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RESUMO

Introdugdo: O metotrexato (MTX) ¢ amplamente utilizado no tratamento de doengas
autoimunes e canceres, mas enfrenta desafios devido a sua baixa solubilidade e permeabilidade,
limitando sua biodisponibilidade oral. Embora a dispersao solida seja um método comum para
melhorar a solubilidade do medicamento, a sua eficicia para o MTX permanece pouco
explorada. Objetivo: Este estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar dispersdes sélidas
de MTX para aumentar sua solubilidade. Métodos: Dispersdes solidas de MTX foram
preparadas com os polimeros Poloxamer 407, PVP-K30 e PEG 6000 pelo método de
evaporagdo do solvente. A caracterizacdo foi realizada através de calorimetria exploratdria
diferencial (DSC), difracao de raios X de p6 (PXRD) e espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Um método analitico por espectrofotometria UV foi
desenvolvido e validado para o teste de solubilidade, os quais foram realizados em tampao
fosfato pH 6,8, comparando as dispersdes com o MTX livre e as respectivas misturas fisicas.
Resultados: As andlises de PXRD indicou amorfizagdo do MTX em uma dispersao, porém, a
sua mudanca estrutural em outra dispersao necessita de analises adicionais para confirmagao.
O método analitico validado mostrou linearidade, precisdo, exatidio dentro dos limites
regulatorios. Os testes de solubilidade mostraram que as dispersdes solidas de MTX nao
aumentaram a solubilidade em relacdao ao farmaco livre, sugerindo que apenas a amorfizagdo
pode nao melhorar a solubilidade do MTX. Este resultado estd alinhado com estudos anteriores
que encontraram ganhos minimos de solubilidade com dispersdes solidas de MTX na forma
cristalina e no estado amorfo. Conclusdo: Os resultados sugerem que, embora as dispersdes
solidas de MTX amorfo sejam viadveis, elas podem ndo fornecer uma vantagem significativa de
solubilidade. Abordagens alternativas, como a nanoencapsulagcdo, podem oferecer solucdes
mais eficazes para melhorar a biodisponibilidade do MTX, orientando pesquisas futuras em
sistemas de liberagao de farmacos.

Palavras-chave: Metotrexato; Solubilidade; Classe IV; Dispersao solida; Método de

preparagao.



ABSTRACT

Introduction: Methotrexate (MTX) is widely used in the treatment of autoimmune diseases and
cancers but faces challenges due to its low solubility and permeability, limiting its oral
bioavailability. Although solid dispersion is a common method for improving drug solubility,
its effectiveness for MTX remains underexplored. Objective: This study aimed to develop and
evaluate MTX solid dispersions to increase its solubility through induced amorphization.
Methods: Amorphous MTX solid dispersions were prepared with the polymers Poloxamer 407,
PVP-K30, and PEG6000 using the solvent evaporation method. Characterization was
conducted via differential scanning calorimetry (DSC), powder X-ray diffraction (PXRD), and
Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) to confirm amorphization. A UV
spectrophotometry analytical method was developed and validated for the solubility test, which
was conducted in pH 6,8 phosphate buffer, comparing the dispersions with free MTX and
corresponding physical mixtures. Results: The PXRD analyses indicated amorphization of
MTX in one dispersion, however, its structural change in another dispersion needs additional
analysis for confirmation. The validated analytical method demonstrated linearity, precision,
and accuracy within regulatory limits. Solubility tests showed that amorphous MTX solid
dispersions did not increase solubility relative to the free drug, suggesting that amorphization
alone may not improve MTX solubility. This finding aligns with previous studies that observed
minimal solubility gains with solid MTX dispersions in crystalline form and in the amorphous
state. Conclusion: The results suggest that while amorphous MTX solid dispersions are feasible,
they may not provide a significant solubility advantage. Alternative approaches, such as
nanoencapsulation, may offer more effective solutions for improving MTX bioavailability,
guiding future research in drug delivery systems.

Keywords: Methotrexate; Solubility; Class IV; Solid dispersion; Method of preparation.
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1 INTRODUCAO

O metotrexato (MTX) ¢ um farmaco que inibe a diidrofolato redutase (DHFR), apos
sofrer poliglutamagdo intracelular por meio da enzima foli-poli-glutamato sintetase (FPGS), e
outras enzimas dependentes de folato, fazendo com que ocorra uma superproducdo de
adenosina, levando assim a ocorréncia de imunossupressao. Além disso, esse fa&rmaco bloqueia
vias de sintese de novos nucleotideos. Portanto, esse farmaco antifolato apresenta efeito anti-
inflamatério e antiproliferativo, sendo indicado para o tratamento de artrite reumatoide,
psoriase e cancer (Torres, 2022; Yu et al., 2020).

O MTX, farmaco com importantes indicagdes clinicas, ¢ considerado um farmaco de
classe IV no Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BCS), ou seja, apresenta baixa
solubilidade aquosa e baixa permeabilidade, resultando em biodisponibilidade baixa,
dificultando as suas aplicagdes clinicas. Isso ¢ devido a sua natureza hidrofébica, que dificulta
o desenvolvimento de formula¢des administradas por via oral (Raj Giri et al., 2021).

Estratégias utilizadas para aumentar a solubilidade do MTX podem ser encontradas e a
maioria foca no desenvolvimento de sistemas de liberagao nanoestruturados, como niossoma,
complexo de inclusdo, microemulsdo, nanodispersao, nanoemulsdo € nanossuspensao
(Agafonov; Ivanov; Terekhova, 2021; Ashoor; Ghareeb, 2022; Demirbolat et al., 2022; Giri et
al., 2022; Kim et al., 2019; Moshikur et al., 2021; Powar et al., 2021; Giri et al., 2021;
Rajalingam et al., 2020; Yousefi et al., 2010).

A dispersao solida (DS) ¢ atualmente um método muito empregado e bastante
estabelecido para aumentar a solubilidade e a dissolugdo de farmacos. Podem ser obtidas por
técnicas como evaporacdo rotativa, extrusdo por fusdo, fusdo, liofilizagdo e spray-drying
(ECH&CP, 2007; Hashemzadeh; Jouyban, 2022; Mir, Khalid Bashir; Khan, 2017; Nair et al.,
2020; Raj Giri et al., 2021; Sharma et al., 2019). A aplicagdo da tecnologia de DS gera varias
vantagens, principalmente para farmacos pouco soliveis em meio fisiologico, como as
seguintes: aumento da superficie, aumento da molhabilidade, aumento da porosidade e
amorfizacdo das particulas. Todas essas vantagens fazem com que aumente a solubilidade e a
taxa de dissoluc¢ao do farmaco (Guntaka; Lankalapalli, 2019).

A composi¢do de DSs normalmente contém o farmaco, polimeros, surfactantes e
solubilizantes. O uso destes excipientes diminui a ocorréncia de recristalizacdo e melhora a
estabilidade da formulacdo. Além disso, outros estudos demonstram que o uso da mistura de
polimero e surfactante/solubilizante aumenta a molhabilidade ou induz a formagao micelar,
provocando consequentemente o aumento da estabilidade, solubilidade e dissolugdo (Nair et

al., 2020; Tran et al., 2019). O emprego de surfactante no preparo de DS aumenta a
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miscibilidade farmaco-polimero, reduz a recristalizacdo e melhora a molhabilidade, que
consequentemente aumenta a dissolu¢do e a estabilidade fisica. A combinacdo com
solubilizantes, como dietilenoglicol monoetil éter (DGME) também ¢ relatada para melhorar a
desintegragao da DS (Chaudhari; Dugar, 2017; ECH&CP, 2007; Hashemzadeh, 2022; Mir,
2017; Nair et al., 2020; Raj Giri et al., 2021; Sharma et al., 2019).

De acordo com Chan e Gonda (1990) existem quatro variacdes do estado solido do
MTX, incluindo a amorfa, que pode ser mais soltivel que a forma hidrato e a tetragonal. Os
autores obtiveram essa variacao pela solubilizagdo e secagem do MTX em metanol. Além
dessas variagdes, o Cambridge Structural Database (CSD) reporta a existéncia de trés outras
formas estruturais diferentes do MTX, sendo as seguintes: duas formas tetrahidratadas
(numeros de deposito: 1143754 e 1143755; grupo espacial: P 41 21 2 (92); dimensdes de célula
unitaria: a 10.343(2)A b 10.343(2)A ¢ 45.521(6)A, o 90° B 90° y 90° e a 10.372(A b
10.372(1A ¢ 45.546(7)A, a 90° B 90° v 90°) e uma na forma de sal (nimero de depdsito:
1151162; grupo espacial: P 1 (1); dimensdo de célula unitaria: a 8.4435(6)A b 10.6655(7)A ¢
19.199(1)A, 0. 92.251(5)° B 98.869(5)° v 92.881(5)°) (CCDC, 2024) (Chan; Gonda, 1990).

A DS neste trabalho foi obtida pela técnica de evaporagao do solvente, utilizando
metanol, para testar a obten¢ao de DS contendo MTX no estado amorfo, conforme o resultado
obtido por Chan e Gonda, em que solubilizou MTX nesse solvente, obtendo o fairmaco no
estado amorfo (Chan; Gonda, 1990).

Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ desenvolver e analisar se DS de MTX provoca
aumento na solubilidade do farmaco em meio fisioldgico, para possivel aumento da sua
biodisponibilidade e, consequentemente, administrar doses menores, diminuir os efeitos toxicos
e aumentar o tempo de uso e a possibilidade de novos esquemas terapéuticos. Para isso, foram
desenvolvidas DSs de MTX por meio da metodologia de evaporagdo do solvente e como prova

de conceito, foi avaliada a solubilidade das DSs em meio fisioldgico relevante.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Dispersao solida (DS)

A DS ¢ uma estratégia farmacéutica, descrita primeiramente por Sekiguchi e Obi em
1961, usada para facilitar a dissolucao e absor¢ao de fArmacos pouco soluveis em meio aquoso
quando administrados por via oral (Gurunath et al., 2013).

Essa técnica de dispersdo de um ou mais fArmacos em uma matriz transportadora solida
e inerte, esquematizada na Figura 1, proporciona um aumento da area de superficie, levando a
uma redu¢ao do tamanho das particulas e melhoria na molhabilidade e porosidade. Todas essas

vantagens fisico-quimicas favorecem a taxa de dissolugdo e a solubilidade do farmaco

(Guntaka, 2019; Gurunath et al., 2013; Sharma et al., 2019).

Figura 1 - Esquema de preparo de dispersao solida pela técnica de evaporacao do solvente.

Polimero(s) + Farmaco(s)

Solvente Solugao Rotaevaporagdo Dispersdo solida

Fonte: Biorender, 2024; Buchi, 2024; adaptado pelo autor (2024).

Por defini¢do, a DS ¢ um grupo de produtos sélidos composto por pelo menos dois
componentes diferentes, que sdo o firmaco e a matriz hidrofilica. Esse firmaco pode estar em
forma de particulas cristalinas ou no estado amorfo. Mas, o estado amorfo apresenta maior
solubilidade em comparagao a forma cristalina (Punitha et al., 2011; Tejaetal., 2014). A técnica
de preparo das dispersdes solidas também pode agregar a vantagem de transformar farmacos
cristalinos no estado amorfo, contribuindo para o aumento da solubilidade (Guntaka;
Lankalapalli, 2019).

As DSs podem ser classificadas de acordo com o arranjo molecular. Conforme essa
classificacdo, as DSs sdo classificadas em dois tipos: misturas eutéticas, que sdo misturas

preparadas por resfriamento rapido da fusdo entre os dois componentes, com o objetivo de obter
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uma mistura fisica de cristais muito finos, ¢ as solug¢des solidas. Estas solugdes, conforme a
miscibilidade, s3o de dois tipos: as solugdes solidas continuas, em que os componentes sao
misciveis independente das proporgdes, ou seja, as ligagdes intermoleculares sao mais fortes do
que as ligagdes intramoleculares e as solugdes solidas descontinuas, cuja a natureza quimica
dos componentes limita a solubilidade entre eles (Sharma et al., 2019).

As DSs podem também ser classificadas de acordo com os avangos recentes. Conforme
essa classificacdo, as DSs sdo classificadas em trés tipos: DS de primeira geracao, que sao DSs
preparadas com carreadores no estado cristalino. A ureia e os agucares sao considerados como
os primeiros transportadores cristalinos aplicados nestes sistemas, DS de segunda geracao, que
sdo DSs em que consiste empregar carreadores amorfos no lugar dos carreadores cristalinos em
suas preparagdes, ou seja, o farmaco fica disperso quimicamente no carreador polimérico, que
sdo classificados como sintético, que sao o povidona, polimetacrilatos de polietileno e glicois e
os naturais, que sao o hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), celulose e derivados de amido como
a ciclodextrina, e DS de terceira geragdo, que sdo DSs que possui um carreador surfactante ou
carreadores formados por uma mistura de polimeros amorfos e surfactantes, que possibilitam
maior biodisponibilidade para farmacos com baixa solubilidade, utilizando geralmente
tensoativos como inulina e poloxdmero 407 (P407). O aumento da biodisponibilidade
provocado pelos carreadores sofre influéncia do tipo de tensoativo e ndo de sua concentracao,
conforme estudo realizado por Bolourchian e Panah (Bolourchian; Panah, 2022; Sharma et al.,
2019).

As DSs possibilitam o encontro de diferentes estruturas moleculares na matriz
carreadora. Por isso ¢ importante aplicar diferentes métodos com objetivo de detectar a
quantidade de particulas cristalinas existentes na dispersdo e indiretamente descobrir a
quantidade de farmaco amorfo ou disperso molecularmente na preparagao. DSs podem ser
caracterizadas por calorimetria exploratéria diferencial (DSC), difragdo de raios x,
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, estudos de solubilidade e
dissolu¢do in vitro e microscopia eletronica de varredura (MEV) (Jahnavi et al., 2020).

2.1.1 Estabilidade fisica de dispersao solida

O emprego da tecnologia farmacéutica na obtengao de DSs tem sido bem-sucedido, mas
a estabilidade fisica, que ¢ considerado o principal dificultador de seu desenvolvimento,
permanece sendo um grande desafio para os cientistas da area de desenvolvimento de
formulacao farmacéutica. Varios fatores, como a temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) de
farmacos e de polimeros amorfos, mobilidade molecular de fArmacos, miscibilidade farmaco-

polimero, solubilidade de firmaco nos polimeros, estabilidade fisica de firmacos amorfos



18

sozinhos, interacdo farmaco-polimero, peso molecular dos farmacos, temperatura de
recristalizacdo de farmacos amorfos, ambiente de armazenamento (temperatura e umidade) e
processo de preparo, podem prejudicar a estabilidade fisica das DSs. Esses fatores sao
classificados em termodindmicos e cinéticos. Os fatores termodinamicos estdo relacionados
com a estabilidade termodinamica de DS, que pode definir a espontaneidade de acontecer uma
instabilidade fisica, como a separacdo de fases ou a recristaliza¢do. Os fatores cinéticos estdo
relacionados com a estabilidade cinética, que pode ser utilizada para calcular ou descrever a
taxa de separacao de fase ou de recristalizagdao de DS e, portanto, compreender esses fatores ¢
importante para prever a vida til de medicamentos preparados por DS (Lin ef al., 2018).

Os fatores ambientais, temperatura e umidade, afetam indiretamente a estabilidade fisica
de DS por meio dos fatores termodinamicos e cinéticos. Portanto, o aumento da temperatura
pode provocar aumento da mobilidade molecular, fazendo com que aumente substancialmente
a taxa acelerada de separacgdo de fases e de recristalizagcdo de DS. Ja a umidade pode provocar
efeito plastificante e destruicdo das ligagdes de hidrogénio intermoleculares existentes entre o
farmaco e o polimero (Lin et al., 2018).

A estabilidade fisica das DSs também possui uma grande dependéncia da solubilidade
do farmaco no excipiente e a sua temperatura de transicao vitrea (Tg). Formulagdes com
quantidade de fadrmaco menor que a sua solubilidade no excipiente se apresenta
termodinamicamente estdvel. Em relacdo a Tg, existem estratégias como o armazenamento de
DS amorfa em temperatura abaixo da sua Tg e o uso de carreadores poliméricos com Tg altas
para contornar a dependéncia desse fator (Lehmkemper et al., 2018; Lin et al., 2018).

As intera¢des farmaco-polimero, como as ligagdes de hidrogénio e as interagdes acido-
base, provocam estabilidade fisica por reduzir a mobilidade molecular dos farmacos nas DSs.
Porém, a interacao acido-base depende das propriedades quimicas do farmaco e dos polimeros
e as ligacoes de hidrogénio formadas entre os polimeros hidrofilicos, como a
polivinilpirrolidona (PVP) e a copovidona (PVPVA 64) e o farmaco podem deixar de existir
caso estiverem em um meio com alta umidade, levando assim a separacdo de fases, a
recristalizacdo e consequentemente a perda da estabilidade fisica (Lin et al., 2018).

2.1.2 Técnicas de preparacao de dispersao solida por evaporagao do solvente

Metodologia realizada em duas etapas: a primeira consiste em dissolver o fAdrmaco e a
matriz transportadora em um solvente volatil. Esse solvente deve dissolver os dois componentes
e possuir menor ponto de ebuli¢do. E em geral sdo usados solventes organicos como etanol,
acetona, alcool isopropilico e diclorometano para preparar a solugdo. A segunda etapa envolve

a evaporacao do solvente, levando a formagado da DS, que ¢ posteriormente triturada, tamisada
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e seca. Essa secagem pode ser realizada em dessecador a vacuo, removendo completamente o
solvente residual (Guntaka; Lankalapalli, 2019; Gurunath et al., 2013; Jahnavi et al., 2020;
Malkawi et al., 2022; Mir, 2017; Nikam; Shete; Nikghalb et al., 2012; Sharma et al., 2019).

Para escalonamento, técnicas como spray-drying podem ser adequadas pela alta
produtividade, possibilidade de aplicagdo a firmacos sensiveis ao calor e obtencao de particulas
com propriedades fisico-quimicas e morfologicas desejadas. Porém, para a fase de
desenvolvimento pode ser invidvel, devido a necessidade de grandes volumes de farmacos,
solventes e excipientes (E et al., 2021; Santos, 2017).

Para etapas iniciais de desenvolvimento e prototipagem em bancada, hd métodos
laboratoriais como rotaevaporador, estufa de ar quente a 40°C, dessecador, aquecimento por
banho-maria a 50°C, temperatura ambiente de 25°C a 30°C por 24 horas e secagem a 75°C para
evaporar solvente e preparar DS (Ismail, 2018; Lapuk et al., 2019; Minhaz, 2012).

A técnica de evaporagdo apresenta riscos como a toxicidade do solvente, risco de
acontecer separacdo de fases entre o farmaco e o carreador durante a remog¢do do solvente,
dificuldade de encontrar solvente para dissolver o fairmaco e a matriz transportadora com
grandes diferencas de polaridade. Porém sua vantagem esta na possibilidade de emprego de
baixas temperaturas na evaporacdo do solvente, facil execucdo e acessibilidade
(Gurunath,2013; Malkawi,2022; Nikam,2020).

2.1.3 Panorama do mercado de dispersao solida

Dispersao solida ¢ atualmente uma das metodologias mais eficientes para melhorar a
solubilidade e a biodisponibilidade de fArmacos pouco soluveis em agua (Tran et al., 2019).

Mesmo apresentando fatores limitantes em relagdo a preparagdo, estabilidade e
armazenamento, a quantidade de medicamentos preparados com essa tecnologia farmacéutica
vem aumentando constantemente no mercado farmacéutico. Os medicamentos disponiveis sao
baseados em diferentes técnicas de preparagdo e no aprimoramento dos excipientes (Nair ef al.,
2020; Tran et al., 2019). Existem varios produtos farmacéuticos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) preparados por meio da tecnologia de DS e estdo ilustrados na Tabela 1

(Bhujbal et al., 2021).



Tabela 1 - Produtos farmacéuticos aprovados pelo FDA baseados na tecnologia de dispersao

solida. (continua)

Produto Féarmaco Empresa
Cesamet® nabilona Meda Pharmaceuticals
Isoptin® SR verapamil Laboratorios

Ranbaxy
Sporanox® itraconazol Janssen
Prograf® tacrolimo Astellas Pharma
NuvaRing® etonogestrel/etinilestradiol Merck
Kaletra lopinavir/ritonavir AbbVie
Intelence® etravirina Janssen
Modigraf® tacrolimo Astellas Pharma
Zortress® everolimo Novartis
Norvir® ritonavir AbbVie
Onmel® itraconazol Merz Pharma
Incivek® telaprevir Vértice
Zelboraf® vemurafenibe Roche
Kalydeco® ivacaftor Vértice
Noxafil® posaconazol Merck
Astagraf XL® tacrolimo Astellas Pharma
Belsomra® suvorexant Merck
Harvoni® ledipasvir/sofosbuvir Gilead Ciéncias
Viekira XR™ dasabuvir/ombitasvir/ AbbVie
paritaprevir/ritonavir

Epclusa® sofosbuvir/velpatasvir Gilead Ciéncias
Orkambi® lumacaftor/ivacaftor Vértice
Venclexta® venetoclax AbbVie
Zepatier® elbasvir/grazoprevir Merck
Stivarga® regorafenibe Bayer
Mavyret™ glecaprevir/pibrentasvir AbbVie
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Tabela 1 - Produtos farmacéuticos aprovados pelo FDA baseados na tecnologia de dispersao

solida.
(conclusio)
Produto Farmaco Empresa
Lynparza® olaparibe Astra Zeneca
Orilissa® elagolix AbbVie
Erleada® apalutamida Janssen
Trikafta® elexacaftor (cristalino)/ Vértice
ivacaftor/tezacaftor
Symdeko® tezacaftor/ivacaftor e Vértice
ivacaftor
Braftovi® encorafenibe Pfizer
Oriahnn™ elagolix/estradiol/acetato de AbbVie
noretindrona

Fonte: Bhujbal et al., 2021.
2.1.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental ou design de experimentos (DoE) ¢ considerado a
principal ferramenta estatistica para aplicar o Quality by Design em setores industriais e
cientificos. Embora o seu uso inicial foi no setor agricola, as industrias quimicas passaram a
adotar essa ferramenta a partir da década de 1950. Portanto, o DoE ¢ o principal procedimento
sistematico que exige a aplicagdo estatistica no ponto de partida para o desenvolvimento de
uma formulagao (Politis et al., 2017).

O DoE ¢ um procedimento em que provoca variag¢do dos fatores de entrada controlados
para avaliar os seus efeitos nas respostas. As estratégias de design experimental apresentam
vantagens como a potencializacdo do conhecimento do processo usando poucos recursos, a
possibilidade de obtengdao de informagdes precisas com mais eficiéncia, a identificagdo de
interagdes fatoriais, a caracterizacdo de cada fator com a sua significancia relativa, a previsao
comportamental do processo no espaco de design e a protecdo do produto ou processo contra
influéncia externas e ndo controlaveis (Politis et al., 2017).

Para elaborar o DoE precisa desenvolver sete fases que sdo as seguintes: definir os
objetivos por meio do Quality Target Product Profile (QTPP), selecionar as variaveis do
processo (fatores) e respostas, selecionar um projeto experimental de acordo com os objetivos
do DoE, triagem, caracteriza¢ao ou otimiza¢ao do processo e formulacdo, executar a matriz do

projeto com a identificagdo dos parametros ndo incluidos, verificar a consisténcia entre os dados
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e as suposi¢des experimentais, usar ANOVA e ferramentas graficas para analisar os resultados
e interpretar os resultados (Politis et al., 2017).

Existem trés tipos de desenho experimental: os projetos de mistura, que sao empregados
quando existe a definicdo da quantidade total de uma composi¢ao, os experimentos fatoriais ou
de processo, cujo emprego faz com que os parametros do processo sejam variados simultaneos
e intencionalmente conforme a matriz pré-definida de combinagdes de fatores, e os projetos de
processo de mistura, que sao empregados quando existe a necessidade de estudar as interagdes
entre a formulagdo e as variaveis do processo (Politis ef al., 2017).

2.1.5 Metotrexato

O farmaco MTX, cujo nome quimico € (2s)-2-[[(2,4-diamino-6-pteridinil) metil ]
metilamina] benzoil ] amina] acido pentanoico (MM= 454,4 g/mol, Figura 2), apresenta
quimicamente como um po cristalino, com cor amarela ou laranja, higroscopico, possui faixa
de fusdo de 193°C a 195°C, praticamente insoluvel em agua, etanol 96% e cloreto de metileno,
e pouco soluvel em 4cido cloridrico diluido. Porém, ¢ soltivel em solugdes contendo hidroxidos
alcalinos e carbonatos. Outras caracteristicas quimicas apresentadas pelo metotrexato sdo: a
instabilidade quimica, ou seja, pode sofrer degradacao sob agdo da luz ou de faixa extrema de
pH ou temperatura, e a presenca de estereoisomerismo em sua molécula, devido a existéncia de
um centro quiral, tendo o estereoisdmero S como substancia ativa. E sua pureza enantiomérica
¢ analisada por HPLC (Anupam et al., 2022; Chan et al., 2015; Ema, 2016; Raj Giri et al.,
2021).

Figura 2 - Estrutura molecular do metotrexato.
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Fonte: Ema, 2016.
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O MTX ¢ um farmaco considerado de primeira escolha para o tratamento da artrite
reumatdide e ¢ associado com outros farmacos como sulfassalazina, hidroxicloroquina e
especialmente os biologicos DMARDs (Drogas Modificadoras de Doenga Reumatica) para
aumentar a sua ac¢ao terapéutica. E também ¢ indicado sua associagdo com farmacos anti-TNF
para obter um melhor resultado terapéutico (Kozminski et al., 2020).

O farmaco MTX ¢ indicado para o tratamento de quadros moderados de psoriase em
placas grave, eritrodermia psoriasica, psoriase pustulosa generalizada, psoriase ungueal,
psoriase palmoplantar e, principalmente, na artrite psoriatica. Esse farmaco ¢ uma excelente
escolha terapéutica para o tratamento de psoriase que ndo responde a terapias topicas como o
uso de acitretina, ao uso de banda larga e banda estreita com psoralénicos UVA (PUVA) e UVB
ou quando esses tratamentos nao estdo disponiveis ou nao sao aceitos pelo paciente. E também
¢ indicado para pacientes que passaram por tratamentos biologicos antipsoriaticos ineficazes ou
que sofreram efeito rebote (Carretero et al., 2010).

O MTX pertence a classe farmacéutica dos antagonistas do folato, que sdo considerados
um dos primeiros tratamentos antineoplasicos desenvolvidos. Esse farmaco ¢ indicado para
neoplasias hematologicas, tumores cerebrais, cancer gastrico, cancer de mama, cancer de
pulmao, cancer de bexiga e prostata, hepatoma, linfomas, certos tipos de carcinomas de cabeca,
pescoco e esdfago-gastrico, osteossarcoma sem metastase ou apds cirurgia de tumor primario
ou neoplasia trofoblastica gestacional (Kozminski et al., 2020).

A administrag¢do oral de MTX em doses pequenas facilita a sua absor¢do, ao contrario
do uso de altas doses que provoca absor¢ao incompleta devido a saturagdo do mecanismo de
transporte. A inativa¢do do farmaco ocorre parcialmente no intestino e figado, causando uma
baixa biodisponibilidade. O MTX quando administrado por via oral e intramuscular atingiram,
respectivamente, os niveis plasmaticos em 1 a 2h e 30 a 60 min. A posologia do MTX requer
administracdo de doses repetidas para manter os seus niveis plasmaticos dentro da faixa
terapéutica, devido o seu tempo de meia-vida ser muito curto (1,5-3,5h), podendo causar efeitos
toxicos. Os efeitos toxicos do MTX administrado por via oral é dose-dependente, sendo assim,
a maior eficacia ocorre com a administragao de doses iniciais de 20 mg. Porém, a via parenteral
demonstra maior efetividade com menos reagdes adversas gastrointestinais. Devido a essa
possibilidade de ocorrer efeitos toxicos ao administrar MTX, ¢ necessario que faca o
monitoramento de paciente por meio da checagem de hemograma e das fungdes renal, em que
o pH urinario deve estar maior ou igual a 7,5 e o fluxo urinario seja maior ou igual a 200 mL.h
!, e hepatica. O pardmetro farmacocinético de eliminacio apresenta um tempo de meia-vida de,

aproximadamente, 3 a 10h para pacientes com psoriase ou artrite reumatoide tratados com
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MTX, tendo o 7-hidroxi-metotrexato e o 4-amino-4-deoxi-N10-acido metilpteroico como os
seus principais metabolitos. Esse farmaco € excretado por via renal (90%) e via gastrointestinal
(10%), tendo a sua eliminacdo praticamente na forma inalterada pela urina por meio dos
mecanismos de filtracdo e secrecdo ativa (Barbosa, 2012; Oliveira, 2013; Pinto, 2012; HSL,
2017).

Existem fatores limitantes que dificultam a administracdo do MTX. Entre eles estdo a
baixa solubilidade e o coeficiente de parti¢ao negativo (Log P = - 1,85), cujo valor faz com que
o farmaco seja considerado de baixa permeabilidade, sendo assim, classificado como classe IV
no Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BCS). O MTX apresenta uma dissolucao
reduzida e uma absor¢do demorada pelo trato gastrointestinal, levando a uma baixa
biodisponibilidade oral e a efeito terapéutico baixo, com grandes variagdes nas concentragdes
plasmaticas dos pacientes. Essas caracteristicas sdo desafiadoras em relagdo ao
desenvolvimento de formula¢des administradas por via oral. Além disso, possui toxicidade dose
dependente, sendo causador de varios efeitos adversos como a mielossupressdo grave,
supressao da medula dssea, fibrose hepatica, hepatite, cirrose, disfungao renal, hiperglicemia e
ganho de peso (Hamed ef al., 2022; Pubchem, 2004; Raj Giri et al., 2021).

O MTX possui uma solubilidade aquosa pH dependente, por existirem duas carboxilas,
com valores de pKa de 4,8 e 5,5, em sua estrutura molecular. Esse tipo de estrutura molecular
faz com que o MTX apresente uma maior solubilidade em solugdes alcalinas, por estar na forma
ionizada, do que em solugdes acidas, onde o farmaco se encontra na forma nao ionizada e pouco
soluvel (Barbosa, 2012; Cavalcante, 2023).

Estratégias utilizadas para aumentar a solubilidade do MTX podem ser encontradas e a
maioria foca no desenvolvimento de sistemas de liberagdo nanoestruturados, como pode ser

observado na Tabela 2.



Tabela 2 - Estratégias exploradas para aumentar a solubilidade do MTX e citadas na Literatura.

Sistema

Técnica de preparacio

Resultado

Referéncia

Complexo de

binaria

Dispersao solida ligada a

superficie (SASD)

Nanodispersao solida

Dispersao solida

Liquido i6nico (IL)

Microemulsio

Conjugagao

Nanossuspensao

Dispersao solida

inclusdo

Spray - drying

Spray - drying

Evaporagao

Fusao

Neutralizacao

Spray - drying

Esterificagao

Liofilizacao

Evaporagao

Melhoria significativa da solubilidade por complexo MTX/
DM-B-CD

SASD ternaria MTX/Na CMC/ SLS aumentou 31,78 vezes
a solubilidade em comparacao ao farmaco livre

Melhoria da solubilidade

Aumento da solubilidade em 20 vezes em pH = 6,8 com DS
P407 em comparagdo ao farmaco livre

Aumento da solubilidade com IL [ProEt] [MTX]

Aumento significativo da solubilidade com microemulsdo
solida

Melhoria da solubilidade em meio acido

Aumento da solubilidade em 8,31 vezes em comparagdo ao
farmaco livre
Aumento da solubilidade a medida que aumentou a

concentragdo de polimero

Giri et al., 2022

Raj Giri et al., 2021

Rajalingam et al., 2020

Agafonov;
Terekhova, 2021
Moshikur et al., 2021

Ivanov;

Kim et al., 2019

Yousefi et al., 2010

Powar et al., 2021

Madhi et al., 2023

Fonte: Do autor (2024).
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Em relagdo ao estado da arte, a inovagao desta proposta ¢ focar na amorfizacdo do MTX
para o aumento da solubilidade, sendo novidade e vantagem em relacdo as estratégias
anteriormente usadas (Rolim-Neto et al., 2015).

De acordo com Chan e Gonda (1990), existem quatro variagdes do estado solido do
MTX, incluindo a amorfa, que pode ser mais soluvel que a forma hidrato e tetragonal. Os
autores obtiveram essa forma pela solubilizagdo e secagem do fArmaco em metanol. A DS neste
trabalho foi obtida pela técnica de evaporacdo do solvente, utilizando metanol, para testar a
obtengado de DS contendo MTX no estado amorfo (Chan; Gonda, 1990).

Viérias pesquisas sdo realizadas usando a metodologia de DS, como as dos grupos de
Raj Giri e colaboradores (2021), Mahdi e colaboradores (2023), Agafonov e colaboradores
(2021), para melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade do metotrexato. Esses grupos
usaram, respectivamente, as técnicas de spray-drying, evaporacdo e fusdo para preparagdo de
DS. Os resultados obtidos por essas pesquisas foram o aumento da solubilidade do farmaco
MTX em 11 vezes em uma propor¢ao farmaco-polimero de 1:4 e 2,8 vezes ao usar em
formulagdo contendo a mistura farmaco-polimero-surfactante e se observou influéncia do pH
na solubilidade do MTX, sendo maior em pH acido (Agafonov, 2021; Mahdi et al., 2023; Raj
Giri et al., 2021).

Este trabalho explora a técnica de evaporacdo do solvente por ser mais acessivel e
adequada para escala laboratorial de uma primeira fase mais exploratoria. Essa técnica ¢ mais
facil e ndo requer equipamentos tao especificos como spray - drying e Hot Melt Extruder. E
possui também a vantagem em relacdo a métodos que empregam a fusdo por proporcionar a
manutengdo da estabilidade térmica do farmaco durante a producdo. Além disso, a técnica da
evaporagao do solvente permite explorar especificamente os achados de Chan e Gonda (1990),
que obteve o estado amorfo do MTX pela solubilizagdo e secagem do farmaco em metanol,
cujo o seu emprego ¢ adequado para a técnica selecionada. A associacdo de polimeros
adequados para obten¢do de DSs juntamente com a possibilidade de amorfizagdo do farmaco
podem ser um diferencial e uma inovagao deste trabalho.

2.1.6 Excipientes com maior aplicabilidade no desenvolvimento de dispersdes solidas

De maneira geral, os excipientes sdo escolhidos primeiramente pelo seu perfil de
seguranca e aprovagdes regulatorias anteriores devido ao bom desempenho durante estudos
clinicos. Adicionalmente, para DS, o polimero deve possuir boa estabilidade térmica e reologia,
para permitir escalonamento para técnicas como Hot Melt Extrusion, e/ou solubilidade

suficiente para técnicas de evaporacao do solvente (Adjei et al, 2022).
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Para dispersoes so6lidas amorfas em especifico, o polimero deve apresentar propriedade
que mantenha o farmaco no estado amorfo durante o processamento e o armazenamento, ser
soluvel no ambiente gastrointestinal e promover a dissolugdo e permeagao in vivo. Além disso,
¢ importante que o polimero tenha baixa tendéncia de formar cristal, pois ele ira se associar ao
farmaco amorfo para alterar a cinética de supersaturacdo da molécula. O polimero deve
contribuir com o processo de manutencao do farmaco no estado amorfo e estabilizar a DS pela
redu¢do da mobilidade molecular e estendendo a Tg. O obstaculo estérico criado pelo aumento
da érea interfacial da estrutura da DS atua como inibidor da cristalizagdo e previne a nucleagao
e o crescimento do cristal (Pandi et al, 2020).

Poucos polimeros possuem boa formacdo vitrea com baixa tendéncia a cristalizagao.
Excipientes referenciados como adequados para a producao de DSs amorfas foram levantados
a partir de trabalhos de revisao recentes (Pandi et al, 2020; Anane-Adjei et al., 2022). Esses
polimeros sdo relatados como seguros (GRAS - Generally Recognized As Safe) pelo FDA.
Dentre eles estdo os derivados de celulose como hidroxipropilmetilcelulose,
carboximetilcelulose, hidroxietilcelulose, polissacarideos como quitosana, polimeros como
polivinilpirrolidona K-30 (PVP K-30), polietilenoglicol 6000 (PEG 6000), solubilizantes como
dietilenoglicol monoetil éter (DGME) e tensoativos como poloxameros 188 (P188) e 407

(P407) (Anane-adjei et al, 2022; Pandi et al, 2020).
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar DSs contendo o farmaco MTX
para potencial aumento da sua solubilidade em meio fisiologico.
3.1 Objetivos especificos

Para verificar o potencial aumento da solubilidade do MTX foram realizados:

a) obtengdo de DS de MTX pela técnica de evaporagao do solvente;

b) realizagdo de caracterizacdo fisico-quimica da DS por meio das técnicas de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, calorimetria
exploratodria diferencial e difragdo de raios X para comprovar a formagao do sélido
amorfo;

¢) avaliacdo da solubilidade em meio fisioldgico simulado como prova de conceito.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Metanol, Anidrol Produtos para Laboratorios Ltda, Diadema, Brasil.

Metanol, Dindmica Quimica Contemporanea Ltda, Indaiatuba, Brasil.

Metotrexato, Fagron, Anapolis, Brasil.

Poloxamer 407, Sigma-Aldrich,St. Louis, USA.

Polietilenoglicol 6000, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil.

Polivinilpirrolidona, Inlab, Sao Paulo, Brasil.

4.2 Equipamentos

Agitador orbital de tubos, Cole Parmer TR - 200, Antylia Scientific Ltda, Stone, Reino Unido.
Analisador termogravimétrico TA Instruments SDT-Q600, TA Instruments, New Castle, USA.
Balanga analitica, UniBloc AUY220, Shimadzu TM, Toquio, Japao.

Centrifuga, Daiki, DTC - 16000, Changsha, China.

Centrivap concentrator, Modelo 7810014, Labconco Corporation, Kansas City, USA.
Centrivap gold traps, Modelo 7460020, Labconco Corporation, Kansas City, USA.
Calorimetro, DSC Syrius 3500, NETZSCH, Kanagawa, Japao.

Difratémetro, Ultima IV, Rigaku, Toquio, Japao.

Espectrofotometro, Affinity, Shimadzu TM, Toquio, Japao.

Incubadora orbital, WEG S.A., Jaragua do Sul, Brasil; Novus Produtos Eletronicos Ltda,
Canoas, Brasil.

Rotaevaporador, Evaporador Rotativo Modelo 804, Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda,
Sao Paulo, Brasil.

Rotaevaporador, Rotavapor R - 100, BUCHI Labortechnik, Flawil, Suica.

4.3 Métodos

4.3.1 Validagao de método analitico para quantificagdo de MTX por espectrofotometria UV
Um método foi desenvolvido e validado de acordo com os parametros estipulados pela RDC
166 de 2017 da ANVISA e o guia ICH Q2(R2) (2022).

4.3.1.1 Determinacao do espectro de absor¢ao por espectrofotometria UV
A determinacdo do pico de absor¢do maximo do MTX foi realizada por meio de

espectrofotometria UV, entre 200 e 400 nm, a partir de solu¢do metanol do farmaco a 10 pg.mL"
1
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4.3.2 Seletividade

A determinagdo deste parametro foi realizada por meio de comparacao com os espectros
de absor¢do de amostra com 10 pg.mL! de MTX e amostra com 10 pg.mL"! de um dos
seguintes excipientes em metanol: Poloxamer 407 (P407), Polivinilpirrolidona K-30 (PVP K-
30) ou Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000).
4.3.3 Linearidade

Este parametro foi determinado pela curva analitica do farmaco nas concentragdes de 1,
2,5,5,7,5e 10 pg.mL"!, em metanol, preparadas a partir de uma solugdo estoque (metanol e
MTX) a 100pg.mL"!, preparadas em triplicatas e analisadas por espectrofotometria na regido
UV. Os valores de absorbancias obtidos foram plotados no software R para realizar estudo
estatistico. Os testes empregados para avaliar a linearidade foram: Cochran, Teste F e Shapiro
— Wilk, com objetivo de avaliar a homogeneidade de variancias, a adequagdo do modelo de
regressdo (avalia a significancia do coeficiente angular) e a normalidade de residuos,
respectivamente. Foram plotados graficos para visualizagdo da distribuicdo dos residuos em
funcdo da concentracdo e da concordancia entre area experimental e area calculada a partir da

reta obtida.

4.3.4 Exatidao

A exatidao da metodologia foi avaliada por meio do teste de adicao de analito (MTX)
na formulacdo e do calculo de recuperagdo. Os valores obtidos devem ficar entre 97% e 103%
(AOAC, 2016). Foram preparadas amostras contendo as DS em suspensdo acrescidas de MTX
em trés niveis de concentragio: 1 pg.mL™!, 5 pg.mL"! e 8,5 ng.mL".

O calculo de recuperacao foi realizado por meio da equagao 1 (AOAC, 2016):

R(%)=——" x

a

100 (1)

Onde: R (%) ¢ a recuperacdo, Cr € a concentragdo da amostra acrescida de analito, Cy
¢ a concentracao da amostra sem adi¢ao de analito e C, é a concentragao do analito adicionado
a amostra.

4.3.5 Precisdo

A determinagdo da precisao intradia foi realizada por meio da anélise de 9 amostras, ou
seja, trés niveis nas concentragdes de 1, 5 e 10 pg.mL"!, em triplicata, no mesmo dia, tendo-se
assim um nimero de amostras ensaiadas entre 6 e 15, conforme Inmetro (2016). Para avaliar
este parametro, primeiramente, foram preparadas nove solugdes estoque de MTX em metanol
na concentragdo de 100 pg.mL™!, e a partir delas foram preparadas solugdes diluidas em metanol

nas concentragdes de 1, 5 e 10 pg.mL"!, em triplicata, no mesmo dia.



31

A determinacao da precisao intermediéria foi feita por meio de 18 amostras, ou seja, trés
niveis nas concentragdes de 1, 5 e 10 pg.mL"!, em triplicata, em dois dias diferentes, tendo-se
assim um numero de amostras ensaiadas > 15, conforme Inmetro (2016). Para avaliar este
parametro, primeiramente, foram preparadas nove solugdes estoque de MTX em metanol na
concentracio de 100 pg.mL!, e a partir delas foram preparadas solu¢des diluidas em metanol
nas concentragdes de 1, 5 e 10 ng.mL"!, em triplicada, para cada dia de avaliac3o.

Para garantir se o método aplicado demonstra precisdo, o desvio padrao relativo
(DPR%) deve apresentar valores menores que 2,7% (AOAC, 2016).

O calculo de desvio padrao relativo (DPR%) foi realizado por meio da equagdo 2

(AOAC, 2016):
DPR (%)= > x 100 )

Onde: DPR (%) ¢ o desvio padrdo relativo, DP ¢ o desvio padrdao e X ¢ a média das

absorbancias de cada concentragao.

4.3.6 Limite de detec¢do (LD) e Limite de quantificacao (LQ)
O limite de detecgdo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram obtidos a partir de trés

curvas analiticas e calculados por meio das suas respectivas equagdes 3 e 4 (Brasil, Ministério

da Saude, 2017).

_ DP _ DP
LD =33x i ©) LQ =10 x = (4)

Onde: LD ¢ o limite de deteccao, LQ ¢ o limite de quantificagcao, DP ¢ o desvio padrao
do intercepto e IC ¢ a inclinacao da curva de calibragao.
4.3.7 Determinagao da solubilidade do MTX em metanol

Foram preparadas, em triplicata, 1 ml de solu¢des de MTX em metanol a 10 mg.mL"!
com presenca de corpo de fundo. As solucdes foram acondicionadas em tubos plasticos de 1
ml, protegidos com papel aluminio para protecao contra luz e colocados no agitador orbital de
tubos (Cole - Parmer TR - 200, Stone, Reino Unido) por 24h em temperatura ambiente. Apds a
agitacdo, os vials foram centrifugados (Daiki DTC - 16000, Changsha, China) por 10 minutos
a 10.000 RPM. Coletou-se 50 puL de sobrenadante e diluiu em balao de 50 mL com metanol até
0 menisco e realizou a leitura de cada dilui¢do por meio da técnica de espectrofotometria por
UV. Para o célculo da concentracdo solubilizada de MTX em metanol, utilizou-se a curva de

calibragao obtida.
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4.3.8 Desenvolvimento da dispersdo solida

Primeiramente, preparou a solucdo de MTX em metanol a uma concentracdo soluvel
sem a ocorréncia de precipitagao. As DSs foram preparadas com 1 mL da solugdo de MTX e
diferentes propor¢des de DGME, P188, P407, PVP K-30 e PEG 6000, de acordo com a Tabela
3.

As amostras foram acondicionadas em vials de 1 mL, agitadas em vortex por 2 min,
envoltas de parafilme e papel aluminio para prote¢ao contra luz. Em seguida, foram submetidas
a agitacao por 24h em agitador orbital de tubos Cole - Parmer TR -200, Antylia Scientific Ltda,
Stone, Reino Unido.

Todas as amostras preparadas foram submetidas a secagem a vacuo em temperatura de
40°C por 60 minutos, utilizando o equipamento Centrivap concentrador, Kansas City, EUA, e
armazenadas em dessecador. As amostras DSs U e V, selecionadas para caracterizacao e estudo
de solubilidade, foram submetidas a secagem por 20 min em rotaevaporagao sob temperatura
de 47°C e rotagdo de 80 rpm, utilizando os equipamentos Evaporador Rotativo Modelo 804,
Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda, Sdo Paulo, Brasil e Rotavapor R - 100, BUCHI
Labortechnik, Flawil, Suica, e armazenadas em dessecador.

Os parametros de entrada no delineamento experimental foram o tipo de polimero e sua
concentragdo, variando em trés niveis. Os parametros de saida para sele¢do do prototipo foi o
aspecto visual da homogeneidade da dispersdo so6lida, sem a constatacao de separacdo de fases

e que resulte em um sistema solido.
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Tabela 3 - Delineamento experimental para o preparo das dispersdes solidas de metotrexato (MTX), Poloxamero 188 (P188), dietilenoglicol
monoetil éter (DGME), poloxdmero 407 (P407), polivinilpirrolidona K30 (PVP K-30) e polietilenoglicol 6000 (PEG 6000). O MTX
foi incorporado a 0,7 mg.mL"' em todas as amostras.

(continua)

Niveis do delineamento experimental

Massa dos excipientes para 1 ml de solugdo de MTX em

metanol
Amostra
PVP K-30 | PEG 6000
P188 DGME P407 PVP K-30 | PEG 6000 | P188(g) | DGME (g) | P407 (g) (@) (@)
A -1 -1 - - - 0 0 - - -
B -1 1 - - - 0 0,10 - - -
C 1 -1 - - - 0,10 0 - - -
D 1 1 - - - 0,10 0,10 - - -
E 0 -1 - - - 0,05 0 - - -
F 0 1 - - - 0,05 0,10 - - -
G -1 0 - - - 0 0,05 - - -
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Tabela 3 - Delineamento experimental para o preparo das dispersdes solidas de metotrexato (MTX), Poloxdmero 188 (P188), dietilenoglicol
monoetil éter (DGME), poloxamero 407 (P407), polivinilpirrolidona K30 (PVP K-30) e polietilenoglicol 6000 (PEG 6000). O MTX

foi incorporado a 0,7 mg.mL™' em todas as amostras.

(continuagdo)

Niveis do delineamento experimental

Massa dos excipientes para 1 ml de solugdo de MTX em

metanol
Amostra
PVP K-30 | PEG 6000
P188 DGME P407 PVP K-30 | PEG 6000 | P188(g) | DGME (g) | P407 (g) (@) (@)
H 1 0 - - - 0,10 0,05 - - -
I 0 0 - - - 0,05 0,05 - - -
J - - -1 -1 - - - 0 0 -
K - - -1 1 - - - 0 0,010 -
L - - 1 -1 - - - 0,010 0 -
M - - 1 1 - - - 0,010 0,010 -
N - - 0 -1 - - - 0,025 0 -
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Tabela 3 - Delineamento experimental para o preparo das dispersdes solidas de metotrexato (MTX), Poloxamero 188 (P188), dietilenoglicol
monoetil éter (DGME), poloxamero 407 (P407), polivinilpirrolidona K30 (PVP K-30) e polietilenoglicol 6000 (PEG 6000). O MTX
foi incorporado a 0,7 mg.mL"! em todas as amostras.

(continuacao)

Niveis do delineamento experimental

Massa dos excipientes para 1 ml de solugao de MTX em

metanol
Amostra
PVP K-30 | PEG 6000
P188 DGME P407 PVP K-30 | PEG 6000 | P188(g) | DGME (g) | P407 (g) (@) (@)
@) - - 0 1 - - - 0,025 0,010 -
P - - -1 0 - - - 0 0,025 -
Q - - 1 0 - - - 0,010 0,025 -
R - - 0 0 - - - 0,025 0,025 -
S - - - - 1 - - - - 0,010
T - - - - -1 - - - - 0,025
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Tabela 3 - Delineamento experimental para o preparo das dispersdes solidas de metotrexato (MTX), Poloxdmero 188 (P188), dietilenoglicol
monoetil éter (DGME), poloxamero 407 (P407), polivinilpirrolidona K30 (PVP K-30) e polietilenoglicol 6000 (PEG 6000). O MTX
foi incorporado a 0,7 mg.mL"! em todas as amostras.

(conclusdo)

Massa dos excipientes para 1 ml de solugao de MTX em

Niveis do delineamento experimental
metanol
Amostra

PVP K-30 | PEG 6000

P188 DGME P407 PVP K-30 | PEG 6000 | P188(g) | DGME (g) | P470 (g) (@) (@)

U - - 1 -1 1 - - 0,01 0 0,01

A% - - -1 1 1 - - 0 0,01 0,01

Fonte: Do autor (2023)
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4.3.9 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Avaliagdes de possiveis interagdes entre o polimero e o farmaco existente nas amostras
foram realizadas por meio de um espectrofotometro Affinity, Shimadzu ™, Téquio, Japdo, no
infravermelho com transformada de Fourier na regido espectral de 4000 a 600 cm™ com
resolugdo de 4,0 cm™ e 34 scans e com o emprego de pastilhas de KBr.

4.3.10 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A analise por DSC foi realizada por um calorimetro exploratorio diferencial DSC Syrius
3500, NETZSCH, Kanagawa, Japao, conforme as recomendagdes do fabricante do
equipamento.

Para as analises, as amostras U e V, as misturas fisicas fArmaco - polimeros (MFs) U e
V, MTX livre, MTX tratado com metanol (MTX-MeOH) e os polimeros foram transferidos
para cadinho de aluminio com tampa e posteriormente foi realizado o estudo. As condi¢des de
andlise usadas foram as seguintes: taxa de aquecimento de 10°C.min"!, faixa de temperatura de
25°C a 250°C e atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min"! (Pedreiro, 2012).
4.3.11 Difratometria de raios x

A andlise por difratometria foi realizada por um difratometro de raios x Ultima IV,
Rigaku, Toquio, Japdo, em temperatura ambiente (25°C). Nesse estudo foram analisadas as
amostras U e V, as MFs U e V, MTX, MTX - MeOH e os polimeros por meio de varredura de
raios x de 3° a 35° 20, usando uma fonte de radiacdo de KaCu (A=1.5406 A), tensdo de 40 kV,
corrente de 30 mA, passo 6otico de 0,02° e velocidade do gonidmetro de 1°20.min’! (Pedreiro,
2012).

4.3.12 Estudo de solubilidade

Foram adicionados 2 mL de solu¢do tampao fosfato pH = 6,8, em triplicata, nas
amostras de DS U e V, MF U e V, MTX tratado com metanol e MTX, contendo 0,014 g de
farmaco, que foram colocadas em pequenos frascos. Essas preparagdes foram colocadas em
uma incubadora orbital, WEG S.A., Jaragua do Sul, Brasil; Novus Produtos Eletronicos Ltda,
Canoas, Brasil, sob temperatura de 36 + 1°C e rotagdo de 150 rpm. Apos observar a saturagao
e a presenca de corpo de fundo durante todo o teste e ter transcorrido o tempo de 60 min, o
volume de cada replicata foi filtrado com filtro hidrofilico de PTFE (45 um). As amostras
coletadas ap6s 60 min foram adequadamente diluidas em metanol para que a concentragao de
MTX ficasse no intervalo de linearidade. Logo apds, foram quantificadas por

espectrofotometria no UV pelo método analitico previamente validado.
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A analise estatistica dos dados obtidos no estudo de solubilidade foi realizada com o emprego
do software R aplicando-se ANOVA e posteriormente o Teste de Tukey para os dados paramétricos ¢
analise de Kruskal-Wallis para os dados ndo paramétricos, tendo a normalidade de distribuicdo dos
residuos ¢ a homogeneidade de varidncia antes verificadas por teste de Shapiro-Wilk e teste de Bartlett,

respectivamente.
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5 RESULTADOS
5.1 Seletividade

A Figura 3 mostra o espectro de absor¢do na regido UV da amostra do farmaco (10
png.mL™!) e das amostras dos polimeros (P407, PVP K-30 e PEG 6000) a 10 pg.mL!, na faixa
compreendida entre 200 a 400 nm, observando que o pico maximo de absor¢do do farmaco
MTX ocorreu em 298 nm, sendo o comprimento de onda de escolha para seletividade em
relagdo aos polimeros, por apresentar absor¢ao maxima de 0,446 e os polimeros PVP K-30,
P407 ¢ PEG 6000 apresentarem, respectivamente, absorcao de 0,011, 0,001 e 0,002 nesse
comprimento de onda.

Figura 3 - Espectro de absor¢@o na regido do ultravioleta da amostra contendo MTX (preto),
PVP K-30 (vermelho), P407 (azul) e PEG 6000 (verde) a 10 pg.mL"' em metanol.
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Fonte: Do autor (2023).
5.2 Linearidade

A metodologia espectrofotométrica demonstrou linearidade no comprimento de onda de

298 nm para as dilui¢des do farmaco nas concentragdes de 1, 2,5, 5, 7,5 ¢ 10 pg/mL. O calculo
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do teste de Cochran revelou que 0 Cealculado (0,445813) ¢ menor que 0 Crabelado (0,6838),
demonstrando a ocorréncia de uma distribuicdo homocedastica. Portanto, os dados foram
ajustados pelo método dos minimos quadrados ordindrios, obtendo uma curva de calibragdo
ajustada linearmente, com equacdo da reta: y = 0,0446886X — 0.0201138, R>=0,9986 e r =
0,9992, demonstrando boa correlagdo entre as variaveis (Figura 4).

O teste F verificou que o coeficiente angular ¢ significativo (Fcalculado = 1,008 x 10%),
tendo o valor de p = 2.2 x 107!, demonstrando que o modelo de regressio adotado ¢ adequado.
A Figura 5A mostra a plotagem dos residuos ao redor do eixo x. A soma residual dos quadrados
minimos da regressao linear apresentou valor igual a 0,00041. O teste de Shapiro — Wilk (W =
0,93336; p = 0,3061) confirmou a normalidade da distribuicao dos residuos. Sendo assim, a
plotagem simultanea da area experimental e da area calculada (Figura 5B) evidenciou que os

valores calculados conforme a equagao praticamente coincidem com os valores experimentais.

Figura 4 - Curva analitica do MTX em metanol, obtida por espectrofotometria a 298 nm.
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Fonte: Do autor (2023).
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Figura 5 - Plotagem dos residuos ao redor do eixo x (A) e plotagem simultanea da area
experimental e da area calculada (B).
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Fonte: Do autor (2023).

5.3 Exatidao

Os valores de recuperagio obtidos das concentracdes de 1, 5 e 10 ug.mL ! foram,
respectivamente, 101,44%, 97,41% e 97,84%. De acordo com a Association of Official
Analytical Chemists (AOAC), os resultados obtidos para recuperacdo ficaram entre o limite
preconizado (AOAC,2016). Isso significa que a metodologia de quantificagdo por

espectrofotometria proposta apresenta conformidade em relagao a exatidao.

5.4 Precisao
A precisdo € realizada com objetivo de avaliar a proximidade entre os resultados obtidos

através de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado (Brasil, 2017).

Os resultados obtidos para avaliar a precisdo intradia e interdia estdo apresentados nas
Tabelas 4 e 5, respectivamente. Os valores de DPR foram menores que 2,7% para precisao
intradia. Em relagdo a precisao interdia, os resultados obtidos da menor concentracdo nao
apresentaram DPR menor que 2,7% (AOAC, 2016). Embora ndo tenha apresentado precisao
interdia para a menor concentracdo, o método analitico para quantificagdo de MTX por
espectrofotometria UV ¢é seletivo e exato, possui uma faixa de trabalho linear e apresenta
precisao intradia e LD e LQ com conformidade. Portanto, o método pode ser perfeitamente
aplicado para a quantificagdo de MTX, desde que seja construida uma curva de calibragao a

cada dia de analise.
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Tabela 4 - Teste de precisdo intradia, com os valores de concentragdo das amostras calculadas,
média, desvio padrao (DP) e desvio padrao relativo (DPR).

Concentragdo | Concentracdes calculadas Média de DPR
tedrica Concentragao DP %)
0
(mgmy | NEp N2 NS gm
1 1,031 0,987 1,009 1,009 0,022 2,21
5 5,059 5,104 5,015 5,059 0,044 0,88
10 10,005 10,050 10,184 10,080 0,093 0,92

Fonte: Do autor (2023).

Tabela 5 - Teste de precisdo interdia ou intermediaria, com os valores de concentracdo das
amostras calculadas, média, desvio padrao (DP) e desvio padrao relativo (DPR).

Concentracdes Concentragdes calculadas (ug.mL"") Média de
tedricas Replicatas dia 1 Replicatas dia 2 concentragao | DP DPR (%)
(ug.mL™) nl n2 n3 nl n2 n3 (ngmL™)
1 1,479 1,524 1,524 1,479 1,636 1,479 1,501 0,060 4,05
5 5,060 5,105 5,015 4,766 4,923 4,856 4,969 0,129 2,59
10 10,005 10,050 10,184 10,095 10,542 10,565 10,139 0,249 2,46

Fonte: Do autor (2023).
5.5 Limite de Detec¢ao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

O Limite de Detecgdo corresponde a menor concentragdo do analito existente em uma
amostra que pode ser detectada, mas, ndo obrigatoriamente quantificada, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas. O Limite de Quantificagdo ¢ a menor concentragdo do analito
existente em uma amostra que pode ser medida com precisdo e exatidao sob as condi¢des
experimentais estabelecidas (Brasil, 2017).

Os resultados do desvio padrao do intercepto do eixo y para a curva de calibragdo obtida
foi de 0,0018. Os valores dos Limites de Detec¢dao (LD) e de Quantificagdao (LQ) obtidos por
meio dos calculos foram 0,12 e 0,39 pg.mL™!, respectivamente.

5.6 Determinacio da solubilidade do MTX em metanol

O valor médio de solubilidade do MTX em metanol obtido foi de 1,40 + 0,96 mg.mL"!

com DPR igual a 68,82. A partir desse resultado, para assegurar a solubilizagdo do MTX na

solucdo precursora da DS, ele foi incorporado a 0,7 mg.mL™".
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5.7 Obtencao das dispersoes solidas

As amostras de DSs contendo DGME e/ou P188 resultaram em dispersdes liquidas ao
invés de solidas (Figura 6). Este resultado pode ser devido a natureza do DGME ser liquido em
temperatura ambiente e o P188 tender a formar gel.

J& para as amostras de DSs contendo, P407 e/ou PVP K-30, verificou que todas as DS
obtidas apos a secagem apresentaram aspecto soélido gelificado. As amostras M, N, R, P e Q
apresentaram separacao de fases, ja as amostras K e L resultaram em DSs homogéneas (Figura
6).

Em relagdo as amostras contendo PEG 6000, a amostra “S” apresentou um aspecto
solido e a amostra “T” apresentou aspecto liquido. As amostras “U” e “V”, que contém PEG
6000 combinados com P407 ou PVP K-30, apresentaram aspecto solido (Figura 6).

Os polimeros P407 e PVP K-30 ndo mostraram sinergia na formagao de DS quando
combinados, porém, resultaram em amostras s6lidas quando utilizados isoladamente (amostras
L e K), assim como o PEG 6000 (amostra S). As amostras contendo P407 ou PVP K-30
associados ao PEG 6000, por outro lado, resultaram em DS visualmente (amostras U e V,
respectivamente). Portanto, esses prototipos foram os selecionados para a caracterizagao fisico-

quimica e estudo de solubilidade (Figura 6).
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Figura 6 — Dispersdes solidas de DGME, P188, P407, PVP K-30 e PEG 6000 apos a secagem.

Fonte: Do autor (2023).
Nota: DSs de B até I: contém DGME e/ou P188; DSs K até R: contém P407 e/ou PVP K-30; DSs S e T: contém

PEG 6000; DSs U e V: contém P407 ou PVP K-30 e PEG 6000.
5.8 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 7 mostra os espectros de infravermelho das DSs U e V, com as correspondentes

misturas fisicas (MFs) do farmaco mais polimeros, das dispersdes solidas contendo somente
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polimeros PEG 6000 e P407 ou PVP K-30 (DSs U e V vazias), do MTX livre, do MTX tratado
com metanol (MTX-MeOH), e dos polimeros PEG 6000 e P407 livres.

Os estiramentos existentes nas dispersdes solidas U e V, nas misturas fisicas
correspondentes farmaco - polimeros, nas DSs U e V vazias, no MTX livre, no MTX tratado
com metanol e nos polimeros P407, PEG 6000 e PVP K-30 estdo na Tabela 6. Porém vale
ressaltar que o espectro DS V apresentou pequenas mudangas em comparagdo com OS
excipientes e a sua MF correspondente: o estiramento da carbonila ocorre a 1661 cm™ na DS
Veal659 cm™ no PVP K-30 e na MF V; o estiramento da hidroxila apresenta absor¢ao
maxima em 3450 cm™' na DSV, 3444 cm™ na MF V, € 3455 cm™ em PVP K-30. Além disso,
uma banda de absorc¢ao a 1732 cm™ foi observada no espectro DS U, no entanto, notou-se a sua
ausente tanto na DS U vazia quanto na MF U, indicando uma interacao intermolecular em DS
U, que ndo ocorre na DS U vazia e MF U. Esses achados de FTIR diferencia efetivamente a DS

U da MF correspondente e dos excipientes.
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Figura 7 — A e B: Espectros de infravermelho das DSs U e V, DSs U e V vazias, MFs U e V,
MTXMeOH, MTX, PEG 6000, P407 ¢ PVP K-30.
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Fonte: Do autor (2024).

Nota: Espectros de infravermelho: dispersdo solida de metotrexato (MTX) em PEG 6000 e P407 ou PVP K - 30
(dispersao solida U ou V, em verde); mistura fisica de MTX com PEG 6000 e P407 ou PVP K - 30 (mistura
fisica U ou V, em vermelho); dispersdo solida contendo somente polimeros PEG 6000 e P407 ou PVP K-
30 (DS U ou V vazia, em cinza); MTX livre (em azul); MTX tratado com metanol (em rosa);PEG 6000
(em caqui) e P407 (em roxo). As estruturas quimicas incluidas nas figuras sdo: metotrexato (C), Poloxamero
407 (D), polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) (E) e polivinilpirrolidona K-30 (PVP K-30) (F).
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Tabela 6 - Estiramentos existentes nas dispersdes solidas U e V, nas misturs fisicas
correspondentes farmaco - polimeros, nas DSs U e V vazias, no MTX livre, no
MTX tratado com metanol e nos polimeros P407, PEG 6000 e PVP K-30.

Numero de ondas (cm™)

Tipo de PVP DS DS
estiramento pa07 | k. PEG | MT MTX- DS U MF | DS Vv MF
30 6000 | X MeOH U vazi U Vv vazi AY/
a a
Estiramento C-O-C 1113 - 1111 - - 1113 1116 1113 - - -
Estiramento C=0 de amida - 1659 - 1645 1641 - - - 1661 1660 1659
Sobreposicao de
estiramento N-H de aminas - - - 3367 3363 - - - - - -
primarias e de amida
1603 1604
Estiramento C=C
- - - e e - - - - - -
aromaticos
1498 1506
1404 1404
Estiramento C-O de acidos
- - - e e - - - - - -
carboxilicos
1207 1205
Estiramento C-H alifatico 2887 - 2887 - - 2887 2881 2885 2887 2885 2887
Estiramento -OH - 3455 3439 - - 3429 3439 - 3450 - 3444
Estiramento C-O do grupo
1113 - 1113 - - 1113 1116 1113 - - -
éter
Estiramento C—H dos
- 2956 - - - - - - - - -

grupos metileno

Fonte: Do autor (2024).
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5.9 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
A Figura 8 mostra as curvas de DSC das DSs U e V, com as correspondentes MFs
farmaco-polimeros, das DSs vazias U e V, do MTX livre, do MTX tratado com metanol e dos

polimeros P407, PEG 6000 e PVP K-30.

Figura 8 — A e B: Curvas de DSC das DSs U e V, das DSs U e V vazias, das MFs U e V, do
MTXMeOH, do MTX e dos polimeros PEG 6000, P407 ¢ PVP K-30.
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Fonte: Do autor (2024).

Nota: Figura 8 — A: Curvas de calorimetria exploratoria diferencial: dispersdo solida de metotrexato (MTX) em
PEG 6000 ¢ P407 (dispersao so6lida U, em verde); mistura fisica de MTX com PEG 6000 ¢ P407 (mistura
fisica U, em vermelho); DS U vazia (em cinza); MTX livre (em azul); MTX tratado com metanol (em rosa);
PEG 6000 (em caqui) e P407 (em roxo); B: Curvas de calorimetria exploratoria diferencial: dispersao sélida
de metotrexato (MTX) em PEG 6000 e PVP K-30 (dispersdo sélida V, em verde); DS V vazia (em cinza);
mistura fisica de MTX com PEG 6000 e PVP K-30 (mistura fisica V, em vermelho); MTX livre (em azul);
MTX tratado com metanol (em rosa); PEG 6000 (em caqui) e PVP K-30 (em roxo).
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A curva de DSC da DS U obtida com PEG 6000 e P407 mostrou evento endotérmico
unico com inicio em 60,8 °C, com valores intermediarios em relagao a fusao de PEG 6000 (61,8
°C) e P407 (57,6 °C), enquanto na curva da mistura fisica observou-se a fusao dos polimeros
separadamente. O ponto de fusdo mostrado na curva de DSC do MTX, com Tonset de 117,1°C,
foi diferente do que Oliveira (2013) obteve em seus estudos, cujo o valor de Tonset foi de 237,0°C
(Oliveira, 2013). A fusdao do MTX (117,1°C) nao foi observada nas curvas da dispersdo solida
e da mistura fisica, o que indica que o farmaco tenha sido solubilizado pelos polimeros. A fusdo
do MTX (117,1°C) nao foi observada na curva de DSC do MTX tratado com metanol,
demonstrando que o farmaco esta no estado amorfo.

A curva de DSC da DS V contendo PEG 6000 e PVP K-30 apresentou evento
endotérmico em 55,0 °C, com temperatura inferior aos seus excipientes e valores inferiores a
fusao dos componentes isolados, sugerindo uma mistura eutética, um tipo de dispersao solida,

de acordo com Mooter (2012).

5.10 Difracio de raios x

A Figura 9 mostra os difratogramas da DS composta por MTX, PEG 6000 ¢ P407
(amostra U), da DS vazia composta por PEG 6000 e P407, da correspondente mistura fisica
(MF) farmaco-polimeros, do MTX, do MTX tratado com metanol e dos polimeros PEG 6000
e P407. O PEG 6000 e P407 sao polimeros cristalinos e exibiram picos de Bragg bem definidos
em 19,28° 26 (PEG 6000), 19,14° 26 (P407) e 23,30° 26 (ambos), o que estd em consoante
com dados previamente reportados (Ei-Badry et al., 2013; Patil; Gaikwad, 2015). Padrdes de
difracdo muito semelhantes foram observados para DS U e MF U, os quais apresentam picos
de difragdo nos mesmos angulos que os polimeros utilizados. As pequenas variagdes nos
angulos de difracao podem ser decorrentes de deslocamento durante a medida. Sdo observadas
diferencas nas intensidades relativas dos picos, porém, elas somente seriam conclusivas para
analise apods realizacdo de refinamento de Rietveld e, portanto, a analise ndo foi executada
porque nao foram encontradas estruturas de P407 ¢ PEG 6000 no Cambridge Structural
Database (CSD). O difratograma de MTX apresentou varios picos de Bragg de média e baixa
intensidade e um mais intenso em 9,4 °26, confirmando sua natureza cristalina (Dedroog et
al.,2020). A ampliagdo desses difratogramas (Figura 9B) revelou que o pico de Bragg a 9,4 °©
20 ¢ especifico do MTX, uma vez que esta ausente nos difratogramas dos polimeros PEG 6000
e P407. A notificacdo da presenca deste pico de Bragg exclusivamente na mistura fisica U e

sua auséncia na amostra DS U confirmam a amorfizagdo do MTX nesta ultima.
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Figura 9 A e C — Perfis de difratogramas das DSs U e V, das DSs U e V vazias, das MFs U e
V, do MTXMeOH, do MTX e dos polimeros PEG 6000, P407 ¢ PVP K-30.
Figuras 9 B e D: expansdes das figuras 9A e C de 6° para 12° 26.
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Fonte: Do autor (2024).

Nota: Figura 9 A e C: Perfis de difratogramas: dispersdo solida de metotrexato (MTX) em PEG 6000 e P407
(dispersdo solida U ou V, em verde); dispersdo solida vazia contendo somente polimeros PEG 6000 ¢ PVP
K-30 (dispersdo solida vazia, em cinza); mistura fisica de MTX com PEG 6000 e P407 ou PVP K-30
(mistura fisica U ou V, em vermelho); MTX livre (em azul); MTX tratado com metanol (em rosa); PEG
6000 (em caqui) e P407 (em roxo).As figuras 9A e C foram expandidas de 6° para 12° 26 (figuras B ¢ D,
respectivamente) para mostrar um pico de MTX encontrado nas misturas fisicas e ausente em DS U.

A Figura 9 C mostra os difratogramas de DS composta por MTX, PEG 6000 e PVP K-
30 (amostra V), da DS vazia composta por PEG 6000 e PVP K-30, da correspondente mistura
fisica (MF) farmaco-polimeros, do MTX livre, do MTX tratado com metanol e dos polimeros

PEG 6000 e PVP K-30. A DS V, MF V e PEG 6000 apresentaram o mesmo padrao de difracgao,
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com dois picos de Bragg intensos em 19,12-19,28°26 e 23,18-23,38°26. O difratograma de
PVP K-30 apresentou aspecto caracteristico de polimero amorfo com auséncia de qualquer pico
de Bragg dentro do intervalo analisado. Notavelmente, a ampliacdo dos difratogramas (Figura
9D) nao possibilitou a confirmagao da auséncia do pico de Bragg a 9,4 ° 26 em DS V devido a
interferéncia do PVP K-30 nesta regido. Essa impossibilidade faz com que permaneca
inconclusiva a ocorréncia da amorfizacdo do MTX contido na DS V.

O tratamento do MTX com metanol induziu a amorfizacdo do farmaco, sendo
evidenciado pela auséncia de sinais cristalinos no difratograma da DS U. Assim, concluiu-se
que o tratamento com metanol contribui para a amorfizagdo do MTX, tanto de forma
independente quanto na presenga de polimero como ocorreu na DS U.

5.11 Estudo de solubilidade

A Figura 10 mostra o grafico dos perfis de solubilidade das DSs U e V, das MFs U e
V, do MTX livre e do MTX tratado com metanol. Os dados demonstraram que a solubilidade
do MTX (4,57 + 0,09 mg.mL!) ndo foi significativamente diferente do MTX tratado com
metanol (4,06 £ 0,05 mg.mL™), p = 0,11, mostrando que a amorfiza¢io ndo provocou aumento
da solubilidade do MTX, ao contrario dos dados relatados por Chan e Gonda (1990), cujos os
resultados encontrados demonstraram um aumento de 4 vezes na solubilidade do MTX
amorfizado em 4gua destilada durante 48h.

As misturas fisicas, MF U (2,82 £ 0,24 mg.mL ') e MF V (2,92 + 0,39 mg.mL) (p =
0,99) apresentaram solubilidades semelhantes, porém, inferiores a do MTX livre, sugerindo que
os polimeros existentes nessas misturas impediram a liberagdo de MTX. Os valores de
solubilidade das DSs U (3,72 + 0,17 mg.mL') e V (3,28 + 0,19 mg.mL"') demonstraram
equivaléncia estatistica (p = 0,21), mas, com valores apresentados inferiores ao MTX livre.
Embora a solubilidade do DS U demonstrou ser menor que o MTX livre (p = 0,00), pode ser
considerada equivalente a do MTX tratado com metanol (p = 0,43) e maior que a da MF U (p
=0,00). A solubilidade da DS V e da MF V nao apresentaram diferencas (p =0,37). Esses dados
encontrados negam a hipotese de que a amorfizacdo do MTX contido na dispersdo sélida

melhora a solubilidade do farmaco.
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Figura 10 - Perfis de solubilidade das DSs U e V, das MFs U e V, do MTX livre e do MTX

tratado com metanol em solucao tampao fosfato pH 6,8.
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6 DISCUSSAO

Nesta pesquisa, o principal objetivo foi desenvolver uma estratégia farmacéutica para
melhorar a solubilidade do farmaco MTX, pertencente a classe IV do SCB.

O desenvolvimento da estratégia farmacéutica DS foi realizado por meio do emprego
dos excipientes DGME, P188, P407, PVP K-30 e PEG 6000. As DSs contendo DGME e/ou
P188 apresentaram aspecto liquido devido o Transcutol se encontrar no estado liquido em
temperatura ambiente, sendo que a temperatura de secagem nao foi capaz de solidifica-lo, e a
concentracdo de P188 usada favorece a formacao de gel. As DSs compostas por P407 e PVP
K-30 apresentaram separagdo de fase devido a falta de miscibilidade mutua. As DSs contendo
P407, PVP K-30, PEG 6000 ou combinacdo de P407 ou PVP K-30 e PEG 6000 foram as
amostras que resultaram no aspecto solido caracteristico de DSs. Logo, o delineamento
experimental para a escolha dos polimeros, somado a técnica de evaporagdo do solvente,
culminou positivamente para a possibilidade de obten¢ao de dispersdes solidas.

Os difratogramas obtidos confirmaram a amorfizagdo do MTX em DS U e
demonstraram que a metodologia usada induziu a amorfizacao do fArmaco na auséncia ou na
presenca dos excipientes. Além disso, os resultados obtidos por DSC e FTIR da DS U, em
comparagdo com os da MF e dos excipientes, sugerem a formagao de um novo sistema. Estes
resultados contrastam com os anteriores do grupo de Giri e colaboradores e Agafonov e
colaboradores, em que 0 MTX continuou na forma cristalina (Giri et al., 2021; Agafonov et al.,
2021).

Os resultados obtidos pelo estudo de solubilidade demonstraram que as DSs U e V
apresentaram menor solubilidade em solugdo tampao fosfato pH 6,8 em comparacdo com o
farmaco livre. Essa reducdo na solubilidade pode ser devido a ocorréncia de interacdo do
farmaco com os excipientes, o que provavelmente provoca o retardamento da dissolucao do
MTX.

Resultados encontrados pelo grupo de Agafonov e colaboradores foram semelhantes,
usando também o polimero hidrofilico e solubilizante P407. O preparado DS foi pelo método
de fusdao a 70°C e posteriormente solidificou em temperatura ambiente. Os resultados de PXRD
demonstraram que o MTX apresentava uma cristalinidade. As curvas de DSC da MF e DS
mostraram uma semelhanca de Tmax e indicaram uma auséncia de interagdes quimicas entre
MTX e P407. Os espectros de FTIR da mistura fisica e da dispersdo so6lida apresentaram
comportamentos idénticos, mostrando bandas tipicas do MTX e do polimero. Os resultados
mostraram que a influéncia do P407 foi insignificante na solubilidade do MTX em solugao

tampao fosfato pH 6,8. A solubilidade aparente do MTX contido na MF e na DS mostrou uma
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diferenca nos limites de erro. A liberagdo de MTX livre foi consideravelmente mais répida,
80% foram atingidos em aproximadamente em 45 min, em solu¢do tampao fosfato pH 6,8 e
FaSSIF. Porém a MF e a DS tiveram 80% em peso liberado em 1,5-2 h. Assim, a presenca de
P407 em meio pH 6,8 provoca uma diminuicao na liberagao de MTX (Agafonov et al., 2021).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a amorfizagdo do MTX ndo afetou
a solubilidade, assim como a presenca dos polimeros ndo promoveu a solubilizagdo. Os
resultados deste trabalho associados com os do grupo de Agafonov e colaboradores sugerem
que o efeito da dispersao soélida com farmaco cristalino ou amorfo na solubilidade ¢
insignificante.

Comparando a influéncia de outros polimeros, o grupo de Alali e colaboradores
preparou DS de MTX com PEG 4000 ou PVP-K30 pelo método de evaporagao do solvente. A
combinagdo do farmaco com os polimeros nao provocou mudangas significativas nas posicoes
das bandas distintas do MTX, mostradas em seu espectro de FTIR. O estudo de liberagdo in
vitro por célula de difusdo de Franz com membrana semipermeével e meio de difusdo solugdo
tampao fosfato pH 7 resultou em uma dissolucdo de cerca de 2,5 vezes maior que o farmaco
livre (Alali et al, 2022).

O grupo de Giri e colaboradores preparou DS pelo método de evaporagdo do solvente,
em que o MTX foi disperso em meio aquoso como alternativa para evitar solventes organicos,
usando uma suspensdo de MTX ndo dissolvida para evitar instabilidade do farmaco. As DSs
foram obtidas apos a secagem da suspensao por atomizagdo, tendo o emprego dos polimeros
hidrofilicos carboximetilcelulose de so6dio (Na-CMC) e lauril sulfato de sédio (SLS). Os
resultados de DSC, PXRD e FTIR mostraram que o formaco ainda se encontrava na forma
cristalina. A solubilidade da DS em 4gua foi de 2,2 mg.mL"!, apresentando um aumento
consideravel em relagdo ao farmaco livre, que ¢ praticamente insolivel em &agua. A
biodisponibilidade oral geral aumentou em 2,8 vezes em comparagao com o farmaco livre
quando testada em ratos Sprague-Dawley, mas sem realizar a compara¢do com o grupo controle
de MF para verificar se era a dispersdo sélida ou a presenga dos polimeros que aumentou a
biodisponibilidade (Giri et al., 2021).

Estudos com grupos de controle adicionais sdo necessarios para verificar a existéncia
de um equilibrio positivo substancial entre os beneficios e custos associados ao emprego da
técnica de dispersdo solida, embora os estudos do grupo de Alali e colaboradores e do grupo de
Giri e colaboradores tenham demonstrado um aumento favoravel de duas vezes na dissolugao

ou biodisponibilidade do MTX (Alali et al. 2022; Giri et al., 2021).
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A solubilidade do MTX livre é aproximadamente 2,2 mg.mL"' em tampdo bio-relevante
em pH 7,4 de acordo com estudos anteriores (Figueroa et al., 2021). Neste trabalho, 0 MTX
livre apresentou em solucdo tampao fosfato em pH 6,8 uma solubilidade de 4,9 mg.mL"!. Esse
achado demonstra que simplesmente basta ajustar o pH para que aumente a solubilidade do
MTX em duas vezes, o que gera questionamento sobre a necessidade de métodos de fabricagao
complexos, como o método de secagem por pulverizagdo, para produzir DSs, sendo que um
simples ajuste de pH pode produzir ganhos de solubilidade semelhantes. O simples aumento da
solubilidade do MTX em duas vezes proporcionado pela técnica de DS pode nao justificar as
desvantagens associadas. As desvantagens do uso dessa técnica sdo as seguintes: o uso de
solventes organicos toxicos durante o emprego da técnica de evaporagao do solvente e as
possiveis preocupagoes regulatdrias e ambientais.

Portanto, os resultados deste trabalho associados ao estado da técnica possibilitam a
concluir que a tecnologia farmacéutica dispersdo solida ndo pode ser considerada uma
plataforma de entrega de fArmacos mais apropriada para melhorar a solubilidade do MTX. A
amorfizagdo do farmaco e a dispersao sélida tradicional contendo MTX na forma cristalina nao
proporcionou um passo inventivo na melhoria da solubilidade do MTX. Fatores como a
conformacao da cristalinidade, a influéncia de diferentes polimeros, os processos de fabricacao
e a interagdo de polimeros ndo provocaram um efeito sinérgico consideravel na solubilidade do
MTX.

Esta discussao indica a necessidade de verificar criticamente a verdadeira aplicabilidade
da DS como uma plataforma promotora de aumento da solubilidade do MTX. Embora exista
um desafio substancial continuo para melhorar a solubilidade do MTX, abordagens alternativas,
como a nanoencapsulagdo, podem promover solu¢des promissoras. A modificagdo do
revestimento e do tamanho das particulas dos nanocarreadores, proporciona o aprimoramento
do transporte ativo e passivo através de barreiras bioldgicas (Wang et al., 2023), promovendo
potencialmente uma superacao das limitagdes fisico-quimicas que impedem a eficacia bioldgica
do MTX.

Este trabalho fornece informagdes preciosas para os cientistas farmacéuticos que
investigam os principios fundamentais das DSs baseadas em MTX. Além disso, este estudo
disponibiliza uma comparacdo critica com o método existente, analisando uma estrutura
inovadora de DS de MTX amorfa composta pelos polimeros P407, PVP-K30 ¢ PEG 6000,

realizando uma opinido critica sobre o emprego da DS para MTX.
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Esses resultados contribuem para compreender melhor a empregabilidade e as
limitagdes da plataforma de liberacdo de farmacos por DS para melhorar a solubilidade do

MTX.
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7 CONCLUSOES

Foi possivel obter com sucesso dispersdes solidas de MTX, empregando polimeros
como P407 ou PVP K-30 e PEG 600, pela técnica de evaporacao do solvente.

A analise de difra¢do de raios X confirmou a amorfizacdo de MTX na amostra DS U.
No entanto, uma caracterizagdo adicional € necessaria para confirmar a amorfizagdo de MTX
na amostra DS V.

De acordo com dados obtidos no estudo de solubilidade, pode-se concluir que o perfil
de solubilidade da DS U foi superior aos das MFs U e V, porém, o perfil da DS V foi equivalente
aos das MFs U e V. Embora os resultados provam que a obten¢do de dispersdes sélidas com
MTX amorfo seja viavel, os dados ndo demonstraram melhoria na solubilidade do MTX. A
comparacgao critica dos resultados com os estudos existentes sugere que a dispersao sélida pode
ser uma tecnologia farmacéutica limitada para melhorar a solubilidade do MTX.

Portanto, existe a necessidade de pesquisas adicionais para verificar o potencial
existente e as limitagdes dessa tecnologia e considerar as alternativas que podem solucionar

eficazmente o problema de baixa solubilidade do MTX.
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