com papel filme furado e deixou-se evaporar em temperatura

ambiente.
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Tabela 5 - Solventes utilizados em tentativas de obtencéo de polimorfos do cetoprofeno.

H20 (10 mL) ISOP (5 mL) + H2O (5 mL)
ACN (10 mL) METET (10 mL)

ACN (5 mL) + H,O (5 mL) MET (5 mL) + H,O (5 mL)
ACE (10 mL) ET (10 mL)

ACE (5 mL) + H,O (5 mL) ET (5mL) + H,O (5 mL)
MET (10 mL) CLO (10 mL)

MET (5 mL) + H,O (5 mL) CLO (5 mL) + H20O (5 mL)
ISOP (10 mL)

Fonte: do autor.
Legenda: acetonitrila (ACN), acetona (ACE), metanol (MET), élcool isopropilico (ISOP), metil etil cetona
(METET), alcool etilico (ET) e cloroférmio (CLO).

Ao término dessa etapa, foram selecionados 0s processos que apresentaram cristais
macroscopicos com rendimento consideravel para reproducdo do método. Foi possivel observar
a formacdo de cristais nas solucdes de cetoprofeno em metanol, mistura de metanol e agua, e
acetona. Um novo processo de recristalizacdo foi entdo realizado em maior quantidade,
utilizando 50 mg de cetoprofeno dissolvido em 25 mL de solvente puro ou em 30 mL de
misturas de solventes (15 mL de solvente + 15 mL de H.0). Codificou-se os p6s obtidos em
CETMET, CETMETH20 e CETACE, os quais foram analisados por DRXP. Os difratogramas
das amostras foram entdo comparados com os difratogramas calculados a partir das estruturas
do cetoprofeno depositadas no CSD.

Foram também realizadas tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno por método
de screening via transformacéo de fase mediada por solucdo (SMPT) (BUCAR et al., 2009;
ZHANG et al., 2007), utilizando diferentes coformadores escolhidos considerando os critérios
utilizados para formagéo de cocristais de acordo com Gadade e Pekamwar (2016): i) delta pKa
menor que 3 entre o cetoprofeno e o coformador, para evitar a formacdo de sal; ii) regido de
complementariedade com o farmaco, para formacao de sintons supramoleculares, considerando
0s seguintes principios: todo hidrogénio acido presente em uma molécula pode formar ligacGes
de hidrogénio intermoleculares na estrutura cristalina do composto; bons receptores de ligacédo
de hidrogénio podem apresentar interacdes intermoleculares com doadores de ligacGes de
hidrogénio disponiveis; preferencialmente, as ligacbes de hidrogénio sdo formadas entre o
melhor doador e o melhor receptor de ligagdes de hidrogénio (GADADE; PEKAMWAR,
2016). Os coformadores escolhidos estdo descritos na Tabela 6, de acordo com a
disponibilidade.



Tabela 6 - Coformadores utilizados nas tentativas de obtencéo de cocristal cetoprofeno via SMPT

Coformador Estrutura PKas
0 OH
Acido acetilsalisilico H3CYO 3,5
0
Acido L-ascorbico 4,17; 11,57
Acido citrico 3,09: 4,75; 6,41

HO OH

; OH
Acido estearico

OH
0
CH,
0]
OH
Acido fumarico —
O
OH
(@)
HZN//,’
! OH
2,19; 4,25; 9,67.
HO (@)
@]
\
I@

4,9

3,03; 4,44

Acido glutamico

O

Sacarina

0]

Fontes: (“DRUGBANK?”, 2020; FABIAN, 2009; ROCHA et al., 2016; WOUTERS; ROME; QUERE, 2011).
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Primeiramente, 1 a 3 mmols de cetoprofeno foram misturados com 1 mmol de coformador
em frasco de penicilina. Foram adicionados de 1,0 a 4,0 mL de diferentes solventes conforme
representado nas Tabelas 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13. O frasco foi tampado e levado no ultrassom
por 10 minutos, observando se houve mudanca de fase. Deixou-se o frasco tampado a
temperatura ambiente por 24 horas, o solido residual foi recolhido, seco em dessecador e
analisado por DRXP. Os difratogramas obtidos foram entdo comparados com os difratogramas

calculados a partir das estruturas do cetoprofeno depositadas no CSD.

Tabela 7 - Tentativa de obtencdo de cocristal de cetoprofeno e acido citrico por método de screening via
transformacao de fase mediada por solucéo (SMPT).

Proporcéao de

Cadigo Cetoprofeno + Acido Citrico Solvente
(mmols)
CET_AC _SMPT _1 1:1 Acetonitrila (ImL)
CET_AC_SMPT 2 2:1 Acetonitrila (ImL)
CET_AC _SMPT_3 3:1 Acetonitrila (ImL)
CET_AC_SMPT 4 1:1 Hexano (1mL)
CET_AC_SMPT 5 2:1 Hexano (1mL)
CET_AC_SMPT _6 3:1 Hexano (1mL)
CET_AC_SMPT 7 1:1 Acetonitrila (2mL)
CET_AC_SMPT _8 1:1 Acetonitrila (3mL)
CET_AC_SMPT_9 1:1 Acetonitrila (4mL)
CET_AC_SMPT _10 1:1 Hexano (2mL)
CET_AC_SMPT 11 1:1 Hexano (3mL)
CET_AC_SMPT 12 1:1 Hexano (4mL)

Fonte: do autor.

Legenda: Acido citrico utilizado como coformador.

Tabela 8 - Tentativa de obtencdo de cocristal de cetoprofeno e acido acetilsalicilico por método de
screening via transformacgéo de fase mediada por solucdo (SMPT).

Proporc¢éao de

Cadigo Cetoprofeno + Acido Solvente
Acetilsalicilico
(mmols)
CET_AAS SMPT 1 1:1 Etanol (1mL)
CET_AAS_SMPT 2 1:1 Isopropanol (1mL)

Fonte: do autor.

Legenda: Acido acetilsalicilico utilizado como coformador.
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Tabela 9 - Tentativa de obtengéo de cocristal de cetoprofeno e acido ascérbico por método de screening
via transformacdo de fase mediada por solucdo (SMPT).

Proporcéao de

Cadigo Cetoprofeno + Acido Solvente
Ascorbico
(mmols)
CET_AA_SMPT 1 1:1 Etanol (1mL)
CET_AA_SMPT _2 1:1 Isopropanol (1mL)
CET_AA_SMPT 3 1:1 Etanol (4mL)
CET_AA_SMPT 4 1:1 Isopropanol (4mL)
CET_AA_SMPT_5 2:1 Etanol (1mL)

Fonte: do autor.

Legenda: Acido ascorbico utilizado como coformador.

Tabela 10 - Tentativa de obtencdo de cocristal de cetoprofeno e acido estearico por método de screening
via transformacéo de fase mediada por solu¢do (SMPT).

Proporcéo de

Cadigo Cetoprofeno + Acido Solvente
Esteérico
(mmols)
CET_AE_SMPT 1 1:1 Etanol (1ImL)
CET_AE_SMPT_2 1:1 Isopropanol (1mL)

Fonte: do autor.

Legenda: Acido estearico utilizado como coformador.

Tabela 11 - Tentativa de obtengdo de cocristal de cetoprofeno e &cido fuméarico por método de screening
via transformacéo de fase mediada por solugdo (SMPT).

Proporcéo de

Cadigo Cetoprofeno + Acido Solvente
Fumarico
(mmols)
CET_AF SMPT 1 1:1 Etanol (1ImL)
CET_AF_SMPT_2 1:1 Isopropanol (1mL)
CET_AF SMPT 5 2:1 Etanol (1ImL)

Fonte: do autor.

Legenda: Acido fumarico utilizado como coformador.
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Tabela 12 - Tentativa de obtencéo de cocristal de cetoprofeno e &cido glutdmico por método de screening
via transformacao de fase mediada por solu¢do (SMPT)

Proporcéao de

Cadigo Cetoprofeno + Acido Solvente
Glutédmico
(mmols)
CET_AG_SMPT 1 1:1 Etanol (1mL)
CET_AG_SMPT_2 1:1 Isopropanol (1mL)
CET_AG_SMPT 3 1:1 Etanol (4mL)
CET_AG_SMPT 4 1:1 Isopropanol (4mL)
CET_AG_SMPT_5 2:1 Etanol (1mL)

Fonte: do autor.

Legenda: Acido glutamico utilizado como coformador.

Tabela 13 - Tentativa de obtencdo de cocristal de cetoprofeno e sacarina por método de screening via
transformacdo de fase mediada por solugéo (SMPT).
Proporcéo de

Cadigo Cetoprofeno + Sacarina Solvente
(mmols)
CET_SAC_SMPT 1 1:1 Etanol (1ImL)
CET_SAC_SMPT_2 1:1 Isopropanol (1mL)
CET_SAC_SMPT_3 1:1 Etanol (4mL)
CET_SAC _SMPT 4 1:1 Isopropanol (4mL)
CET_SAC_SMPT_5 1:2 Etanol (1mL)

Fonte: do autor.

Legenda: Sacarina utilizada como coformador.

4.6 CARACTERIZACAO DE FORMAS SOLIDAS

4.6.1 Difracdo de Raios-X por po (DRXP)

As amostras foram colocadas individualmente sobre lamina de vidro e inseridas no
suporte de amostra do difratbmetro. As analises foram realizadas em difratdmetro de p6 da
marca Rigaku®, modelo Ultima IV de geometria 6-26, com detector de cintilagdo, e radiacio

monocromatizada por grafite proveniente de um tubo selado de Cu (CuKo, 1=1,54187 A). As
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varreduras foram realizadas entre o intervalo de 5 a 35° 26, a temperatura ambiente, corrente de

30 mA, tensdo de 40 kV e velocidade de varredura de 1° 20/min.

4.6.2 Espectroscopia de infravermelho (1V)

As andlises foram realizadas em espectrofotdmetro de infravermelho por transformada de
Fourier da marca Shimadzu®, modelo Affinity-1, com a utilizagdo de modulo de refletancia
total atenuada (ATR). Os dados foram coletados a temperatura ambiente, na regido do
infravermelho entre 3500-400 cm™, no modo transmitancia, com resolugdo de 4,0 cm™ e 32

scans.

4.6.3 Analises Térmicas

Analises por DSC foram realizadas pesando-se de 5,0 a 7,0 mg de amostra em panelas de
aluminio, as quais foram posteriormente fechadas e analisadas em calorimetro DSC
NETZSCH®, modelo Sirius 3500. As medidas foram realizadas na faixa de 40 a 400 °C, sob
atmosfera de nitrogénio (50 mL.min) e taxa de aquecimento de 10 °C.min™,

Anélises por TG foram realizadas pesando-se cerca de 11 mg de amostra em panelas de
alumina (6xido de aluminio) abertas. As medidas foram realizadas em termobalanca Sl Nano
Technology®, modelo EXSTAR TG/DTA-7300, no intervalo de 40 a 500 °C, sob atmosfera de

nitrogénio gasoso (50 mL. mint) e taxa de aquecimento de 10 °C. min™.

4.7 ESTUDOS DE ESTABILIDADE ACELERADA

As formas sélidas foram acondicionadas em cdmara climéaticaa 40 °C £ 2°C / 75% UR +
5% UR. Os seguintes testes foram realizados nos tempos 0 (zero), 3 (trés) e 6 (seis) meses apos
acondicionamento das amostras: doseamento do IFA e DRXP de acordo com as condicdes

descritas.
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4.8 ESTUDOS DE SOLUBILIDADE

Os ensaios foram realizados em triplicata, adicionando-se excesso de cada forma soélida
(até que fosse observado corpo de fundo) em frascos contendo 10 mL de solventes com pH
controlado: tampéo fosfato pH 6,8 (322,4 mmol.L™), tampdo acetato pH 4,5 (24,7 mmol.L™}),
tampdo HCI pH = 1,2 (135 mmol.L™) e 4gua obtida por sistema de osmose reversa (pH entre 5
e 7). Posteriormente, as solugdes foram agitadas sob temperatura controlada (37°C + 1°C) por
até 72 horas. Nos intervalos de tempo de 24, 48 e 72 horas, aliquotas de 1 mL de amostra foram
coletadas, diluidas em fase movel, e quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
utilizando método validado. Em cada amostragem a 37 °C, também foram observados o padrao
de difracdo de pd do solido remanescente, para verificar se ndo houve aparecimento de outra

fase solida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VALIDACAO ESPECTROFOTOMETRICA

5.1.1 Seletividade

Inicialmente, foram realizadas varreduras espectrais na regido do UV de 200 a 400 nm
em solucdes de matéria-prima de cetoprofeno, padrdo secundario de cetoprofeno e placebo. Os

resultados estdo demonstrados na Figura 9.
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Figura 9 - Sobreposicéo de espectros de solucbes de matéria-prima de cetoprofeno, padréo secundario de
cetoprofeno e placebo para determinacédo da seletividade de método espectrofotométrico para
determinacdo de cetoprofeno em cépsulas, utilizando como solvente NaOH 0,1 mol.L-1.

Fonte: do autor.
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Conforme demonstrado na Figura 9, a seletividade do método foi verificada pela
auséncia de resposta em 260 nm da mistura de excipientes (placebo) utilizados em cépsulas de
cetoprofeno. Por este motivo, o comprimento de onda de 260 nm foi selecionado para os estudos
posteriores.

Para confirmar a auséncia de interferéncia do placebo junto ao padréo de cetoprofeno,
foi realizado um estudo de comparacao estatistica entre as respostas analiticas do cetoprofeno
SQR e cetoprofeno SQR adicionado ao placebo (matriz). Os resultados de absorbancias das

solucdes estdo demonstrados na Tabela 14.

Tabela 14 - Valores de absorbancias obtidos em estudo de seletividade de método espectrofotométrico
para determinacdo de cetoprofeno em cépsulas. Leituras em 260 nm.

Cetoprofeno SQR Cetoprofeno SQR adicionado ao placebo
0,660 0,643
0,685 0,683
0,726 0,689

Fonte: do autor.

Os dados da Tabela 14 foram entdo analisados pelos seguintes testes: teste de Shapiro-
Wilk, teste F para igualdade de variancias e teste t de Student presumindo variancias

equivalentes. Os resultados estdo demonstrados nas tabelas 15, 16 e 17 abaixo.

Tabela 15 - Resultados do teste de Shapiro-Wilk para estudo de seletividade de método
espectrofotométrico para determinagdo de cetoprofeno em capsulas.

Tamanho da amostra 6

Média 0,6810
Desvio padréo 0,0282
w 0,9528
p 0,7199

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 15, o p-valor obtido (0,7199) é maior do que o nivel

de significancia de 0,05. Portanto, se aceita a hipotese nula de que os dados analisados seguem
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distribuicdo normal, sendo este um dos pré-requisitos para posterior anélise pelo teste t de
Student.

Tabela 16 - Resultados do teste F para igualdade de variancias para estudo de seletividade de método
espectrofotométrico para determinacdo de cetoprofeno em capsulas.

Cetoprofeno SQR Cetoprofeno SQR adicionado
ao placebo
Média 0,690 0,672
Variancia 0,001 0,0006
Observacdes 3 3
gl 2 2
F 1,78
P(F<=f) uni-caudal 0,36
F critico uni-caudal 19

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 16 acima, o p-valor obtido (0,36) é maior do que o
nivel de significancia de 0,05. Portanto, aceita-se a hipdtese nula de que as variancias séo
estatisticamente iguais. Sendo assim, os dados foram comparados pelo teste t de Student

presumindo variancias equivalentes.

Tabela 17 - Resultados do teste t de Student presumindo variancias equivalentes para estudo de
seletividade de método espectrofotométrico para determinagdo de cetoprofeno em

capsulas.
Cetoprofeno SQR  Cetoprofeno SQR adicionado ao placebo
Média 0,690 0,672
Variancia 0,0011 0,0006
Observacdes 3 3
gl 4
Statt 0,7761
P(T<=t) uni-caudal 0,2405
t critico uni-caudal 2,13
P(T<=t) bi-caudal 0,48
t critico bi-caudal 2,78

Fonte: do autor.
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Conforme demonstrado na Tabela 17 acima, o p-valor bi-caudal obtido (0,48) é maior
do que o nivel de significancia de 0,05. Portanto, aceita-se a hipdtese nula de que as
absorbancias das solucdes da SQR do analito e as absorbancias das soluc¢bes do placebo + SQR
do analito s&o estatisticamente iguais. Sendo assim, comprova-se que a matriz ndo influencia
no resultado analitico, sendo confirmada a seletividade em relacdo os excipientes utilizados

neste estudo.

5.1.2 Linearidade

Os resultados obtidos no estudo de linearidade estdo demonstrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Valores de absorbancias obtidos em estudo de linearidade de método espectrofotométrico
para determinacdo de cetoprofeno em cépsulas. Leituras em 260 nm.

Concentragdo (ug.mL™?) Absorbancia
4,000 0,249
4,120 0,272
4,240 0,287
6,000 0,399
6,180 0,417
6,360 0,449
8,000 0,515
8,240 0,560
8,480 0,598
10,000 0,640
10,300 0,685
10,600 0,732
13,000 0,831
13,390 0,872
13,780 0,942

Fonte: do autor.
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A partir dos resultados da Tabela 18 acima, construiu-se um grafico das respostas em

funcdo das concentracdes do analito através do método dos minimos quadrados. Os resultados

estdo demonstrados na Figura 10.
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Figura 10 - Representagdo grafica das respostas em fungdo das concentraces do analito em estudo de
linearidade de método espectrofotométrico para determinacéo de cetoprofeno em céapsulas.

Leituras em 260 nm.
Fonte: do autor.

Os resultados da Figura 10 acima demonstram que o método para determinacdo de
cetoprofeno em capsulas segue tendéncia linear.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para verificacdo de
homocedasticidade (igualdade das variancias) pelo teste de Cochran. O valor C calculado,
obtido pela equacdo: C = (Maior variancia em Y) / (Soma de todas as variancias em Y)), foi de
0,394. Este valor é menor do que o valor C tabelado para 5 pontos e 3 réplicas (0,684). Portanto,
aceita-se a hipotese nula de que as variancias sao estatisticamente iguais.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para calculo de residuos. Os

resultados estdo demonstrados na Tabela 19 e Figura 11.
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Tabela 19 - Valores de residuos obtidos em estudo de linearidade de método espectrofotométrico para
determinacdo de cetoprofeno em capsulas. Leituras em 260 nm.

Observacao Residuos
1 -0,021
2 -0,006
3 0,001
4 -0,003
5 0,003
6 0,023
7 -0,019
8 0,010
9 0,033
10 -0,026
11 0,000
12 0,027
13 -0,033
14 -0,017
15 0,027

Fonte: do autor.
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Figura 11 - Representacdo grafica de residuos obtidos em estudo de linearidade de método
espectrofotométrico para determinacéo de cetoprofeno em capsulas. Leituras em 260 nm.
Fonte: do autor.

Os resultados da Tabela 19 e Figura 11 acima demonstram que ha comportamento

aleatdrio, ndo sendo observada nenhuma tendéncia no gréafico de residuos.
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Na sequéncia, a hipdtese de que os residuos estdo aleatoriamente distribuidos em torno
da meédia foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os resultados estdo demonstrados na Tabela
20.

Tabela 20 - Resultados do teste de Shapiro-Wilk para estudo de linearidade de método
espectrofotométrico para determinacdo de cetoprofeno em céapsulas.

Tamanho da amostra 15

Média -0,0001
Desvio padrao 0,0209
w 0,9488
p 0,4899

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 20 acima, o p-valor obtido (0,4899) foi maior do que
o nivel de significancia de 0,05. Portanto, aceita-se a hipdtese nula de que os dados analisados
seguem distribuicdo normal.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para célculo de residuos

padronizados. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 21.

Tabela 21 - Valores de residuos padronizados obtidos em estudo de linearidade de método
espectrofotométrico para determinacgdo de cetoprofeno em cdpsulas.

Observacao Residuos padronizados
1 -1,012
2 -0,285
3 0,057
4 -0,139
5 0,156
6 1,126
7 -0,906
8 0,501
9 1,570
10 -1,238
11 -0,022
12 1,289
13 -1,568
14 -0,831
15 1,303

Fonte: do autor.
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Os resultados da Tabela 21 demonstram que nenhuma das observagdes pode ser
considerada como um "outlier", pois todos os residuos padronizados estdo dentro do intervalo
de -3 a+3.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram avaliados por meio do teste F na analise

da variancia (ANOVA) da regressao. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 22.

Tabela 22 - Andlise da variancia (ANOVA) da regressdo a partir de dados obtidos em estudo de
linearidade de método espectrofotométrico para determinacao de cetoprofeno em capsulas.

gl SQ MQ F F de significacédo
Regressao 1 0,678 0,678 1464,120 0,000
Residuo 13 0,006 0,000
Total 14 0,685

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 22, o valor de F calculado (1464,12) foi maior do que
o valor de F tabelado. Portanto, rejeita-se a hipo6tese nula de que o coeficiente angular é
estatisticamente igual a zero.

Finalmente, os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para calculos de
equacdo da reta, coeficiente de correlacdo (r) e coeficiente de regressio (R?). Os resultados

estdo demonstrados na Tabela 23.

Tabela 23 - Equacédo da reta, coeficiente de correlacdo (r) e coeficiente de regressdo (R2) a partir de
dados obtidos em estudo de linearidade de método espectrofotométrico para determinagédo
de cetoprofeno em capsulas.

Equacio y = 0,0659x + 0,0062
r 0,9956
R? 0,9912

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 23, pode-se dizer que o0 método espectrofotométrico é

linear no intervalo de 4,000 a 13,780 pg. mL™, pois o coeficiente de correlagdo obtido (0,9956)
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foi maior do que o valor minimo de 0,99 estabelecido pela resolu¢gdo RDC da Anvisa niUmero
166 de 2017 (BRASIL, 2017).

5.1.3 Precisao e Exatidao

Os resultados obtidos no estudo de preciséo estdo demonstrados nas Tabelas 24 e 25.

Tabela 24 - Valores de recuperacdo obtidos em estudo repetibilidade de método espectrofotométrico
para determinacdo de cetoprofeno em cépsulas. Leituras em 260,0 nm.

Réplicas 4pg.mL?t DPR 10pg.mL*? DPR 13pg.mL*? DPR
103,66 100,69 101,30

Recuperacéo % 102,58 0,63 98,19 1,28 100,44 0,79
103,75 99,87 99,72

Fonte: do autor.

Tabela 25 - Valores de recuperacdo obtidos em estudo de precisdo intermediaria e exatiddo do método
espectrofotométrico para determinagdo de cetoprofeno em capsulas. Leituras em 260,0 nm.

Réplicas 4 pug.mL? DPR 10 pg.mL* DPR 13 pg.mL* DPR
103,66 100,69 101,30
102,58 98,19 100,44

Recuperacéo % 103,75 1,06 99,87 1,33 99,72 0,71
105,80 101,31 100,65
103,31 98,34 101,55
103,28 100,85 100,00

Fonte: do autor.

Os valores de desvio padrao relativo no ensaio de repetibilidade e precisdo intermediaria
estdo dentro do limite recomendado de 2%. Pode-se considerar que 0 método é preciso para
analises no mesmo dia e em dias diferentes realizadas por analistas diferentes para as
concentragdes baixa, média e alta.

Os valores de recuperacao se demonstraram dentro da faixa aceitavel de 98 a 102 % nas
concentracdes média e alta. O método néo é exato para a concentracdo baixa de 40 %.
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5.1.4 Limite de deteccédo e limite de quantificacdo

Os limites de detec¢do e quantificacdo foram calculados utilizando o desvio padréo dos
residuos da curva de linearidade. Os resultados foram 1,04 e 3,14 pg.mL™ para o limite de
deteccdo e limite de quantificacdo, respectivamente. Provavelmente o método ndo foi exato na
concentragio baixa (4 pg.mL?) porque esta concentracdo estda proxima do limite de

quantificacao.

5.1.5 Robustez

Os resultados de robustez estdo descritos na tabela 26.

Tabela 26 - Valores de recuperagdo obtidos em estudo de robustez de método espectrofotométrico para
determinagdo de cetoprofeno em capsulas. Leituras em 260,0 nm.

Varlavels ha Condicoes Ultrassom Filtro marca NaOH 0,09
concentracdo de 10 normais 8 minutos UNIFIL mol.L?
pg.mL? (100 %) '
99,76 101,29 102,14 101,6
% Recuperagéo 98,37 103,16 106,6 101,07
102,26 99,36 106,15 102,73
DPR (%) 1,97 1,88 2,34 1,32
% Recuperagdo média 100,13 101,27 104,96 101,46

Fonte: do autor.

De acordo com os resultados da tabela 26, pode-se observar que 0 método nao é robusto
para a utilizacdo do filtro da marca UNIFIL, pois a porcentagem de recuperacao esta superior

ao limite recomendado de 98 a 102 %.
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5.2 VALIDACAO PARCIAL DE METODO ANALITICO POR CLAE

5.2.1 Escolha do método cromatogréafico

Realizou-se um levantamento bibliografico das condi¢des cromatograficas descritas na
literatura para anéalise de cetoprofeno.

As condigdes descritas nas farmacopeias pesquisadas sao:

a) Farmacopeia Brasileira (2017): método por CLAE; fase movel: mistura de agua,
acetonitrila e tampéo pH 3,5 (55:43:2 v/v/v); solvente: fase movel; sistema
cromatogréfico: coluna 4,6 mm x 150 mm x 5 um, deteccdo em 230 nm,
empacotamento C-18, fluxo de 1 mL.min e volume de injegéo de 20 pL;

b) USP (2017): método por CLAE; fase mdvel: mistura de &gua, acetonitrila e &cido acético
glacial (110:90:1 v/v/v); solvente: fase mdvel; sistema cromatogréfico: coluna 4,6 mm
x 25 cm x 5 pm, deteccdo em 260 nm, empacotamento C-18, fluxo de 1,2 mL.min" e

volume de injecao de 20 pL.

As condicOes utilizadas nos estudos de validacdo foram as descritas na farmacopeia
americana (USP, 2017). O cromatograma a partir das condicfes descritas esta representado na

Figura 12 a seguir.
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Figura 12 - Cromatograma de cetoprofeno SQR com detec¢do em 260 nm.
Fonte: do autor.

5.2.2 Seletividade

A avaliacéo da seletividade frente aos produtos de degradagédo sob condi¢fes de estresse

conforme descrito no item 4.4.1, estd demonstrada na Tabela 27 a seguir.

Tabela 27 - Pureza de pico do cetoprofeno frente aos produtos de degradagéo

Condicao Area Pureza Coel. Imp. % Deg
Padrdo 1538745 0,99997 ND 0%
Fotolitica 06h 1488412 0,99998 ND 3,27104231
Fotolitica 24h 1433896 0,99995 ND 6,81392953
Térmica 24h 1512251 0,99999 ND 1,72179276
Hidrolise Acida 24h 1511704 0,99997 ND 1,75734121
Hidrdlise Bésica 24h 1525006 0,99997 ND 0,89287049
Oxidagao 24h 1527658 0,99995 ND 0,72052224

Fonte: do autor.

A partir dos resultados da Tabela 27, observou-se que o pico cromatogréafico referente ao

cetoprofeno se demonstrou puro na presenca de produtos de degradacdo. Nenhuma das
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condigdes apresentaram picos de produtos de degradacdo. A maior percentagem de degradagéo
foi sob a condicdo de UV 24h, resultado j& esperado por se tratar de um IFA fotossensivel.
Para a avaliacdo da seletividade frente aos excipientes, foram realizadas analises de
solucdes de cetoprofeno SQR e excipientes (lactose monoidratada, croscarmelose sodica e
estearato de magnésio) no comprimento de onda de 260 nm.
Os resultados das areas das solugdes da SQR do analito e das solu¢bes da SQR do analito

adicionado de excipientes estdo demonstrados na Tabela 28.

Tabela 28 - VValores de areas obtidas em estudo de seletividade de método por CLAE para determinagéo
de cetoprofeno em capsulas.

SQR do analito SQR do analito adicionadas de excipientes
845667 858630
890360 866634
833379 873610

Fonte: do autor.

Os dados da Tabela 28 foram entdo analisados pelos seguintes testes: teste de Shapiro-
Wilk, teste F para igualdade de varidncias e teste t de Student presumindo variancias
equivalentes. Os resultados estdo demonstrados nas tabelas 29, 30 e 31.

Tabela 29 - Resultados do teste de Shapiro-Wilk para estudo de seletividade de método por CLAE para
determinacdo de cetoprofeno em capsulas.

Tamanho da amostra 6
Média 861380
Desvio padrédo 20275,77
w 0,9933
p 0,9900

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 29, o p-valor obtido (0,9900) é maior do que o nivel
de significancia de 0,05. Portanto, se aceita a hipdtese nula de que os dados analisados seguem
distribuicdo normal, sendo este um dos pré-requisitos para posterior anélise pelo teste t de
Student.
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Tabela 30 - Teste F para igualdade de variéncias para estudo de seletividade de método por CLAE para
determinacdo de cetoprofeno em capsulas.

SOR do analito SOR do analito adicionadas a matriz
Média 856468,681 866291,131
Variancia 899231982 56188302,7
Observacdes 3 3
gl 2 2
F 16,0039001
P(F<=f) uni-caudal 0,05881004
F critico uni-caudal 19

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 30, o p-valor obtido (0,059) é maior do que o nivel de
significancia de 0,05. Portanto, aceita-se a hipoOtese nula de que as variancias sao
estatisticamente iguais. Sendo assim, os dados foram comparados pelo teste t de Student

presumindo variancias equivalentes.

Tabela 31 - Resultados do teste t de Student presumindo variancias equivalentes para estudo de
seletividade de método por CLAE para determinagdo de cetoprofeno em capsulas.

SOR do analito SQR do analito adicionado a matriz
Média 856468,681 866291,131
Variancia 899231982 56188302,7
Observacdes 3 3
gl 477710142
Statt 0
P(T<=t) uni-caudal 4
t critico uni-caudal -0,5504061
P(T<=t) bi-caudal 0,30566641
t critico bi-caudal 2,13184679

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 31, o p-valor bi-caudal obtido (0,306) é maior do que
o nivel de significancia de 0,05. Portanto, aceita-se a hipdtese nula de que as areas das solugdes
da SQR do analito e as areas das solucdes do placebo + SQR do analito sdo estatisticamente
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iguais. Sendo assim, comprova-se que a matriz ndo influencia no resultado analitico, sendo

confirmada a seletividade em relagé@o os excipientes utilizados neste estudo.

5.2.3 Linearidade e Faixa de Trabalho

Os resultados obtidos no estudo de linearidade estdo demonstrados na Tabela 32 a

sequir:

Tabela 32 - Valores das areas obtidos em estudo de linearidade de método por CLAE para determinacgéo
de cetoprofeno em capsulas.

Concentragdo (ug.mL™) Areas
8 348367
8 349892
8 345875
12 507358
12 504968
12 503335
16 681825
16 677821
16 675642
20 864419
20 855858
20 840084
24 1040312
24 1021937
24 1014243

Fonte: do autor.
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A partir dos resultados da Tabela 32, construiu-se um grafico das respostas em funcéo
das concentra¢des do analito através do método dos minimos quadrados. Os resultados estdo

demonstrados na Figura 13.
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Figura 13 - Representacgdo grafica das respostas em funcdo das concentragdes do analito em estudo de
linearidade de método por CLAE para determinacdo de cetoprofeno em cépsulas.
Fonte: do autor.

Os resultados da Figura 13 acima demonstram que é possivel observar visualmente que
0 método por CLAE para determinacgdo de cetoprofeno em cépsulas segue tendéncia linear.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para verificacdo de
homocedasticidade (igualdade das variancias) pelo teste de Cochran. O valor C calculado,
obtido pela equacdo: C=(Maior variancia em Y)/(Soma de todas as variancias em Y), foi de
0,5128. Este valor é menor do que o valor C tabelado para 5 pontos e 3 réplicas (0,684).
Portanto, aceita-se a hipotese nula de que as variancias sao estatisticamente iguais.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para calculo de residuos. Os

resultados estdo demonstrados na Tabela 33 e Figura 14.



75

Tabela 33 - Valores de residuos obtidos em estudo de linearidade de método por CLAE para
determinacdo de cetoprofeno em céapsulas.

Observacéo Residuos

-0,1704718
-0,2062459
-0,1120135
0,09985173
0,15591734
0,19422492
0,00713292
0,1010604
0,15217628
-0,2762324
-0,0754049
0,29462806
-0,4024029
0,02864541
15 0,20913444

Fonte: do autor.
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Figura 14 - Representacdo grafica de residuos obtidos em estudo de linearidade de método por CLAE
para determinacdo de cetoprofeno em capsulas.
Fonte: do autor.

Os resultados da Tabela 33 e Figura 14 demonstram que ha comportamento aleatorio,
nédo sendo observada nenhuma tendéncia no gréafico de residuos.

Na sequéncia, a hipotese de que os residuos estdo aleatoriamente distribuidos em torno
da média foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os resultados estdo demonstrados na tabela
34.
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Tabela 34 - Resultados do teste de Shapiro-Wilk para estudo de linearidade de método por CLAE para
determinacdo de cetoprofeno em capsulas.

Tamanho da amostra 15

Média 0,0000
Desvio padréo 0,2009
w 0,9588
p 0,6414

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 34 acima, o p-valor obtido (0,6414) foi maior do que
o nivel de significancia de 0,05. Portanto, aceita-se a hipotese nula de que os dados analisados
seguem distribuicdo normal.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para célculo de residuos

padronizados. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 35.

Tabela 35 - Valores de residuos padronizados obtidos em estudo de linearidade de método por CLAE
para determinacdo de cetoprofeno em capsulas.

Observacao Residuos padronizados
1 -0,8486902
2 -1,0267906
3 -0,5576565
4 0,49710954
5 0,77623086
6 0,9669443
7 0,03551108
8 0,50312689
9 0,75760612
10 -1,3752167
11 -0,3754017
12 1,46679899
13 -2,0033536
14 0,14261053
15 1,04117098

Fonte: do autor.
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Os resultados da Tabela 35 demonstram que nenhuma das observacfes podem ser
consideradas como um "outlier", pois todos os residuos padronizados estdo dentro do intervalo
de -3 a+3.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram avaliados por meio do teste F na analise

da variancia (ANOVA) da regressdo. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 36.

Tabela 36 - Andlise da variancia (ANOVA) da regressdo a partir de dados obtidos em estudo de
linearidade de método por CLAE para determinagdo de cetoprofeno em cépsulas.

al SQ MQ F F de significagdo
Regressdo 1 479,435148 479,435148  11034,1322 1,9786E-20
Residuo 13 0,56485248  0,04345019
Total 14 480

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 36, o valor de F calculado (11034,1322) foi maior do
que o valor de F tabelado. Portanto, rejeita-se a hipotese nula de que o coeficiente angular é
estatisticamente igual a zero.

Finalmente, os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para céalculos de
equacdo da reta, coeficiente de correlacdo (r) e coeficiente de regressdo (R?). Os resultados

estdo demonstrados na Tabela 37.

Tabela 37 - Equacédo da reta, coeficiente de correlacdo (r) e coeficiente de regressdo (R2) a partir de
dados obtidos em estudo de linearidade de método por CLAE para determinacdo de
cetoprofeno em capsulas.

Equagdo y = 42578x + 873,6
r 0,9994
R? 0,9988

Fonte: do autor.

Conforme demonstrado na Tabela 37, pode-se dizer que o método por CLAE é linear

no intervalo de 8,000 a 24,000 pg. mL™, pois o coeficiente de correlacdo obtido (0,9994) foi
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maior do que o valor minimo de 0,99 estabelecido pela resolu¢cdo RDC da Anvisa nimero 166
de 2017 (BRASIL, 2017).

A faixa de trabalho foi definida a partir dos resultados de linearidade e para utilizacdo do
método em ensaios de solubilidade e estabilidade. A faixa de trabalho escolhida foi entre 8
ug.mL? (40%), e 24 pug.mLt (120%), sendo que a concentragdo de 20 pg.mL™ foi definida

como a concentracao de 100%.

5.2.4 Precisao e Exatiddo

Os resultados obtidos no estudo de precisao e exatiddo estdo demonstrados nas Tabelas
38 e 39.

Tabela 38 - Valores de recuperagdo obtidos em estudo de repetibilidade de método por CLAE para
determinacdo de cetoprofeno em capsulas.

Réplicas 8ug.mL? DPR 20pg.mL? DPR 24pg.mL? DPR
101,29 100,29 101,30

Recuperagéo % 100,93 0,21 99,10 0,60 100,44 0,79
100,92 99,79 99,72

Fonte: do autor.

Tabela 39 - Valores de recuperacdo obtidos em estudo de precisdo intermediaria e exatiddo do método
por CLAE para determinacdo de cetoprofeno.

Réplicas 8 ug.mL* DPR 20 pg.mL* DPR 24 ug.mLt DPR
101,29 100,29 101,30
100,93 99,10 100,44

Recuperacéo % 100,92 1,16 99,79 0,62 99,72 0,77
99,54 99,82 99,25
99,19 98,55 100,67
98,40 99,63 99,57

Fonte: do autor.

Os valores de desvio padrdo relativo nos ensaios de repetibilidade e precisao
intermedidria estdo dentro do limite recomendado de 2%, confirmando a precisdo do método
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em todas as concentracgdes testadas. De acordo com os resultados apresentados, os valores de
recuperacdo se encontram na faixa aceitavel de 98 a 102 % em todas as concentrac¢des. Portanto
0 método € preciso e exato nas concentracdes baixa, media e alta.

A partir dos resultados de validacdo do método espectrofotométrico e do método por
CLAE, observou-se que o método por CLAE apresentou duas vantagens: seletividade quanto
aos produtos de degradacdo e exatiddo em toda a faixa de concentracdo testada. Portanto, o

método cromatografico foi utilizado nos estudos subsequentes.

5.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE FORMAS SOLIDAS DE CETOPROFENO

5.3.1 DRXP

5.3.1.1 Matérias-primas

Os resultados dos ensaios de DRXP de todas as matérias-primas de cetoprofeno
disponiveis para o estudo, codificadas como CETMPs (Figuras 15, 16 e 17) foram comparados
com os difratogramas calculados a partir das estruturas do cetoprofeno depositadas no CSD:
cetoprofeno mistura racémica (KEMRUP e KEMRUPO1l) (BRIARD E ROSSI, 1990;
PAWLEDZIO et al., 2018), polimorfo DXKP-o do S-enantiomero do cetoprofeno
(MIRGAYO01) (PAWLEDZIO et al., 2018), polimorfo DXKP-$ do S-enantidmero do
cetoprofeno (MIRGAY02) (ROSSI et al., 2019) e o sal de trometamina do S-enantidmero puro
do cetoprofeno (COZBAX) (ROSSI et al., 2020).
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Figura 15 - Padrdo de difracdo de Raios-X experimental da matéria-prima do cetoprofeno designada
como CETMP-1, em comparagdo com os difratogramas calculados.

Fonte: do autor.
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Figura 16 - Padrdes de difracdo de Raios-X experimentais das matérias-primas do cetoprofeno
designadas como CETMP-1 a CETMP-4, em comparacdo com o difratograma calculado
de cetoprofeno mistura racémica.

Fonte: do autor.
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Figura 17 - Padrdes de difragdo de Raios-X experimentais das matérias-primas do cetoprofeno
designadas como CETMP-5 a CETMP-8, em comparacdo com o difratograma calculado
de cetoprofeno mistura racémica.

Fonte: do autor.

Considerando os resultados demonstrados nas Figuras 15, 16 e 17, pode-se observar que
as amostras CETMP-1 a CETMP-8 apresentaram padrdo de difracdo de raios-X coincidente
com o padréo calculado para o cetoprofeno mistura racémica na forma livre (KEMRUP), cuja
estrutura foi determinada em 1990 (BRIARD; ROSSI, 1990). N&o foram observados picos de
Bragg que pudessem indicar contaminagdo com outra forma solida nas amostras. A partir destes

resultados, pode-se concluir que esta € a forma farmacéuticamente preferida.

5.3.1.2 Sal sédico

O po6 obtido a partir da tentativa de obtencéo do sal sddico de cetoprofeno (CETNa,
Figura 18) também foi comparado com os difratogramas calculados a partir das estruturas do
cetoprofeno depositadas no CSD: cetoprofeno mistura racémica (KEMRUP e KEMRUPOQ1)
(BRIARD E ROSSI, 1990; PAWLEDZIO et al., 2018), polimorfo DXKP-a do S-enantibmero
do cetoprofeno (MIRGAYO01l) (PAWLEDZIO et al.,, 2018), polimorfo DXKP-f do S-
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enantidbmero do cetoprofeno (MIRGAY02) (ROSSI et al., 2019) e o sal de trometamina do S-
enantidmero puro do cetoprofeno (COZBAX) (ROSSI et al., 2020).
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Figura 18 - Padrdo de difracdo de Raios-X experimental da forma obtida designada como CETNa, em
comparagdo com os difratogramas calculados de cetoprofeno.
Fonte: do autor.

Considerando a Figura 18, em relacdo a amostra obtida por processo de recristalizacdo
em hidréxido de sodio 0,5 mol.L* etandlico (CETNa), os picos de Bragg possuem um padrio
completamente diferente das demais formas analisadas, o que demonstra a obtencdo de uma
estrutura cristalina do cetoprofeno ainda ndo depositada no CSD. Os picos em 7,36 e 10,92 °26
podem ser considerados exclusivos dessa estrutura. A auséncia de alguns picos de Bragg das
estruturas j& conhecidas no difratograma de CETNa (por exemplo: 5,22 e 6,40 °26 demonstra
pureza cristalina desta amostra em relagdo as estruturas depositadas no CSD. N&o foram
encontrados, até 0 momento, resultados experimentais de difracdo de Raios-X de pd de
cetoprofeno sodico cristalino sob as condic¢des descritas neste trabalho, para fins de comparacao
de difratogramas, uma vez que o artigo de Hildebrand e Muller-Goymann apresenta resultados
de caracterizacdo somente por DSC e espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)
(HILDEBRAND; MULLER-GOYMANN, 1997). Entretanto, devido ao processo de
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recristalizacdo, suspeita-se que a amostra obtida seja o cetoprofeno sodico, o que sera analisado
posteriormente pelas outras técnicas de caracterizagéo.

5.3.1.3 Tentativas de obtencdo de polimorfos

Os padrdes de difracéo obtidos a partir dos pos resultantes da estratégia de screening para

tentativas de obtencdo de polimorfos de cetoprofeno podem ser observados na Figura 19.
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Figura 19 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtengéo de polimorfos de cetoprofeno.
Fonte: do autor.

Como pode ser constatado pelo resultado apresentado na Figura 19, ndo ha diferenca
entre os padrdes de difracdo obtidos a partir de amostras recristalizadas por evaporacgdo lenta
de solvente em metanol (CETMET), mistura de metanol e &gua (CETMETH:20) e acetona e 0
padréo de difracdo da matéria prima, o que sugere que nao foi obtido nenhum tipo de polimorfo
de cetoprofeno a partir da estratégia de screening, nao sendo, no entanto, realizados os demais

testes de caracterizagdo com estes pos.
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5.3.1.4 Tentativas de obtencédo de cocristais

Conforme descrito na metodologia deste trabalho, os coformadores escolhidos foram:
acido citrico (AC), acido acetilsalicilico (AAS), acido ascorbico (AA), acido estearico (AE),
acido fumérico (AF), &cido glutamico (AG) e sacarina (SAC), seguindo a regra do delta pKa e
baseado na possibilidade de interacdes entre o cetoprofeno e grupamentos quimicos presentes
nas moléculas dos coformadores.

Os grupamentos acidos presentes no AC, AAS, AE, AF e AG e os grupamentos hidroxila
nos coformadores AC e AA sdo ambos doadores de ligagcdo de hidrogénio, podendo formar
heterossintons do tipo O-H---O=C por meio da interacdo com a carbonila cetdnica do
cetoprofeno (aceptor de ligacdo de hidrogénio). A amina presente no AG também tem a mesma
funcdo doadora de ligacdo de hidrogénio; no entanto, o heterossinton que pode ser formado é
do tipo N-H---O=C. Outra possibilidade para AC, AAS, AE e AF ¢ a interacdo entra 0s
grupamentos acido carboxilicos, presentes tanto na molécula de cetoprofeno como na molécula
dos coformadores, obtendo-se a formacdo de homossintons.

Além disso, AAS e cetoprofeno possuem anéis aromaticos, que torna possivel interacoes
7-7 entre estes grupamentos. Ja o coformador AA possui uma carbonila, a qual pode agir como
aceptora de ligacdo de hidrogénio em uma interagdo intermolecular com o acido carboxilico do
cetoprofeno formando um heterossinton O-H---O=C.

A SAC possui grupamento imida (doador de ligacdo de hidrogénio), que pode interagir
com a carbonila cetdnica do cetoprofeno (grupamento aceptor de ligacdo de hidrogénio),
formando heterossintons do tipo N-H---O=C. Além disso, o0 grupamento imida pode também
interagir com o grupamento acido do cetoprofeno formando heterossintons acido-imida, se
mostrando o coformador disponivel mais promissor. Vale ressaltar que a sacarina ja foi utilizada
como coformador para a obtencédo de cocristais de indapamida, uma substéncia estruturalmente
relacionada ao cetoprofeno (BASAVOJU, S., BOSTROM, D., VELAGA, S. P., 2007; CHUN,
N. etal., 2013).

Os resultados dos ensaios de DRXP das amostras obtidas nas tentativas de obtengéo de
cocristal de cetoprofeno por méetodo de screening via transformacdo de fase mediada por
solucdo (SMPT) (BUCAR et al., 2009; ZHANG et al., 2007) em comparacio com a matéria
prima de cetoprofeno e com os coformadores AC, AAS, AA, AE, AF, AG e SAC estdo

representados nas Figuras 20 a 33.
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Figura 20 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando &cido citrico como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 21 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando &cido citrico como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 22 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando &cido citrico como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 23 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando &cido citrico como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 24 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando acido acetilsalicilico como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 25 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando &cido ascérbico como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 26 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtengdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando acido ascérbico como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 27 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando acido estearico como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 28 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando &cido fumarico como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 29 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando acido glutdmico como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 30 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando acido glutamico como coformador.
Fonte: do autor.

Conforme os padrdes de difracdo presentes nas tentativas de obtencao de cocristal com
acido citrico (AC) CET_AC _SMPT 1 a 12 nas Figuras 20, 21, 22 e 23, com &cido
acetilsalicilico (AAS) CET_AAS SMPT_1 e 2 na Figura 24, com &cido ascorbico (AA)
CET_AA_SMPT _1 a5 nas Figuras 25 e 26, com acido estearico (AE) CET_AE_SMPT 1e?2
na Figura 27, com acido fumarico (AF) CET_AF_SMPT 1, 2 e 5, na Figura 28 e com &cido
glutdmico (AG) CET_AG_SMPT 1 a 5, nas Figuras 29 e 30, € possivel observar que os
difratogramas das amostras apresentaram picos de Bragg correspondendo a soma dos picos de
Bragg do cetoprofeno matéria-prima (CETMP-1) com os picos de Bragg dos coformadores. As
intensidades dos picos das amostras variaram provavelmente em funcdo de diferencas de
solubilidade do cetoprofeno ou do coformador nos solventes testados, uma vez que no método
SMPT séo formadas suspensoes e posterior filtracao.

Com base nos resultados apresentados nas Figuras 20 a 30, pode-se concluir que néo foi
possivel observar varia¢fes na estrutura cristalina. Portanto, ndo foi obtido nenhum cocristal de
cetoprofeno utilizando AC, AAS, AA, AE, AF e AG como coformadores através da
metodologia SMPT.

Ja os resultados dos ensaios de DRXP das amostras obtidas nas tentativas de obtencéo

de cocristal de cetoprofeno com o co-formafor sacarina (SAC) por método de screening via
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SMPT (BUCAR et al., 2009; ZHANG et al., 2007) em compara¢do com a matéria prima de
cetoprofeno estdo representados nas Figuras 31 e 32:
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Figura 31 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtengdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando sacarina como coformador.
Fonte: do autor.
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Figura 32 - Difratogramas dos ensaios de tentativas de obtencdo de cocristais de cetoprofeno pela
metodologia SMPT utilizando sacarina como coformador.
Fonte: do autor.
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Analisando as Figuras 31 e 32, é possivel observar que os difratogramas das amostras
CET_SAC_SMPT _1 a4 apresentaram padrdo de difracdo correspondendo a soma dos picos de
Bragg do cetoprofeno matéria-prima (CETMP-1) com os picos de Bragg da sacarina (SAC) e
as intensidades diferentes nos picos podem ser devido a diferenca de solubilidade do
cetoprofeno e da sacarina nos solventes testados. No entanto, o difratograma da amostra
CET_SAC_SMPT _5 apresentou um padréo de difracdo diferente, onde alguns picos de Bragg
ndo coincidem com CETMP-1 nem com SAC, apresentando, portanto, a possibilidade de
obtenc&o de cocristal.

Para uma melhor visualizagdo, a Figura 33 representa os difratogramas de CETMP-1 e
SAC em comparagdo com CET_SAC_SMPT _5:

/\J L/ CET_SAC_SMPT_5 (experimental)
I M o SRS S

' Wit I\ SAC (experimental)

AAAN N\ A
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\
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\
|
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\
|
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¥ I 4 I % | Y I Y 1 Y |
5 10 15 20 25 30 35
Graus 26 (KaCu)

Figura 33 - Difratogramas de CET_SAC_SMPT_5 em comparacdo com CETMP-1 e SAC.
Fonte: do autor.

Além disso, os resultados de picos de Bragg observados CET_SAC _SMPT 5 em
comparagdo com CETMP-1 e SAC estdo descritos na Tabela 40.



Tabela 40 - Picos de Bragg de CET_SAC_SMPT _5 em compara¢do com CETMP-1 e SAC.

CETMP-1 (experimental)

SAC (experimental)

CET_SAC_SMPT 5

Graus 20 (KaCu) Graus 20 (KaCu) (experimental)
Graus 26 (KaCu)

- - 6,16*
6,38 - -

- 9,34 -

- 9,50 -

- - 9,74*
13,16 - -
14,46 - -

- 14,92 -
15,20 - -

- 15,40 -

- 15,94 16,02
16,24 - 16,22

- - 16,46*
16,94 - -
17,34 - -
18,46 - -

- 18,80 18,98
19,14 19,06 -

- - 19,30*
20,10 20,04 19,98; 20,04; 20,28

- 21,52 21,60
21,76 - 21,84

- 22,78 -
22,92 - 22,82; 23,00
23,86 23,80 23,90

24,08

- 25,04 -

- - 25,28*

- 25,70 25,74

- - 25,96*
26,04 - -

- 26,28 -
27,22 27,34 -
27,70 - 27,52; 27,62

- 27,90 27,94; 28,00
28,46 - -

- 28,74 -

- 29,20 -

- 29,34 -
29,50 - -

*Picos exclusivos de CET_SAC_SMPT_5

Fonte: do autor
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A Figura 33 e Tabela 40 confirmam que a amostra CET_SAC_SMPT _5 é um cocristal

de cetoprofeno e sacarina, uma vez que apresenta um padrdo de difracdo diferente do

cetoprofeno matéria prima (CETMP-1), da sacarina (SAC) ou da soma destes. A partir destes
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resultados, realizou-se uma busca na literatura sobre cocristais entre cetoprofeno e sacarina. No
artigo de Siswandi, Rusdiana e Levita (2015), os autores realizaram um screening virtual de
possiveis coformadores de cetoprofeno, demonstrando que o melhor coformador calculado para
0 cetoprofeno € a sacarina, dentre as estruturas analisadas pelos autores. Os autores misturaram
cetoprofeno e sacarina na proporg¢éo 1:1, trituraram a mistura e adicionaram 5 mL de metanol.
A mistura foi entdo avaliada somente quanto a solubilidade e dissolugdo, ndo sendo
caracterizada por estudos de DRXP. Portanto, ndo é possivel analisar se a estrutura obtida neste
trabalho é a mesma da obtida por Siswandi, Rusdiana e Levita (2015). Entretanto, considerando
que os autores propdem o preparo de uma amostra na proporcao cetoprofeno:sacarina 1:1 e 0
difratograma de CET_SAC-SMPT-5 ¢ referente a uma amostra na proporcao
cetoprofeno:sacarina 1:2, a estrutura do cocristal obtida neste trabalho é provavelmente
diferente. Dessa forma, seriam necessarios estudos de determinacdo da estrutura cristalina de
CET_SAC-SMPT-5 por pé ou monocristal. Entretanto, tais estudos fogem do escopo deste
trabalho e serdo considerados como perspectivas de estudos futuros.

Na sequéncia, foram realizadas novas tentativas de obtencdo de cocristal de
cetoprofeno:sacarina, repetindo a metodologia descrita para CET_SAC_SMPT 5, a fim de
verificar se o processo é reprodutivel. Os difratogramas obtidos foram comparados com um
difratograma da mistura fisica cetoprofeno:sacarina 1:2 e com o difratograma da amostra
CET_SAC_SMPT _5. Os resultados estéo descritos na Figura 34.
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Figura 34 - Difratogramas de amostras de tentativas reproducéo de cocristais de cetoprofeno:sacarina
pela metodologia SMPT.
Fonte: do autor.
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Comparando os difratogramas da Figura 34, observa-se que ndo houve a reproducéo do
difratograma de CET_SAC_SMPT_5 em nenhuma das seis tentativas, uma vez que, em todos
os casos, foram obtidos difratogramas contendo a soma dos picos de Bragg do cetoprofeno
matéria-prima (CETMP-1) com os picos de Bragg de SAC, tratando-se, portanto da mistura
fisica da matéria prima com o coformador. Por esta razéo, a quantidade de CET_SAC_SMPT _5
obtida na primeira tentativa foi suficiente apenas para a realizagdo de caracterizagdo por
espectroscopia de infravermelho, analises térmicas, doseamento e estabilidade acelerada, ndo
sendo possivel realizar estudos de solubilidade nesta amostra, devido a maior quantidade

requerida para tais estudos.

5.3.2 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

Os resultados das analises de espectroscopia na regido do infravermelho da matéria
prima de cetoprofeno (CETMP-1) e da forma obtida pelo processo de recristalizacdo utilizando

hidroxido de sodio 0,5 mol.L ™ etandlico (CETNa) estdo representados na Figura 35 e Tabela
41.
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Figura 35 - Espectros de infravermelho do cetoprofeno matéria-prima (CETMP) e da forma obtida pelo
processo de recristalizagdo utilizando hidréxido de sodio (CETNa).
Fonte: do autor.
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Tabela 41 - Principais bandas de absorc¢éo no infravermelho de amostra obtida a partir de CETNa, em
comparacgdo com as bandas de absor¢do de CETMP-1.

CETMP-1 CETNa
NUmero de onda (cm™?) Ndmero de onda (cm™)
3300 a 2400 -
(Estiramento O-H de acido carboxilico)
3055 3061

(Estiramento C-H sp?)
2995, 2978, 2938
(Estiramento C-H sp3)
2000 a 1667
(Bandas de harménicas/combinacdo dos anéis
aromaticos)
1695
(Estiramento C=0 de &cido carboxilico)
1655
(Estiramento C=0 da cetona conjugada aos
anéis aromaticos)

1597 a 1420 (varias bandas)
(Estiramentos C=C dos anéis aromaticos)
1369
(Dobramento CHs)

1285
(Estiramento C-O)

966
(Dobramento O-H fora do plano)

866 a 691
(Bandas de dobramento C-H fora do plano de
anéis aromaticos)

(Estiramento C-H sp?)
2974, 2965, 2930, 2913, 2874

(Estiramento C-H sp3)

2000 a 1667
(Bandas de harménicas/combinacdo dos anéis
aromaticos)
1582 e 1570
(Estiramento C=0 de ion carboxilico)
1659
(Estiramento C=0 da cetona conjugada aos
anéis aromaticos)

1525 a 1420 (varias bandas)
(Estiramentos C=C dos anéis aromaticos)
1362
(Dobramento CHs)

1277
(Estiramento C-O)

953
(Dobramento O-H fora do plano)

883 a 689
(Bandas de dobramento C-H fora do plano de
anéis aromaticos)

Fonte: do autor

Conforme observado na Figura 35 e Tabela 41, os resultados de espectroscopia na regido

do infravermelho de CETMP-1 estdo condizentes com valores esperados para a estrutura
molecular do cetoprofeno e com valores descritos na literatura para este IFA. Choi e
colaboradores (2001) apresentaram espectros de infravermelho por transformada de Fourier
para o cetoprofeno, onde atribuem bandas em 1700 cm™ e 1650 cm™ aos estiramentos C=0 das
carbonilas do acido carboxilico e da cetona. Além disso, os autores demonstram uma banda
larga entre aproximadamente 3300 e 2400 cm™, a qual ¢ atribuida a estiramento O-H de 4cido
carboxilico. De acordo com Al-Tahami (2014), o espectro de infravermelho do cetoprofeno
mostra bandas de absorcao de estiramento de C = O do acido carboxilico e da cetona em 1697
e 1655 cm™, respectivamente. Além disso, os autores observaram uma larga banda em 3380
cm, atribuida ao estiramento O-H e uma banda em 3100 cm™, a qual os autores atribuem
erroneamente ao estiramento C=C do anel aromatico, pois trata-se de um estiramento C-H sp?

do anel aromatico.
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A Figura 35 e Tabela 41 demonstram que CETNa apresentou as seguintes diferencas
em relagdo a CETMP-1: auséncia da banda larga de estiramento O-H entre 3300 a 2400 cm™,
devido a desprotonacao da hidroxila do acido carboxilico (formacéo de ion carboxilato). Além
disso, CETNa apresentou deslocamento da banda de estiramento C=0 de acido carboxilico
(observada em 1695 cm™ em CETMP-1) para regido de menor energia (duas bandas em 1582
e 1570 cm™ em CETNa), o que é esperado para o sal sodico, devido a formagdo do ion
carboxilato, que apresenta ressonancia e consequente diminuicdo da energia de estiramento
C=0. Nao foram encontrados resultados de caracterizacdo de cetoprofeno sodico por
espectroscopia na regido do infravermelho.

Os resultados das analises de infravermelho da matéria prima de cetoprofeno (CETMP),
da sacarina (SAC) e da forma obtida pelo método de screening via SMPT utilizando a sacarina
como coformador (CET_SMPT_SAC_5) estdo representados na Figura 36 e Tabela 42:
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Figura 36 - Espectros de infravermelho de cetoprofeno matéria-prima (CETMP), da sacarina (SAC) e
da forma obtida pelo método de screening via SMPT utilizando sacarina como coformador
(CET_SAC_SMPT_5).

Fonte: do autor.
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Tabela 42 - Principais bandas de absorgdo no infravermelho de cetoprofeno matéria-prima (CETMP),
da sacarina (SAC) e da forma obtida pelo método de screening via SMPT utilizando sacarina

como coformador (CET_SAC_SMPT 5).

CETMP-1 SAC (experimental) CET_SAC_SMPT_5
NUmero de onda (cm™) NUmero de onda (cm™) Ndmero de onda (cm™)
3300 a 2400 - 3300 a 2400
(Estiramento O-H de &cido (Estiramento O-H de &cido
carboxilico) carboxilico)

3055 - 3055

(Estiramento C-H sp2)
2995, 2978, 2938 -
(Estiramento C-H sp3)

2000 a 1667 2000 a 1667
(Bandas de harménicas/combinagéo (Bandas de
dos anéis aromaticos) harménicas/combinacdo dos
anéis aromaticos)
- 1717*
(Estiramento C=0 imida)
1695 -
(Estiramento C=0 de &cido
carboxilico)
1655 -

(Estiramento C=0 de cetona
conjugada aos anéis aromaticos)

1597 a 1420 (varias bandas) 1594, 1458
(Estiramentos C=C dos anéis (Estiramentos C=C do anel
aromaticos) aromatico)
1369 -
(Dobramento CHs)
1285 -
(Estiramento C-0)
966 -
(Dobramento O-H fora do plano)

866, 716, 704 e 691
(Bandas de dobramento C-H fora
do plano de anéis aromaticos)

- 758*
(Dobramento C-H fora do
plano de anel aromético orto-
substituido)

(Estiramento C-H sp2)
2995, 2978, 2938
(Estiramento C-H sp3)
2000 a 1667
(Bandas de
harménicas/combinacéo dos
anéis aromaticos)
1728
(Estiramento C=0 imida)
1694
(Estiramento C=0 de &cido
carboxilico)

1653
(Estiramento C=0 de cetona
conjugada aos anéis
aromaticos)

1597 a 1420 (varias bandas)
(Estiramentos C=C dos anéis
aromaticos)

1369
(Dobramento CHs)
1283
(Estiramento C-0O)

966
(Dobramento O-H fora do
plano)

864, 714,702 e 691
(Bandas de dobramento C-H
fora do plano de anéis
aromaticos)

756
(Dobramento C-H fora do
plano de anel aromatico
orto-substituido)

Fonte: do autor
*Bandas de absorc¢éo exclusivas da sacarina.

Os resultados demonstrados na Figura 36 e Tabela 42 mostram que o espectro de

infravermelho de CET_SAC_SMPT_5 apresenta bandas de absor¢do do cetoprofeno e da

sacarina (SAC). Em uma primeira analise visual da Figura 36, pode parecer que

CET_SAC_SMPT_5 contém somente cetoprofeno, uma vez que o espectro da amostra €
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semelhante ao espectro do cetoprofeno. Este resultado ocorreu porque a maioria das bandas da
sacarina sdo coincidentes com as bandas do cetoprofeno, ocorrendo consequentemente
sobreposicao das bandas. Entretanto, uma analise mais detalhada mostra que as bandas em 1717
(estiramento C=0 da imida) e 758 cm™ (dobramento C-H fora do plano de anel aromatico orto-
substituido) sdo bandas exclusivas da sacarina. Conforme demonstrado na Tabela 42, foi
observada uma banda em 756 cm™® em CET_SAC_SMPT_5, evidenciando a presenca de
sacarina na amostra. A banda referente ao estiramento C=0 da imida de SAC apareceu
deslocada para 1728 cm™* em CET_SAC_SMPT _5, indicando que a carbonila da sacarina pode
estar envolvida em uma interacdo intermolecular na estrutura cristalina do cocristal. A fim de
mostrar melhor estes resultados, os espectros de infravermelho foram ampliados e estdo
demonstrados na Figura 37:
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Figura 37 - Ampliagcdo de espectros de infravermelho de cetoprofeno matéria-prima (CETMP), da
sacarina (SAC) e da forma obtida pelo método de screening via SMPT utilizando sacarina

como coformador (CET_SAC_SMPT _5).
Fonte: do autor.

5.3.3 Analises Térmicas

Os resultados de anélises térmicas (DSC e TGA) de CETMP-1 e CETNa estdo demonstrados
nas Figuras 38, 39, 40 e 41.
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Figura 38 - Curva de DSC de CETMP-1.
Fonte: do autor.
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Figura 40 - Curva de DSC de CETNa.
Fonte: do autor.
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Figura 41 - Curva de TGA de CETNa.
Fonte: do autor.

A curva de DSC de CETMP (Figura 38) mostra apenas um evento endotérmico em 95,3
°C (T onset = 92,4 °C), o qual ndo esta associado a perda de massa na curva de TGA. Portanto,
este evento provavelmente se trata de uma fusdo, estando de acordo com a literatura, que
descreve a faixa de fusé@o do cetoprofeno entre 94 °C a 97 °C (ANVISA, 2019a). A
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decomposi¢cdo de CETMP ocorre acima de 200°C devido a perda de massa significativa na
curva de TGA desta amostra (Figura 39).

A curva de DSC de CETNa (Figura 40) mostra apenas um evento endotérmico em 194,6
°C (T onset = 188,2 °C), o qual ndo esta associado a perda de massa na curva de TGA. Portanto,
este evento provavelmente se trata de uma fusdo. A decomposicdo de CETNa ocorre acima de
300°C devido a perda de massa significativa na curva de TGA desta amostra (Figura 41). Estes
dados estdo condizentes com a literatura, que o ponto de fusdo de 183,9 + 3°C para 0
cetoprofeno sodico (HILDEBRAND; MULLER-GOYMANN, 1997).

Estas diferencas de temperaturas de fusdo e decomposicao das formas indicam uma maior
estabilidade térmica de CETNa. Além disso, CETNa ndo apresentou eventos de transi¢do de
fases, indicando que esta forma solida pode ser vantajosa em relacdo a forma atualmente
comercializada (CETMP) em termos de estabilidade fisico-quimica.

Os resultados de analises térmicas (DSC e TGA) de CET_SAC_SMPT 5 foram
comparados com os resultados obtidos a partir de CETMP-1, SAC e de uma mistura fisica de

cetoprofeno e sacarina na proporcao molar 1:2 e estdo demonstrados nas Figuras 42 e 43.
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Figura 42 - Curva de DSC de CET_SAC_SMPT_5 em comparacao com os resultados obtidos a partir
de CETMP-1, SAC e de uma mistura fisica de cetoprofeno e sacarina na propor¢do molar
1:2.

Fonte: do autor.
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Figura 43 - Curva de TGA de CET_SAC_SMPT_5 em comparagdo com os resultados obtidos a partir
de CETMP-1, SAC e de uma mistura fisica de cetoprofeno e sacarina na propor¢do molar
1:2.

Fonte: do autor.

A curva de DSC de SAC (Figura 42) mostra apenas um evento endotérmico em 232 °C
(T onset = 227,5 °C), o qual esta associado a perda de massa na curva de TGA (Figura 43).
Portanto, este evento provavelmente se trata de fuséo seguida de decomposicao.

A curva de DSC da mistura fisica apresenta um evento endotérmico em 95,3 °C (T onset
= 92,3 °C), o qual ndo esta associado a perda de massa na curva de TGA. Portanto, este evento
se trata da fusdo do cetoprofeno na mistura fisica, uma vez que foi coincidente com o mesmo
evento observado para CETMP-1, estando, portanto, de acordo com o esperado. Um segundo
evento com T onset = 216,5 °C foi observado na curva de DSC da mistura fisica, o qual esta

associado a perda de massa que ocorre a partir de 200 °C, observada na curva de TGA da
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mistura fisica (Figura 43). Portanto, trata-se da decomposi¢do das moléculas de cetoprofeno e
de sacarina.

A curva de DSC de CET_SAC_SMPT _5 apresenta um evento endotérmico em 90,5 °C
com Tonset de 85,7°C, o qual ndo esta associado a perda de massa na curva de TGA (Figura
43). Portanto, este evento provavelmente se trata de fusdo. O segundo evento endotérmico (T
onset =222,2 °C) na curva de CET_SAC_SMPT _5 estéa associado a perda de massa no grafico
de TGA dessa mesma amostra (Figura 43), indicando que ocorre decomposic¢do da amostra a
partir dessa temperatura, de forma semelhante ao que ocorre na mistura fisica. Quando se
compara a curva de DSC de CET_SAC_SMPT _5 com a curva da mistura fisica, observa-se que
CET_SAC_SMPT _5 apresenta deslocamento do primeiro evento endotérmico de 95,3 °C para
90,5 °C, com Tonset deslocado de 92,3 °C para 85,7°C. Estes resultados estdo condizentes com
o0 trabalho de Schultheiss e Newman, o qual relata que 51% dos cocristais possuem ponto de
fusdo com temperatura intermediaria entre a fusdo do coformador e do IFA, 39% possuem
ponto de fusdo em menor temperatura que do IFA e coformador, 6% com ponto de fusdo em
temperatura acima e 4% com ponto de fusdo em mesma temperatura (SCHULTHEISS,
NEWMAN, 2009). No caso de CET_SAC_SMPT 5, essa alteracdo em relacdo a temperatura
de fusdo poderia ser devido a formacdo de mistura eutética ou de cocristal. Entretanto,
considerando os resultados de DRXP, onde essa amostra apresentou padrdo de difracdo
diferente da soma dos picos de Bragg de CETMP-1 e SAC, pode-se confirmar que o
comportamento térmico observado foi decorrente da formacéo do cocristal entre cetoprofeno e
sacarina. Portanto, a amostra se enquadra nos 39% dos cocristais que apresentam ponto de fusédo

em menor temperatura que do IFA e do coformador.

5.3.4 Doseamento

Foram realizados ensaios de doseamento das amostras CETMP-1, CETNa e
CET_SAC_SMPT _5 utilizando o método cromatografico validado. Estes ensaios foram
realizados por dois motivos: i) avaliar a pureza quimica das amostras utilizadas nos estudos, a
fim de verificar se cumprem a especifica¢do farmacopeica para matérias-primas de cetoprofeno;
2) verificar se CET_SMPT_SAC_5 possui a proporcao molar de duas moléculas de sacarina
para cada molécula de cetoprofeno. Neste sentido, considerando o peso molecular do
cetoprofeno (254,28) e da sacarina (183,19), para o doseamento de CET_SMPT_SAC 5,



105

pesou-se 10 mg de padrdo de cetoprofeno e 24,41 mg de SMPT_SAC _5 (equivalente a 10 mg
de molécula de cetoprofeno para um cocristal cetoprofeno:sacarina 1:2). Os resultados estdo

demonstrados na Tabela 43.

Tabela 43 - Valores médios de teor de CETMP, CETNa e CET_SMPT_SAC 5.

Amostras Média de teor % (n = 3) DPR* %
CETMP 100,80 0,70
CETNa 98,91 0,21

CET_SMPT_SAC 5 98,77 0,33

Fonte: do autor.
Legenda: *DPR, desvio padréo relativo.

A partir dos resultados demonstrados na Tabela 43, pode-se observar que os teores de
cetoprofeno em cada forma solida estéo dentro do limite de 98 a 102 %, 0 que comprova pureza
adequada de CETMP, CETNa e CET_SMPT_SAC 5.

Considerando o teor obtido para CET_SMPT_SAC_5 de 98,77 %, a partir da pesagem
de 24,41 mg do cocristal (equivalente a 10 mg de molécula de cetoprofeno para um cocristal
cetoprofeno:sacarina 1:2), pode-se confirmar que o cocristal possui dois mols de sacarina para
cada mol de cetoprofeno, conforme esperado. Além disso, os resultados obtidos pelo método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia confirmam a presenca de cetoprofeno e sacarina em

CET_SMPT_SAC 5, conforme demonstrado o cromatograma da Figura 44.
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Figura 44 - Cromatogramas de solucdo padrdo de cetoprofeno, solu¢do de sacarina e solucdo de
CET_SMPT_SAC 5.
Fonte: do autor

5.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA

Um estudo de estabilidade acelerada foi realizado, acondicionando amostras de
CETMP-1, CETNa e CET_SAC_SMPT _5 em estufa a 40 °C e 75 % UR, as quais foram
coletadas nos tempos de 0, 3 e 6 meses e analisadas por DRXP e CLAE. Os resultados de DRXP
de CETMP-1 estdo demonstrados na Figura 45, de CETNa na Figura 46 e de
CET_SAC_SMPT _5 na Figura 47.
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Figura 45 - Difratogramas do estudo de estabilidade acelerada de CETMP nos tempos 0, 3 e 6 meses
Fonte: do autor.

De acordo com a Figura 45 pode-se perceber que a matéria-prima de cetoprofeno
(CETMP) manteve 0 mesmo padrdo de DRXP ap0s trés e seis meses de acondicionamento a
40 °C e 75 % UR, indicando a estabilidade fisica desta amostra frente as condicGes
determinadas da RDC 318/2019 (ANVISA, 2019b).
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Figura 46 - Difratogramas do estudo de estabilidade acelerada de CETNa nos tempos 0, 3 e 6 meses

Fonte: do autor.

De acordo com a Figura 46, foi verificado processo de amorfizacdo de CETNa ap0s trés
e seis meses de acondicionamento a 40 °C/5 % UR, demonstrando instabilidade fisica do sal
sodico de cetoprofeno. Este processo provavelmente estd relacionado com a alta
higroscopicidade descrita para os sais de cetoprofeno (COURTEILLE FREDERIC;
VEILLARD, 1994).

Para avaliar a higroscopicidade do sal sodico, foi realizada uma analise por
termogravimetria da amostra CETNa ap0s seis meses de acondicionamento a 40 °C/5 % UR.

O resultado esta demonstrado na Figura 47.
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Figura 47 - Curva de TGA de CETNa ap06s seis meses do estudo de estabilidade.
Fonte: do autor

Conforme observado na Figura 47 acima, é possivel verificar perda de massa na curva
de TGA de CETNa-6 meses. Até a temperatura de 300 °C (inicio da decomposicéo do CETNa),
foi observada perda de 6,05% de massa, correspondendo provavelmente a perda de dgua da
estrutura do composto. Portanto, foi constatado que houve absor¢do de agua por parte do sal
sodico de cetoprofeno, comprovando sua alta higroscopicidade.

Sendo assim, recomenda-se 0 acondicionamento de IFAs de cetoprofeno sodico em
embalagens impermeéaveis. Além disso, qualquer contato com umidade inviabiliza a utilizacao
do sal sédico de cetoprofeno em formas farmacéuticas sélidas. Este fator pode ser considerado
como uma desvantagem do sal sédico em relacdo a forma livre.

Outro fator relacionado a instabilidade de CETNa que merece atencdo, foi sua
amorfizacdo ap6s tamisacdo, o que inviabilizou a utilizacdo deste sélido em formulacGes
solidas. Sendo assim, ndo foi possivel propor uma forma farmacéutica soélida de uso oral para

este sal.
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Figura 48 - Difratogramas do estudo de estabilidade acelerada de CET_SMPT_SAC 5 nos tempos 0, 3
e 6 meses
Fonte: do autor

Como pode ser observado nos difratogramas da figura 48, CET_SAC_SMPT _5 néo se
demonstrou fisicamente estavel apos trés e seis meses, prevalecendo picos de Bragg de sacarina
e auséncia de picos de Bragg de cetoprofeno. Conclui-se que este fato esteja ligado a
amorfizacdo do cetoprofeno a partir do cocristal nas condi¢cdes de estabilidade acelerada
estudada, uma vez que os resultados doseamento (Tabela 44), mostram que a amostra
CET_SAC _SMPT_5 apresentou teor de cetoprofeno de 97,96% ap0s seis meses de
acondicionamento a 40 °C/5 % UR.

Os resultados do estudo de doseamento de CETMP, CETNae CET_SAC_SMPT _5 nos
tempos 0, 3 e 6 meses estdo demonstrados na Tabela 44.
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Tabela 44 - Resultados de doseamento de CETMP, CETNa e CET_SAC_SMPT _5 nos tempos 0, 3 e

6 meses.
CETMP CETNa CET_SAC_SMPT 5
Teorde | ppp | Teorde | ppp Teor de DPR
Cetoprofeno % Cetoprofeno % % Cetoprofeno % %
%
Tempo 0 100,80 0,14 98,91 0,70 100,71 0,17
3 meses 101,47 0,11 91,20 0,47 98,32 0,84
6 meses 99,56 0,21 88,83 0,38 97,96 1,13

Fonte: do autor.

De acordo com os resultados da Tabela 44, pode-se observar que os resultados de
doseamento de CETMP se mantiveram dentro da faixa de concentragdo de 98 a 102 %. No
entanto, apos trés meses de experimento, pode ser observado que o CETNa apresentou teor de
88,83%, apresentando-se fora da faixa de concentracdo de 98 a 102 %. Portanto, pode-se dizer
que o sal de cetoprofeno possui menor estabilidade em comparacdo com a matéria prima.
Entretanto, esta diminuicdo de teor (de 98,91% para 88,83%) provavelmente esta relacionada
com a alta higroscopicidade do sal, que absorveu dgua quando exposto por 6 meses a umidade
relativa de 75%. Ja CET_SAC_SMPT _5 apresentou teor de cetoprofeno dentro da faixa de

concentracdo de 98% a 102%, comprovando a presenca do farmaco na amostra.

5.5 ESTUDO DE SOLUBILIDADE A 37 °C

Foi realizado um estudo de solubilidade a 37 °C pelo método shake flask nas amostras
CETMP-1 e CETNa. Néo foi possivel realizar estes estudos em CET_SAC_SMPT _5, uma vez
a obtencdo dessa amostra ndo se mostrou reprodutivel, sendo que a quantidade obtida no
primeiro processo foi insuficiente para realizagéo de estudos de solubilidade.

Apos 24, 48 e 72 horas de ensaio, retirou-se uma aliquota de 1 mL de cada amostra,
filtrou-se imediatamente, diluiu-se e quantificou-se utilizando o método previamente validado.

Os resultados estdo descritos nas Tabelas 45, 46 e 47.
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Tabela 45 - Resultados de solubilidade no equilibrio de CETMP e CETNA a 37 °C no tempo de 24

horas.
24 horas
CETMP-1 CETNa
Meios X mg.mL? DP X mg.mL? DP
pH 1,2 0,28 0,11 0,62 0,04
pH 5,4 0,84 0,08 4,78 0,05
pH 6,8 6,56 0,07 19,68 0,08
H20 0,32 0,12 28,60 0,05

Fonte: do autor.

Legendas: X = solubilidade média (n = 3); DP = desvio padrdo amostral (n = 3); pH 1,2 = tampédo HCI pH 1,2
(135 mmol.L*M); pH 5,4 = tamp&o acetato pH 5,4 (42,3 mmol.L); pH 6,8 = tampé&o fosfato pH
6,8 (322,4 mmol.L™?).

Tabela 46 - Resultados de solubilidade no equilibrio de CETMP e CETNA a 37 °C no tempo de 48

horas.
48 horas
CETMP CETNa
Meios X mg.mL* DP X mg.mL* DP
pH 1,2 0,38 0,09 0,84 0,06
pH 5,4 0,85 0,09 6,81 0,09
pH 6,8 8,48 0,05 25,44 0,07
H.O 0,44 0,11 34,47 0,12

Fonte: do autor.

Legendas: X = solubilidade média (n = 3); DP = desvio padrdo amostral (n = 3); pH 1,2 = tampéao HCI pH 1,2
(135 mmol.L*M); pH 5,4 = tamp&o acetato pH 5,4 (42,3 mmol.L); pH 6,8 = tampéo fosfato pH
6,8 (322,4 mmol.L™?).
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Tabela 47 - Resultados de solubilidade no equilibrio de CETMP e CETNA a 37 °C no tempo de 72

horas.
72 horas
CETMP CETNa
Meios X mg.mL? DP X mg.mL? DP
pH 1,2 0,38 0,10 0,83 0,07
pH 5,4 0,85 0,08 6,78 0,07
pH 6,8 8,50 0,06 25,50 0,09
H20 0,45 0,10 34,88 0,11

Fonte: do autor.

Legendas: X = solubilidade média (n = 3); DP = desvio padrdo amostral (n = 3); pH 1,2 = tampéao HCI pH 1,2
(135 mmol.L*M); pH 5,4 = tamp&o acetato pH 5,4 (42,3 mmol.L); pH 6,8 = tampéo fosfato pH
6,8 (322,4 mmol.L™?).

A partir dos resultados das Tabelas 45, 46 e 47, foi realizado um estudo estatistico
através do teste de ANOVA seguida do teste TUKEY ao nivel de significancia de 0,05 para
comparacao entre as médias de solubilidade nos tempos de 24, 48 e 72 horas para cada forma

estudada em cada meio. Os resultados da analise estatistica estdo descritos na Tabela 48.

Tabela 48 - Comparacéo estatistica (ANOVA seguida de Tukey) entre as médias de solubilidade nos
tempos de 24, 48 e 72 horas a 37 °C para cada forma estudada em cada meio.

CETMP CETNa
Meio Valor p Resultadodo  Valor p (ANOVA)  Resultado do
(ANOVA) teste de Tukey teste de Tukey
pH 1,2 <0,05 24<48=T72 <0,05 24<48=72
pH 5,4 0,22 - <0,05 24<48=72
pH 6,8 <0,05 24<48=72 <0,05 24<48=72
H20 <0,05 24<48=T72 <0,05 24<48=T72

Fonte: do autor.

A partir dos resultados das Tabelas 45, 46, 47 e 48, pode-se concluir que 0 maximo de
solubilidade de cetoprofeno a 37°C foi observado estatisticamente ap0s 48 horas de ensaio para
ambas as formas em todos os meios utilizados para o ensaio de solubilidade. Portanto,
comparou-se as solubilidades entre CETMP e CETNa a 37°C ap0s 48 horas de ensaio. Os

resultados estdo demonstrados na Figura 49.
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Figura 49 - Solubilidades de formas solidas do cetoprofeno a 37 °C e 48 horas.
Fonte: do autor.

Como pode ser observado na Tabela 48 e Figura 49, a solubilidade de ambas as formas
aumenta em funcdo do aumento de pH. Este fenbmeno €é esperado, pois o cetoprofeno é um
acido com pKa igual a 4,45. Sendo assim, a medida que o pH aumenta, o grupamento &cido
carboxilico tende a se desprotonar, aumentando consequentemente a solubilidade da molécula.

Quando se compara a solubilidade do sal sddico com a solubilidade da forma livre de
cetoprofeno, observa-se que a solubilidade de CETNa foi significantemente maior que a
solubilidade de CETMP em todos os meios. Em tampéo HCI (pH 1,2) a solubilidade de CETNa
foi aproximadamente duas vezes maior que CETMP; no tampéo acetato (pH 4,5) a solubilidade
de CETNa foi cerca de trés vezes maior que CETMP; no tampao fosfato (pH 6,8) a solubilidade
de CETNa foi cerca de oito vezes maior que CETMP. Em agua, a solubilidade de CETNa em
comparacdo ao CETMP foi cerca de oitenta vezes maior, 0 que evidencia uma vantagem do sal
sodico do cetoprofeno em relagdo a sua forma anidra.

As amostras de po remanescente coletadas apds os estudos de solubilidade foram
analisadas para verificar se houve converséo de fases.Os difratogramas estio representados nas
Figuras 50 e 51.
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Figura 50 - Difratogramas das amostras de pd remanescentes do estudo de solubilidade da matéria prima
de cetoprofeno.

Fonte: do autor.
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Figura 51 - Difratogramas das amostras de p6 remanescentes do estudo de solubilidade do cetoprofeno
sodico.

Fonte: do autor.
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Como pode ser observado na Figura 50, as amostras de p6 remanescente da matéria
prima de cetoprofeno utilizadas no estudo de solubilidade em meios com diferentes pHs
mantiveram a estrutura nos difratogramas analisados. O difratograma do p6 remanescente em
tampao acetato de pH 5,4 (CETMP_REM ACE) aparenta um sélido amorfo. No entanto, este
fato se deu devido a pouca quantidade de amostra coletada ao final do experimento. No
difratograma do p6 remanescente utilizado no tampao fosfato de pH 6,8 (CETMP_REM_FOS),
embora tenha se mantido a estrutura, houve o aparecimento de um pico em 5,76°, podendo
indicar uma possivel contaminagao.

Como pode ser observado na Figura 51, CETNa (CETNa REM HCI) apresentou
conversao total para a forma CETMP apos o estudo de solubilidade em pH 1,2. Este fato ¢
esperado, devido ao pH da solucdo ser significativamente menor que o pKa da molécula. Sendo
assim, em pH 1,2 a molécula se protona e se converte na forma livre. Em pH 54
(CETNa_REM_ACE), o padrao de difracdo demonstra uma mistura das formas CETNa e
CETMP, indicando conversao parcial. Em pH 6,8 (CETNa_REM_FOS) houve conversao total
de CETNa para CETMP. Em dgua, CETNa manteve seu padrao de difracdo, este fato explica a

maior diferenga de solubilidade entre CETNa e CETMP verificada no meio aquoso.
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6 CONCLUSAO

A validagdo do método analitico demonstrou que ambos o0s metodos,
espectrofotométrico e CLAE, séo considerados viaveis para a determinacao do cetoprofeno. No
entanto, o0 método por CLAE demonstrou melhores resultados de seletividade, preciséo e
exatidao, sendo este o escolhido para os demais ensaios.

Neste trabalho, foram obtidas duas formas solidas com estruturas cristalinas diferentes
das estruturas de cetoprofeno reportadas no CSD: o sal sédico de cetoprofeno (CETNa), e um
cocristal de cetoprofeno e sacarina 1:2 (CET_SMPT_SAC _5).

Em termos de novidade, este trabalho apresenta pela primeira vez estudos de
caracterizacdo no estado solido de cetoprofeno sddico combinando as técnicas de DRXP, 1V,
DSC, TG, estabilidade acelerada e solubilidade. Também apresenta estudos de caracterizacéo
de um cocristal inédito (até o presente momento) de cetoprofeno e sacarina 1:2, através das
técnicas de DRXP, IV, DSC, TG e estabilidade acelerada. Entretanto, embora o cocristal de
cetoprofeno e sacarina 1:2 tenha sido caracterizado, a sua obtencao nao se mostrou reprodutivel,
ndo sendo possivel realizar estudos de solubilidade na amostra.

Com relagdo ao sal sédico de cetoprofeno (CETNa), sua solubilidade em agua foi cerca
de 80 vezes maior do que a observada para a matéria-prima. No entanto, CETNa apresentou
problemas de estabilidade em comparacédo ao CETMP, onde CETNa apresentou um teor menor
depois de 3 meses de ensaio sob as condicGes experimentais dos estudos de estabilidade
acelerada. Também apresentou amorfizacdo nos estudos de estabilidade e ap6s tamisacdo,
fatores que sdo desvantajosos. Sendo assim, nao foi possivel propor uma forma farmacéutica
solida de uso oral para este sal.

Finalmente, estudos de caracterizacdo de diferentes formas sélidas de IFAs sdo de
fundamental importancia para contribuir com aspectos relacionados a qualidade, seguranca e

eficacia de medicamentos.
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