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RESUMO

Os liquidos ionicos (LIs) ttm mostrado um enorme potencial em diversas areas quer a nivel laboratorial,
quer a nivel industrial. Estes compostos s&o geralmente definidos como sais organicos constituidos por
um catido organico e um ani&o organico ou inorganico com pontos de fuséo inferiores a 100° C.
Neste trabalho foi estudada a interagdo de Lis contendo o cati&o colina e os anides ibuprofenato,
naproxenato e cetoprofenato, com a Albumina do Soro Humano (ASH) por espetrofluorimetria. A ASH foi
selecionada por ser a proteina mais abundante no plasma e apresentar fluorescéncia intrinseca que pode
ser reduzida por interacéo com farmacos, possibilitando a avaliagéo da afinidade de ligacdo as proteinas
plasméticas pelos Lis-APIs (do inglés Active Pharmaceutical Ingredientes). Concomitantemente foi
analisada a particédo dos trés LIs-APls, entre as fases aguosa e lipidica, formada por micelas de
hexadecilfosfocolina, que foram selecionadas por exibirem similaridade estrutural com os lipidos
presentes nas membranas bioldgicas. Este ensaio permitiu o calculo do coeficiente de particao (Kp) por
espetrofotometria derivativa no ultravioleta-visivel.

Os resultados obtidos no estudo da interacdo dos Lis-APIs com a ASH revelam que o naproxenato de
colina estabelece uma ligacdo mais forte a ASH comparativamente ao naproxeno. Por sua vez, os valores
de Kp evidenciam um aumento da particdo do ibuprofenato de colina relativamente ao ibuprofeno,

sugerindo uma melhoria da capacidade de atravessar as membranas bioldgicas.
Palavras-chave: liquidos iénicos farmacéuticos; constante de dissociagdo; coeficiente de particdo; metodologias
espetroscdpicas.

ABSTRACT

lonic liquids (ILs) have shown great potential in a number of laboratory and industrial settings. These
compounds are generally defined as organic salts consisting of an organic cation and an organic or
inorganic anion with melting points below 100 °C. In the present study, the interaction of ILs containing
the cation choline and the anions ibuprofenate, naproxenate and ketoprofenate were evaluated with
human serum albumin (HSA) by spectrofluorometry. HSA was selected as it is the protein most abundant
in plasma and due to its intrinsic fluorescence, that can be reduced by interaction of drugs, allowing the
evaluation of binding affinity to plasmatic proteins by the ILs-APIs (Active Pharmaceutical Ingredients).
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Simultaneously, the partition of the three ILs-APIs was analyzed between the aqueous and lipid phases,
formed by micelles of hexadecylphosphocholine, that were used due to theirstructural similarity to the
lipids present in biological membranes. Through this assay the partition coefficient (Kp) was calculated by
derivative spectrophotometry in the ultraviolet-visible region.

The HSA binding affinity results revealed that choline naproxenate establishes a stronger binding with HSA
in comparison with the reference drug, naproxen. In the Kp determination assays an increasing of the
partition of choline ibuprofenate was observed in relation to ibuprofen, suggesting an improvement in the

ability to pass through biological membranes.
Keywords: pharmaceutical ionic liquids; dissociation constant; partition coefficient; spectroscopic methodologies.

RESUMEN

Los liquidos idnicos (LIs) han demostrado un gran potencial en varias dreas a nivel de laboratorio o
industrial. Dichos compuestos se definen generalmente como sales organicas que consisten en un cation
organico 'y un anion organico o inorganico con puntos de fusion por debajo de los 100 °C.

En este trabajo la interaccion de los liquidos idnicos que contienen cationes basados en la colina y 10s
aniones ibuprofenato, naproxenato y cetoprofenato, con albumina sérica humana (ASH) se estudia por
espetroflucrimetria. La ASH fue seleccionada como la proteina mas abundante en el plasma, la cual
exhibe una fluorescencia intrinseca que puede ser reducida por la interaccion con los farmacos, lo que
permite la evaluacion de la afinidad de union a las proteinas plasmaticas por Lis-APls (del inglés Active
Pharmaceutical Ingredientes). Al mismo tiempo se analizd la particion las APl de tres Lls entre la fase
acuosa Vv lipidica, formada por micelas de hexadecilfosfocolina, que han sido seleccionadas ya que
exhiben una similitud estructural con los Ipidos presentes en las membranas bioldgicas. Este ensayo
permitid el célculo de la derivada del coeficiente de particion (Kp) por espectrofotometria ultravioleta-
visible.

Estos resultados preliminares obtenidos mediante el estudio de la interaccion de los Lis-APls con HSA
muestran que naproxenato colina establece una fuerte conexion al HSA en comparacion con el
naproxeno. A su vez, los valores Kp muestran un aumento en relacion con la particion de ibuprofenato
colina en relacion con el ibuprofeno, lo que sugiere una mejorfa en la capacidad de atravesar las

membranas biologicas.
Palabras clave: liquidos idnicos farmacéuticos; constante de disociacién; coeficiente de particidn; metodologias
espetroscdpicas.
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INTRODUCAO

A industria farmacéutica esta a atravessar uma fase de enormes desafios sendo cada vez mais
dificil obter novos compostos quimicos. De facto, apenas 10% dos farmacos gue sdo avaliados
em ensaios clinicos chegam ao mercado, 0 que se deve principaimente a problemas de
solubilidade, biodisponibilidade e estabilidade [1,2].

A maioria das industrias farmacéuticas esta dependente de farmacos na forma de sais, cristais
e estruturas sdlidas, principalmente por razbes de pureza, fabrico e também facilidade de
manuseamento. No entanto, continuam a existir problemas associados com a forma
farmacéutica de muitos farmacos no estado sdlido, nomeadamente problemas relacionados
com a formagéo de polimorfismos, baixa solubilidade, baixa biodisponibilidade e cristalizacéo
espontanea de formas amorfas, assim procuram-se alternativas que assegurem o transporte
através das membranas e a eficiéncia dos farmacos com 0s menores efeitos secundarios
possiveis [3,4]. Neste contexto, diversos autores tém estudado uma nova geragéo de liquidos
ionicos  (LIs), baseados em principios ativos farmacéuticos (LIs-APls, do inglés active
pharmaceutical ingredients) [5-7]. A pesquisa nesta area foca-se principalmente na sintese de
NOVOS compostos por associacéo de diferentes ides ativos (anides e catides) [5,8,9].0s Lis s&o
sais organicos constituidos por um catido organico e um aniao organico ou inorganico, com
pontos de fuséo inferiores a 100° C. Por norma estes compostos séo sdlidos a temperatura
ambiente, mas podem também apresentar-se no estado liquido [6]. Com base nas suas
propriedades e respetivas aplicacdes, 0s Lis podem ser agrupados em trés geracdes distintas
[7]. A primeira geracao inclui LIs com propriedades fisicas peculiares, tais como baixa pressao
de vapor e elevada estabilidade térmica, que permitiram a sua utilizacdo como alternativa aos
solventes organicos volateis. Os Lls de segunda geracédo resultam da adaptacéo de
propriedades fisicas e guimicas, sendo proposto 0 seu emprego como materiais funcionais,
nomeadamente como materiais energéticos, lubrificantes e quelantes. Por Ultimo, a terceira e
mais recente geracao compreende LIs-APIs que apresentam atividade biologica [5,6].

Neste contexto, realizaram-se ensaios in vitro com o objetivo de estudar a afinidade de ligacao
as proteinas plasmaéticas e a lipofilia de trés novos LIs-APls com o objetivo de prever a sua
biodisponibiidade e capacidade de interagir com as membranas biologicas e
consequentemente a sua eficacia. Os LI-APIs selecionados s&o constituidos por um anigo com
atividade anti-inflamatcria (ibuprofenato, naproxenato e cetoprofenato) em associacdo com o
catigo colina (figura 1).
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Figura 1 — Férmulas de estrutura quimica dos aniées e do catido dos Lls-APls em estudo.

No campo do estudo da afinidade de ligacdo as proteinas plasmaticas, a aloumina do soro
humano (ASH) € a proteina mais abundante no plasma humano e, certamente, a mais
importante no transporte de compostos enddgenos e exdgenos, sendo desta forma
considerada como um modelo para o estudo da interac&o in vitro dos farmacos com esta [10].
A ASH apresenta fluorescéncia intrinseca que € conferida maioritariamente pelo residuo de
triptofano e que pode ser reduzida por interacdo com ligandos. Assim, a espetroflucrimetria
torna-se uma ferramenta importante para a implementacao deste tipo de estudo. No presente
trabalho, os estudos de afinidade de ligagao as proteinas plasmaticas basearam-se na inibicao
da fluorescéncia intrinseca da ASH, através da determinacdo da constante de dissociacao (Kd)
[11].

Relativamente a avaliagcdo da lipofiia de novos farmacos, a determinacdo do coeficiente de
particao (Kp) tem sido tradicionalmente realizada recorrendo ao sistema octanol/agua (Ko/a),
ndo sendo considerada a natureza idnica dos compostos. Recentemente, varios autores
propuseram alternativas para contornar esta situacéo, tendo surgido os modelos membranares
lipidicos [12,13]. Estes sdo mais adequados para a determinagao do Kp, uma vez que
mimetizam o interior hidrofobico e a superficie polar carregada de fosfolipidos presentes nas
biomembranas. Desta forma, para a determinacdo do Kp recorreu-se a micelas de
hexadecilfosfatidilcolina (HDPC) como modelo de membrana e a espetrofotometria derivativa no
ultravioleta-visivel (UV-Vis) como técnica de detecéo. As micelas de HDPC, para além de serem
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faceis e rapidas de preparar, também possuem elevada estabilidade e minimizam as
interferéncias espetroscopicas de dispersédo de luz, sendo uma forma de contornar o uso de
solventes organicos toxicos [14,15].

Assim, com este trabalho pretende-se determinar a Kd e o Kp destes LIs-APIs, comparando 0s
dados com os anti-inflamatorios de referéncia, reunindo informacdes que suportem a aplicacéo
futura dos LIs-APIs na industria farmacéutica.

MATERIAIS E METODOS
REAGENTES E SOLUCOES

Na preparagdo de todas as solugbes aquosas foi utiizada agua ultrapura com uma
condutividade especffica inferior a 0,1 uScm, obtida a partir de égua de consumo por
passagem em resinas de troca idnica, incorporadas num aparelho especifico de desionizag&o
(Milli-Q®, modelo RG). Os reagentes usados possuiam qualidade analftica apropriada.

A ASH (fracéo V), o sal sodico do acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N-etanossulfonico (Hepes), e
0s farmacos anti-inflamatorios n&o esterdides, ibuprofeno sodico, naproxeno sodico e
cetoprofeno foram adquiridos a Sigma Aldrich, Co. e usados sem purificacéo adicional. O lipido
HDPC foi adquirido a Cayman Chemicals e armazenado a -20 °C.

A solugéo tampéao fosfato era constituida por cloreto de sédio (140 mM), hidrogenofosfato de
sodio (Sigma Aldrich, Co7,5 mM) e dihidrogenofosfato de potassio (1,5 mM) e o seu pH ajustado
a 7,4 unidades.

A solucéo tampéo Hepes foi constituida por 0,01 M Hepes e 0,1 M NaCl, com pH ajustado a
7,4 unidades e armazenada no frigorffico a 4 © C. As duas solugdes tampé&o eram armazenadas
no frigorffico, permanecendo estaveis durante pelo menos trés semanas.

Todas as “solucbes-mae” de ASH foram preparadas em agua.

Os LiIs-APIs em estudo, ibuprofenato de colina, naproxenato de colina e cetoprofenato de colina
foram sintetizados e disponibilizados pelo Instituto de Quimica de Sintese Aplicada, da
Universidade Tecnoldgica de Viena (Austria), armazenados & temperatura ambiente, ao abrigo
da luz e em ambiente anidro.

As solugbes concentradas de farmacos e LIs-APls utilizadas no ensaio de desativagéo da
fluorescéncia (tabela 1) foram preparadas em solucdo tampao fosfato, tendo a dissolucéo sido
auxiliada, quando necessério, por meio da utlizacdo de um banho de ultrassons Seleta
Ultrasons® durante um curto periodo de tempo.
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. [LI-API/FARMACO] [SOLUCAO-MAE ASH] [ASH] FINAL
LI-API /FARMACO
(UM) (UM) (UM)
IBUPROFENATO DE COLINA E 2,5; 10; 250; 500; 750; 1000 0,48; 6; 30; 60 0,16; 2; 10; 20
IBUPROFENO
NAPROXENATO DE COLINA E 300 30 10
NAPROXENO
CETOPROFENATO DE COLINA E 100 6 5
CETOPROFENO
Tabela 1 = Concentragdes utilizadas para o estudo do Kd dos LIs-APls/fédrmacos.

As “solugbes-méae” de ibuprofeno sodico e ibuprofenato de colina (5000 uM), naproxeno sodico
e naproxenato de colina (800 uM), cetoprofeno e cetoprofenato de colina (250 uM) utilizadas
nos ensaios de determinacao de K, foram preparadas em tampéo Hepes.

Na determinacéo do K, utilizaram-se as solucdes de HDPC 600 uM e 100 uM em tampao
Hepes, sendo a ultima obtida por diluicéo da “solucdo-mae”.

INSTRUMENTACAO

As medicdes da intensidade de fluorescéncia foram efetuadas num espetrofluorimetro Perkin
Elmer® LS 50B, ligado a um dispositivo de controlo da temperatura por circulagéo de agua
termostatizada, o que permitiu a realizacdo dos ensaios a temperatura de 37,0 + 0,1 °C. Todas
as determinactes foram efetuadas em células de quartzo com 1cm de percurso 6tico. A
intensidade de fluorescéncia era adquirida nas condicdes abaixo apresentadas (tabela 2).

LI-API/FARMACO Nex Nem SLITex® SLITem®
IBUPROFENATO DE COLINA E 280 NM 340; 350 NM 515 515
IBUPROFENO
NAPROXENATO DE COLINA E 205 NM 320 NM 5 5
NAPROXENO
CETOPROFENATO DE COLINA E 280 NM 330 NM 5 5
CETOPROFENO

Tabela 2 — Condigées otimizadas para a leitura pontual da fluorescéncia.

largura de fenda

Todas as leituras de absorvancia no UV-Vis relativas as determinacdes de K, foram efetuadas
num leitor de microplacas da BioTek®, modelo Synergy HT, no intervalo de comprimento de
onda entre 200 e 500 nm. Para a implementacao do ensaio foram utilizadas microplacas de 96
pocos adquiridas da BD Falcon.
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METODOS

Determinagdo da constante de dissociagdo (kq)

Os ensaios de desativacdo da fluorescéncia foram realizados por adicéo de 500 yL de solugéo
de ASH de concentracéo fixa a diferentes volumes de “solucdo-mée” de farmaco/LI-API de
modo a obter solugdes com concentracédo crescente dos mesmos. O tampéo fosfato ajustado
a pH 7,4 foi usado para perfazer um volume final de 1500 pL. As solucdes de referéncia foram
preparadas de igual forma, mas sem a adicdo do farmaco. Posteriormente, as amostras e
solucdes de referéncia foram incubadas a 37,0 © C, durante aproximadamente 10 minutos. Por
Ultimo, efetuou-se a leitura da intensidade de fluorescéncia com 0s Aex € Aem @justados para cada
farmaco/ LI-API (tabela 2).

As amostras de cetoprofenato de colina e cetoprofeno tinham uma concentracdo que variava
entre O e 40 uM e o naproxenato de colina e naproxeno sodico entre O e 190 pM. Quanto as
amostras de ibuprofenato de colina e ibuprofeno foram testadas varias concentragbes
compreendidas entre 1 uM e 190 pM.

Os valores de intensidade de fluorescéncia foram corrigidos devido a contribuicdo de alguns
fatores para a disperso da luz, pela subtragcéo das absorvancias (no mesmo A) obtidas a partir
da andlise da respetiva amostra no espetrofotometro. Contudo, estas contribuicdes foram
sempre desprezaveis, com valores abaixo de 0,5%.

Determinagéio do coeficiente de partigéo (k;)

O estudo da particédo dos farmacos/LI-APIs entre a fase aguosa e lipidica foi realizado por
espetrofotometria derivativa no UV-Vis através de um ensaio realizado numa microplaca de 96
pPOcos a qual eram adicionados farmaco/LI-API, tampé&o Hepes e HDPC, de acordo com a
tabela 3. Relativamente as solucdes de referéncia, estas eram preparadas de igual forma, mas
na auséncia de farmaco/LI-API, este foi substituido por tampé&o Hepes.

Os espetros de absorgéo das amostras e referéncias foram medidos a temperatura de 37,0
+0,1 °C entre 200 e 500 nm, em intervalos de 2 nm, num leitor de microplacas como referido
anteriormente.
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Volume de farmaco/LI-API Volume de tampédo Hepes
Pogo Volume de HDPC (L) [HDPC] (UM)®
(ML)e (ML)
D 50 250 - 0,0
S1 50 235 15¢ 7.5
S2 50 230 20¢ 10
S3 50 210 40¢ 20
S4 50 190 60¢ 30
S5 50 170 80¢ 40
S6 50 150 100¢ 50
S7 50 100 150¢ 75
S8 50 70 180¢ 90
s9 50 200 50¢ 100
$10 50 175 754 150
s11 50 150 100¢ 200

Tabela 3 — condi¢des do ensaio de determinagéo do kp.
(adaptado de [15])

(a)as referéncias foram preparadas adicionando 50 [l de tampé&o hepes em vez de farmaco/li-api. (b) concentragéio de hdpc no pogo da
microplaca. (c) a concentragéio da suspensdo de hdpc é 100 Um. (d) a concentragdo da suspensdo de hdpc é 600um.

RESULTADOS E DISCUSSAO
CONSTANTE DE DISSOCIACAO (Kp) FARMACO/LI-API-ASH

O estudo da interacdo do farmaco/LI-API selecionado com a ASH, através da determinacéo
experimental do Ky, possibilita recolher informagdes que podem ser Uteis na previsdo e
compreensao dos processos de distribuicao e bioacumulag&o no organismo. Para tal, recorreu-
se & espetrofotometria no UV-Vis que permitiu a leitura da absorvancia e a espetrofluorimetria
gue permitiu a determinacao da intensidade de fluorescéncia. Apods a subtracéo dos valores de
intensidade de fluorescéncia das referéncias procedeu-se ao céalculo dos valores de Ky com e
sem deplecao do ligando [16],

A deplecéo de ligando € considerada quando este possui alta afinidade para o recetor, ja que
neste caso a medida que o ligando estabelece ligacdo com a proteina, a sua concentracao livre
diminui.

Os dados da intensidade de fluorescéncia e absorvancia foram inseridos numa folha de calculo.
Posteriormente recorreu-se ao programa Origin 6.1® para obter os valores de Kd.

Os resultados obtidos nos estudos de ligacédo dos farmacos/LIs-APls a ASH encontram-se
compilados na tabela 4.
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Ka (UM)
i DGpinding
LI-API/farmaco(®) Binding sem deplegéio do
Binding com deplegéio do ligando (Kcalmol-')
ligando
28,98%3,76 22,59+£3,60
Naproxeno sédico -6,58
R2=0,9872 R2=0,9933
5,0110,64 3,84%0,58
Cetoprofeno -7,68
R2=0,9464 R2=0,9761
20,05£2,63 14,7112,45
Naproxenato de colina -6,85
R2=0,9935 R2=0,9958
6,4810,53 5,1110,52
Cetoprofenato de colina R2= 09760 R?= 09874 -7,50

Tabela 4 - Resultados dos pardmetros calculados a partir do estudo da interagéo dos Lls-APls e dos farmacos testados com a ASH, a
37,0 °C.

(a)O nimero de locais de ligagdo para todos os casos foi de n=1.

Da andlise da tabela 4 verifica-se que 0s compostos estudados estabelecem uma ligacao forte
a ASH (Kq <100 uM), em que, todas as interacdes ocorrem de forma espontéanea (AG <0), tal
como os estudos de Pinto, P. C. A. G. etal [17] e de Azevedo A. M.O. et al. [18]. De uma forma
geral, guando os resultados experimentais foram tratados considerando a deplecéo do ligando,
verificou-se uma ligeira diminuicdo dos valores de Ky, 0 que indica que n&o afeta
significativamente o célculo dos constantes de ligacao.

O naproxenato de colina estabelece uma ligacdo mais forte com a ASH em comparacdo com
0 naproxeno (valor de Ky inferior). Por sua vez, o cetoprofenato de colina parece afetar
negativamente a ligagédo a ASH quando comparado com o cetoprofeno (valor de Kqg superior).
Neste contexto, e atendendo ao facto dos Lis-APIs selecionados apresentarem 0 mesmo catido
(colina), as alteragbes observadas poderao ser devidas a influéncia do anido. Foi também
reportado num estudo anterior um aumento de Ky quando usados liquidos ionicos, apesar de
0 farmaco nimesulide ainda se ter ligado a ASH mediante fortes interacbes e de forma
espontanea [18].

Assim, no caso do naproxeno, a sua utlizacdo na forma de liquido ionico melhora a sua
capacidade de penetracéo das membranas bioldgicas, enquanto que no caso do cetoprofeno
nao se traduz num aumento dessa capacidade, porém nao altera de forma substancialmente
negativa essa capacidade.

Relativamente ao ibuprofeno e ibuprofenato de colina n&o foi possivel a determinacéo do Ky por
esta metodologia espetroscopica. Apesar de terem sido testadas varias combinacdes de
concentracdes para este farmaco/LI-API e para a ASH, bem como se ter testado uma maior
largura de fenda, ndo se conseguiram obter diferencas significativas nos valores de intensidade
de fluorescéncia entre os diferentes padrées testados (Tabelas 1 e 2).

Atftulo de exemplo séo apresentados nas figuras de 1 a 4 o0s graficos do ajuste da desativacao
da fluorescéncia intrinseca (Quenching— reducéo da fluorescéncia intrinseca) da ASH, expressa
em % de reducéo da intensidade de fluorescéncia (IF), para concentragbes crescentes dos
farmacos/LIs-APls em estudo.
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Figura 1: Representagéio grdéfica do ajuste da desativagéo da fluorescéncia da
ASH por concentragdes crescentes de naproxeno sédico, segundo o modelo de
Langmuir.
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Figura 2: Representagéio grafica do ajuste da desativagdo da fluorescéncia da
ASH por concentragdes crescentes de cetoprofeno, segundo o modelo de
Langmuir com o cdlculo do nimero de locais de ligagéo.
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Figura 3: Representagdo gréfica do ajuste da desativagéo da fluorescéncia da
ASH por concentragdes crescentes de naproxenato de colina, segundo o modelo
de binding com deplegéo do ligando.
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Figura 4: Representagéo gréfica do ajuste da desativagéo da fluorescéncia da ASH por
concentragdes crescentes de cetoprofenato de colina, segundo o modelo de binding com
deplegéo do ligando.

da concentragéo de farmaco/LI-API, ha um aumento da percentagem de
desativacao da fluorescéncia, indicando um aumento da fracao de farmaco/LI-API ligada a ASH.
verifica-se a establlizacdo da percentagem de desativacédo da fluorescéncia

que sugere uma saturacao dos locais de ligacéo.
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Genericamente, e de acordo com 0s resultados obtidos, pode-se antever que ©
naproxenato de colina e o cetoprofenato de colina apresentam um perfil de distribuicao
adequado, 0 que podera favorecer a sua ag&o No organismo.

COEFICIENTE DE PARTICAO (K¢) FARMACO /LI-API-HDPC

Os valores de K, foram calculados num sistema de micela que permitiram avaliar a lipofilia
dos farmacos/LIs-APls em estudo. Através destes ensaios pretendeu-se recolher dados que
possam ajudar na previsdo dos processos de interacéo/difusédo, atraves das membranas
bioldgicas.

Em relacé&o ao tratamento dos resultados foi utilizada uma folha de célculo do Microsoft Excel
desenvolvida por Magalhdes LM et al. para o cédlculo do K, (Calculadora do K) 19, Este
programa permite subtrair cada espetro de referéncia a partir dos espetros da amostra
correspondente e obter espetros de absorcéo corrigidos. Posteriormente, através da técnica
de espetrofotometria derivativa no UV-Vis obtém-se os espectros da primeira, segunda e
terceira derivada, visando a eliminacéo de interferéncias espetrais resultantes da luz dispersa
pelas micelas de HDPC. Depois disto, recorreu-se ao programa Origin 6.1® que é capaz de
calcular os valores de K, dos compostos em M, através de um método de ajuste n&o linear.

(Dm—-Da)Kp [L]

D=Da+ SR ()

A titulo de exemplo s&o apresentados, nas figuras 5-7,0s graficos de ajuste dos dados

experimentais relativos a primeira, segunda e terceira derivadas do cetoprofenato de colina,
Ibuprofenato de colina e naproxenato de colina, respetivamente.

-0,0144 =

-0,0142

-0,0146 - an - = =

-0,0148

-0,0150 Cetoprofenato de colina

1 Modelo: Kp
-0,0152 4 [ ]
i a -0.0158 + 0.00003
b 0.00139 +0.00005
-0,0154 f Kp  110812.84451 £16239.22212

12 Derivada

-0,0156 !

-0,0158

T 1

-0,0160 T

T T T T T T T
0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020

[HDPC] (M)

Figura 5: Representagdo grafica do ajuste, pelo método de regresséo ndo linear,
dos dados experimentais relativos & primeira derivada do espetro de absorvancia
do cetoprofenato de colina em micelas de HDPC ao A de 274 nm.
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Figura é: Representagéo gréfica do ajuste, pelo método de regressdo ndo
linear, dos dados experimentais relativos & segunda derivada do espetro de
absorvéncia do ibuprofenato de colina em micelas de HDPC ao A de 282 nm.

0,0000420 —
0,0000415 -
0,0000410 #
1 ! Naproxenato de colina
0,0000405 ~ i Modelo: Kp
"‘ a 0.00004 +1.1387E-7
0,0000400 ~ | b -3.642E-6 +1.5767E-7
‘-. Kp 112956.98118 +20841.68801
0,0000385 [ ]
0,0000330 :
0,0000385 - 'R
0,0000380 e S .
] ot
0,0000375
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0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020
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Figura 7: Representagéio gréfica do ajuste, pelo método de regresséo néo linear,
dos dados experimentais relativos & terceira derivada do espetro de
absorvéncia do naproxenato de colina em micelas de HDPC ao A de 334 nm.

Seguidamente sdo também apresentados na tabela 5 os dados compilados dos valores de K,

obtidos para todos os compostos em estudo.
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Composto Ke (M)

Cetoprofeno 111332 + 9981
Naproxeno sédico 115562 + 8295
Ibuprofeno sédico 118444 + 9516
Cetoprofenato de colina 113989 + 9407
Naproxenato de colina 113988 + 8080
Ibuprofenato de colina 130660 + 6220

Tabela 5 — Coeficiente de parti¢do (Kp) dos compostos estudados (o valor corresponde & média e respetivo desvio padrdo de pelo
menos dois ensaios independentes).

Os resultados obtidos evidenciam que o ibuprofeno sodico, dos trés farmacos estudados, €
aquele que apresenta valores de K ligeiramente superiores, seguido do naproxeno sodico e do
cetoprofeno, como se pode constatar na tabela 5.

Relativamente aos LIs-APIs os valores de K, do cetoprofenato de colina e do naproxenato de
colina aproximam-se dos valores dos farmacos de referéncia, enquanto o ibuprofenato de colina
€ 0 LI-API com maior valor de K, (130660 + 6220) sendo 1,1 vezes superior ao farmaco de
referénecia (ibuprofeno sodico). De facto, aplicando o teste ndo paramétrico de Wilcoxon,
verificou-se que existem diferencas estatisticamente significativas entre o par ibuprofenato de
colina/ibuprofeno  sodico, para um nivel de significancia de 5% (p=0,046 < 0,05). O
cetoprofenato de colina e o naproxenato de colina, apresentam valores de Ky muito parecidos
com 0s farmacos de referéncia e como tal, ndo se diferenciam na particdo em micelas de HDPC.
Nestes dois pares, ndo existem diferencas estatisticamente significativas (p=0,477 e p=0,820,
respetivamente).

Como pode ser observado, o ibuprofenato de colina € o composto que apresenta maior
separagéo entre a fase aquosa e lipidica pelo facto de apresentar um valor de K, superior ao
do ibuprofeno sodico. De facto, outros autores verificaram que os valores de Kp para o
nimesulide na presencga de liquidos ionicos eram superiores entre 2,5 a 3 vezes quando
comparado com o nimesulide dissolvido em agua [18]. Por outro lado, foi demonstrado que
APls baseados no anido salicilato possuiam valores de Kp superiores até 6 vezes quando
comparado com o seu sal inorganico [17]. O mesmo foi verificado para o docusato de
tetraciclina, cujos coeficientes de particdo octanol/agua foram até cerca de 3 vezes superiores
aos determinados para o cloridrato de tetraciclina [19]. Num outro estudo [20], os APls
baseados no anido salicilato e ibuprofenato demonstraram maior capacidade de permeagéao e
atravessando a membrana com maior rapidez (através da determinacdo dos coeficientes de
difusao e dos tempos para obtencéo de uma saturacéo igual a 50 %)

Dado isto e em face dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se prever que este € o
LI-API com melhor capacidade de atravessar as membranas bioldgicas, apresentando
vantagens relativamente ao processo de Absorcado, Distribuicido, Metabolismo e Eliminacéo
(ADME).
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CONCLUSAO

Neste trabalho estudou-se a afinidade de ligacédo a ASH e a lipdfilia de trés Lis-APls, com o
objetivo de formecer informacgoes sobre o seu perfil farmacocinético.

No que diz respeito ao estudo de afinidade de ligacdo a ASH verificou-se que todos os
compostos se ligam fortemente a ASH (Kd até 30 uM), e por meio de interagdes espontaneas,
evidenciado pelos valores negativos de AG. O naproxenato de colina parece estabelecer uma
ligagcdo mais forte com a ASH em comparagdo com O naproxeno, enguanto com o
cetoprofenato de colina a ligagéo a ASH parece ser afetada negativamente quando comparado
com o cetoprofeno.

Em relacdo aos ensaios de Kp pode-se concluir gue 0 composto que apresenta uma maior
lipofilia, e portanto se parece encontrar mais apto para penetrar nas membranas bioldgicas, € o
ibuprofenato de colina, uma vez que foi 0 composto que apresentou valores de Kp superiores,
quer em relacédo ao ibuprofeno sodico quer em relacdo aos outros farmacos/LIs-APls. Como
tal, e apesar de esse aumento ser pouco expressivo (embora estatisticamente significativo), o
ibuprofenato de colina podera ser considerado uma alternativa ao sal sodico relativamente ao
processo ADME. Por outro lado, pode-se concluir que o naproxenato de colina e o
cetoprofenato de colina guando comparados com 0s farmacos de referéncia correspondentes
apresentam valores de Kp muito proximos (no caso do naproxenato de colina o valor de Kp €
mesmo inferior), Ndo apresentando qualquer vantagem relativamente a lipofilia. Por outro lado, a
maior solubilidade dos LiIs-APlIs relativamente aos farmacos de referéncia deve ser tida em
conta, o gue pode melhorar 0 processo de absorgéo.

Em concluséo, o trabalho desenvolvido abre perspetivas interessantes sobre a possibilidade de
utilizar estes LIs-APIs. Todavia, seria importante a realizagéo de estudos adicionais de forma a
se obter uma maior consisténcia dos resultados, bem como estudos de toxicidade e
estabilidade, por forma a proceder a uma caraterizacdo e avaliagdo mais completa destes Lls-
APIs, para constitufrem uma alternativa valida em relagao aos farmacos de referéncia.
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