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RESUMO

Em medicamentos administrados via oral, as caracteristicas fisico-
quimicas dos farmacos estdo diretamente relacionadas a sua eficacia
terapéutica. Desta forma, conhecer e controlar estas caracteristicas é de
fundamental importancia na area farmacéutica. Neste contexto, o presente
trabalho aplicou diferentes estratégias envolvendo as engenharias de
cristais e particulas visando ao aperfeicoamento das propriedades
biofarmacéuticas dos farmacos cloridrato de terbinafina, carvedilol e
nevirapina. Para o cloridrato de terbinafina, um novo habito cristalino foi
obtido a partir da técnica de evaporacéo lenta de solvente. A comparagéo
entre os resultados de velocidade de dissolugdo intrinseca da matéria-
prima e dos cristais aciculares do farmaco revelaram valores inferiores
para o0 novo habito. A estratégia aplicada ao carvedilol abrangeu ensaios
de cristais multicomponentes com diversos coformers. O screening foi
iniciado via moagem assistida por solvente e sistemas promissores foram
obtidos com carvedilol:acido benzoico e carvedilol:acido oxalico. Estes
sistemas foram entéo selecionados para a cristalizacdo pelas técnicas de
slurry e gel. Os resultados demonstraram que a técnica de slurry foi
melhor sucedida no sistema carvedilol:acido oxalico uma vez que
permitiu a obtencdo de uma Unica fase cristalina em oposi¢do a mistura
de fases obtida por moagem assistida por solvente. Por outro lado, a
técnica de cristalizacdo em gel permitiu o preparo de monocristais
compostos por carvedilol:acido oxalico que foram caracterizados por
difracdo de raios X de monocristal, espectroscopia no infravermelho e
calorimetria exploratéria diferencial. As duas Ultimas ténicas
mencionadas também foram aplicadas ao sistema carvedilol:acido
benzoico e resultados complementares permitiram a identificacdo destes
sistemas como sais de carvedilol. Cocristais compostos por farmaco base
fraca e coformer acido utilizaram como farmaco modelo a nevirapina e
demonstraram que a solubilidade destes cocristais é pH dependente e
pode ser modelada pela selecdo dos componentes do cocristal. Os
modelos matematicos que preveem a solubilidade destes sistemas
demonstram a influéncia do pH, do pK, e da concentragdo do coformer.
Os diagramas de solubilidade de fases gerados apresentaram um ponto de
interseccdo (pHmax) 0 qual estabeleceu regides de solubilidade e
estabilidade dos cocristais. Os resultados experimentais de solubilidade
apresentaram excelente concordancia com os valores calculados.

Palavras-chave: Cloridrato de Terbinafina 1. Carvedilol 2. Nevirapina 3.
Hébito Cristlino 4. Cocristal 5. Sal 6.






ABSTRACT

The physicochemical characteristics of a drug are directly related to its
therapeutic efficacy in solid oral dosage forms. Thus, the knowledge and
the control of these characteristics are of great importance in the
pharmaceutical area. In this context, the present work applied different
strategies involving the crystal and particle engineering aiming the
enhancement of the biopharmaceutical properties of terbinafine
hydrochloride, carvedilol and nevirapine. For terbinafine hydrochloride,
a new crystal habit of needle-like shape was obtained through the slow
solvent evaporation technique. A comparison between the results
regarding the intrinsic dissolution rate of the raw material and the needle-
like crystal revealed lower values for the new crystal habit. The strategy
applied to carvedilol involved tests of multicomponent crystals with
different coformers. Firstly, the screening was performed via solvent-
assisted grinding and promising systems were achieved with
carvedilol:benzoic acid and carvedilol:oxalic acid. These systems were
then selected for assays with the slurry and gel crystallization techniques.
The results demonstrated that the slurry technique was adequate to obtain
a single crystalline phase of carvedilol:oxalic acid system. On the other
hand, the gel crystallization allowed the preparation of single crystals
composed of carvedilol:oxalic acid which were characterized through
single crystal X-ray diffraction analysis, infrared spectroscopy and
differential scanning calorimetry. The two last mentioned techniques
were also applied to carvedilol:benzoic acid system and the
complementary results contributed to identify both multicomponent
systems as carvedilol salts. Cocrystals composed of basic drug and acidic
coformer used nevirapine as a model drug. This system showed pH-
dependent solubility which can be modeled by selecting the cocristal
components. The mathematical models that predict the solubility of these
systems displayed an influence based on pH, pKai and coformer
concentration. The phase solubility diagrams exhibited an intersection
point (pHmax) Which establishes regions of cocrystal solubility and
stability. The experimental measured solubility values were in excellent
agreement with values predicted by the mathematical models.

Keywords: Terbinafine Hydrochloride 1. Carvedilol 2. Nevirapine 3.
Crystal Habit 4. Cocrystal 5. Salt 6.
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1 INTRODUGAO GERAL

Muito embora novas formas farmacéuticas continuem a ser
desenvolvidas, a maioria dos farmacos ainda é administrada na forma
solida (BRITTAIN, 1995), devido a melhor aceitacdo pelo paciente,
conveniéncia, confiabilidade da dose veiculada e estabilidade (NEHA et
al., 2012). No entanto, a eficacia terapéutica destas formulacdes esta
diretamente relacionada as caracteristicas do farmaco no estado solido
gue incluem: forma cristalina, tamanho de particula, habito cristalino,
constante de dissociacdo, higroscopicidade e solubilidade, dentre outros
(LACHMAN; LIEBERMAN; KANING, 2001; ASHFORD, 2005).
Assim, é de grande interesse que as propriedades fisico-quimicas dos
farmacos sejam conhecidas e monitoradas, tornando-se elementos
essenciais no processo de desenvolvimento de um medicamento
(DRESSMAN et al., 1998; FLORENCE; ATTWOOD, 2003;
ASHFORD, 2005). Além disso, o dominio de tecnologias para a
cristalizacdo de farmacos representa um conhecimento que, além de
garantir a eficacia do medicamento, permite proteger a sua propriedade
intelectual.

A cristalizacdo é amplamente utilizada em processos de obtencéo
de farmacos. Esta etapa pode afetar as propriedades do estado solido,
assim como a estabilidade e desempenho do produto final. Ainda, pode
beneficiar a formacao de cristais com caracteristicas que podem levar a
um incremento do perfil de dissolu¢do (NEHA et al., 2012). Da mesma
forma, a cocristalizacdo, técnica que permite a cristalizacdo de dois ou
mais compostos em Unica fase cristalina, oferece oportunidades no
desenvolvimento de medicamentos por modificar propriedades como a
solubilidade e a estabilidade de farmacos. Estas técnicas enquadram-se
como formas racionais de otimizacao da terapéutica de farmacos de baixa
biodisponibilidade pelo aperfeicoamento de suas propriedades fisico-
guimicas (THAKURIA et al., 2013). Adequados a estes propositos, 0
cloridrato de terbinafina, o carvedilol e a nevirapina, farmacos que
apresentam reduzida solubilidade aquosa, representam modelos para
estes estudos.

Neste ambito, o presente trabalho utilizou técnicas de
cristalizacdo para obter modificacfes em estado so6lido visando a melhoria
das propriedades fisico-quimicas de distintos farmacos. A tese foi
organizada na forma de capitulos. A revisdo da literatura esta apresentada
no capitulo I. O capitulo Il apresenta a caracterizacdo no estado sélido e
a obtencdo de diferente habito cristalino para o cloridrato de terbinafina.
O capitulo I aprofunda os conhecimentos sobre o cloridrato de
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terbinafina através da avaliacdo da cinética de fotodegradacdo do
farmaco. O capitulo 1V abrange o screening de cristais multicomponentes
de carvedilol e a analise estrutural de sais do farmaco e, finalmente, o
capitulo V utiliza a nevirapina como farmaco modelo para o estudo do
mecanismo e predicdo da solubilidade de cocristais de compostos
ionizaveis.

1.1 OBJETIVOS

111

Objetivo geral

Utilizar estratégias de engenharia de cristais e/ou particulas
visando ao aperfeicoamento das propriedades biofarmacéuticas
dos farmacos cloridrato de terbinafina, carvedilol e nevirapina.

1.1.2 Objetivos especificos

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica da matéria-prima e das
formas cristalinas obtidas do cloridrato de terbinafina por
técnicas  térmicas,  microscopicas,  cristalograficas e
espectroscopicas;

Obter um monocristal do cloridrato de terbinafina a fim de
realizar sua elucidacdo estrutural pela técnica de difracdo de raios
X de monocristal;

Obter e avaliar o impacto de novo habito cristalino nas
caracteristicas fisico-quimicas do cloridrato de terbinafina;

Desenvolver e validar metodologia analitica de dissolugéo
intrinseca para o cloridrato de terbinafina;

Desenvolver e validar metodologia analitica por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) visando a avaliacdo da
fotoestabilidade e quantificagdo do cloridrato de terbinafina;
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Realizar o screening de cristais multicomponentes farmacéuticos
contendo o carvedilol;

Realizar caracterizacio em estado sélido dos compostos obtidos
durante o screening de cristais multicomponentes;

Aplicar a cristalizacdo em gel para obtencdo de monocristais dos
cristais multicomponentes de carvedilol para posterior
elucidacdo estrutural;

Derivar equagfes que descrevem a solubilidade de cocristais
compostos por farmaco base fraca e coformers acidos em termos
de constante de equilibrio associada a ionizacdo dos
componentes do cocristal em solu¢éo;

Gerar diagramas de solubilidade de fases para cocristais de
nevirapina descritos na literatura a partir das equagdes derivadas;

Aplicar métodos de equilibrio para acessar a solubilidade dos
cocristais de nevirapina;

Avaliar o poder preditivo dos modelos matematicos através da
comparacao dos valores calculados com os experimentais.
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1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 SOLUBILIDADE E SUAS IMPLICAGOES FARMACEUTICAS

A solubilidade é um pardmetro termodindmico definido como a
guantidade méaxima de soluto que se dissolve em um determinado
solvente ou solugdo a temperatura e pressdo constantes e especificadas
(SHARGEL,; YU, 2007; BUENO; RECH, 2009). Diversos fatores
influenciam a solubilidade, dentre os quais podem ser mencionados o
solvente, o pH, a temperatura, a pressdo, o tamanho de particula, a
polaridade do soluto e solvente e o polimorfismo (JAMES, 1986;
VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007). Ela pode ser expressa
através de quaisquer unidades de concentracdo, as quais relacionam
massa de soluto por volume de solvente, ambos nas condi¢des maximas
de um determinado solido. As farmacopeias apresentam solubilidades
aproximadas de substancias oficiais em termos do nimero de partes de
volume de solvente requerido para dissolver uma parte de massa do sélido
(1 g de um s6lido no nimero de mL do solvente) (Tabela 1). A menos que
outra especificacdo seja informada, os valores de solubilidade expressos
em monografias oficiais aplicam-se a temperatura de 25 °C (Farmacopeia
Brasileira, 2010).

Tabela 1 — Solubilidades descritivas comumente encontradas em monografias
oficiais

Solvente Termo descritivo (partes)
Muito soltvel Menos de 1
Facilmente sollvel Delal0
Solavel De 10 a 30
Ligeiramente soltvel De 30 a 100
Pouco soltvel De 100 a 1000
Muito pouco soluvel De 1000 e 10 000
Praticamente insolGvel Mais de 10 000

Fonte: Adaptado de Farmacopeia Brasileira (2010).

Recentemente, Babu e Nangia (2011) estabeleceram a
classificacdo de solubilidade para farmacos nas categorias baixa,
moderada ou alta, como apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Classificacéo de solubilidade de farmacos com dose aproximada de 1
mg/kg (mg de farmaco/kg de peso corporal)

Solubilidade (mg/L) Classificacdo Comentarios
<20 Baixa Tera problemas de
solubilidade
20-65 Moderada Pode ter pr_o_blemas de
solubilidade
Alta Sem problemas de
> 65 solubilidade

Fonte: Adaptado de Babu; Nangia (2011).

Ainda, a solubilidade aquosa de um farmaco pode ser medida
através de sua propensao em distribuir-se entre octanol e agua, definida
como coeficiente de particdo octanol/agua (log P). Tal medida é
relacionada a habilidade do farmaco em formar pontes de hidrogénio com
amolécula de 4gua, sendo a solubilidade aquosa diretamente proporcional
ao numero de pontes de hidrogénio formadas. Os valores de log P séo
usualmente tabelados e quanto menor for este valor, mais hidrofilico é o
composto  (STENBERG; LUTHMAN; ARTURSSON, 1999;
MARTINEZ; AMIDON, 2002). Observa-se que muitas vezes a alta
solubilidade de um farmaco é responsavel por um aumento na sua
dissolucdo, entretanto, 0 mesmo também acaba exibindo baixa
permeabilidade, devido a sua alta polaridade e baixa lipofilicidade.
Apesar do log P ser bastante utilizado para descrever a solubilidade de
farmacos, existem algumas evidéncias de que esta pode ser melhor
descrita pelas propriedades energéticas dindmicas do composto
(MARTINI et al., 1999; MARTINEZ; AMIDON, 2002).

De acordo com o guia para isen¢do e substituicdo de estudos de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia da ANVISA, a solubilidade
de um farmaco é determinada pela dissolucdo da dosagem mais alta de
uma forma farmacéutica de liberagdo imediata em 250 mL de uma
solucdo tampéo de pH entre 1,2 a 6,8. O farmaco é considerado altamente
soltvel quando a maior dose deste é soliivel em um volume de tampéo
menor ou igual a 250 mL (BRASIL, 2011).

Vérias razBes justificam a importancia em se conhecer como 0s
farmacos se dissolvem e os fatores que mantem a sua solubilidade ou que
causam a sua precipitacdo. Entre eles, ressalta-se que a condi¢cdo minima
para que um farmaco seja absorvido deve-se ao fato deste estar
molecularmente disperso, uma vez que, antes da absorcgdo, através das
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membranas biolégicas, 0 mesmo precisa encontrar-se solubilizado
(FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

De forma simplificada, a importancia da solubilidade aquosa
para determinar a absorcdo oral pode ser prevista a partir da seguinte
equacdo (Equacdo 1) que descreve o fluxo de farmaco através da
membrana intestinal:

Fluxo = Pm * (Ci— Cp) 1)

onde, Pm = permeabilidade na membrana intestinal; C; = concentracao
aquosa do farmaco (ndo-ionizado) no intestino; C, = concentracdo
sanguinea portal.

Se o farmaco estiver no intestino, a sua concentracdo pode
aproximar-se ou igualar-se a sua solubilidade aquosa se a dissolugdo e a
liberacdo do farmaco pela formulagéo forem suficientemente rapidas. A
partir da equacdo 1 observa-se que o fluxo do farmaco no intestino é
diretamente proporcional a sua solubilidade aquosa. Para farmacos que
apresentam alta Pm, a solubilidade ¢ o fator determinante na sua absorgo.
Geralmente, apenas as espécies ndo-ionizadas sao absorvidas, logo, para
compostos ionizaveis, a concentracdo das formas nao-ionizadas deve ser
considerada na equagdo 1 (MARTINEZ; AMIDON, 2002).

O sistema de classificagdo biofarmacéutico (SCB) proposto por
Amidon e seus colaboradores (1995) qualifica os farmacos em quatro
classes distintas de acordo com a sua solubilidade e permeabilidade
(Quadro 1). Estas propriedades foram selecionadas considerando que a
maioria dos farmacos administrados oralmente é absorvida via um
processo de difusdo passiva através do intestino delgado, onde a extensao
da absorcéo oral é largamente influenciada pela solubilidade do composto
nos fluidos bioldgicos e pela sua permeabilidade as membranas
biologicas (AMIDON et al., 1995; HE, 2009).
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Quadro 1 — Classificagdo dos farmacos conforme sua solubilidade e
permeabilidade, de acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica

100

Classe |1
baixa solubilidade
alta permeabilidade

Classe |
alta solubilidade
10-{  alta permeabilidade

Permeabilidade (1 x 106 cm/s)

n Classe 111 Classe IV
alta solubilidade baixa solubilidade
baixa permeabilidade baixa permeabilidade
0. | T |
1 10 100 250 1000 10000 100000

Volume requerido para dissolver a maior dose (mL)

Fonte: Adaptado de Rautio et al. (2008).

Atualmente, aproximadamente 40 % dos farmacos se enquadram
nas classes Il e IV do SCB (KAWABATA etal., 2011). Além disso, cerca
de 75 % dos farmacos em desenvolvimento exibe solubilidade aquosa
menor que 0,1 mg/mL. Desta forma, melhorias na solubilidade aquosa
dos compostos pertencentes as classes 1l e IV do SCB podem resultar no
aumento da sua biodisponibilidade oral (STEGEMANN et al., 2007), bem
como na reducgdo da dosagem e efeitos colaterais (SAVJANI; GAJJAR;
SAVJANI, 2012).

A baixa solubilidade de um farmaco pode estar relacionada com
as propriedades do estado sdlido (energia da rede cristalina), com a
solvatacdo (interagcfes soluto-solvente em solucdo) ou por um efeito
combinado de ambos. Na pratica, a maioria dos farmacos pouco sollveis
se enquadra nas duas categorias. A diferenga entre estes tipos de
moléculas pode ser ilustrada utilizando analogias de “bolas de gordura”
(grease balls) quando a resisténcia a solubilidade é a hidrofobicidade, e
“p6 de tijolo” (brick dust) quando a solubilidade é limitada pela alta
energia da rede cristalina (STELLA; NTI-ADDAE, 2007; ROY;
LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012). Desta forma, as estratégias
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utilizadas para o aperfeicoamento da solubilidade requerem a combinagéo
de tecnologias para modificar tanto as forcas de interacdo entre solvente-
soluto como entre soluto-soluto (WILLIANS et al.,, 2013). Estas
alteragdes ocorrem principalmente em dois niveis, através de engenharia
de materiais no design do farmaco ou através de abordagens na
formulagdo. Independentemente da via escolhida para melhorar ou
modificar estas propriedades, ela precisa ser escalavel a um processo
comercialmente  vidvel no desenvolvimento do medicamento
(STEGEMANN et al., 2007).

E importante ressaltar que a solubilidade de farmacos ionizaveis
é altamente dependente do seu grau de ionizagdo (dissociagdo), uma vez
que a hidrofilicidade das espécies ionizadas é maior em relagdo as
espécies ndo-ionizadas. O grau de dissociacdo, por sua vez, é dependente
do pKa do composto e do pH da solucéo. Neste contexto, valores de pH
acima do pK, de um acido fraco e abaixo do pK, de bases fracas culminam
em um aumento significativo da solubilidade como resultado da
ionizacdo. Desta forma, a manipulacdo das formas sélidas visando ao
aumento da solubilidade pelos principios da dependéncia do pH pode ser
atingida através da obtencdo de sais ou cocristais com compostos
ionizaveis (NEHM; RODRIGUEZ-SPONG; RODRIGUEZ-HORNEDO,
2006; WILLIANS et al., 2013).

Sendo a solubilidade de um farmaco uma medida de equilibrio,
a velocidade em que o sélido passa para solucdo (taxa de dissolucédo) é
muito importante quando o tempo disponivel para a sua dissolugdo é
limitado (KAWABATA et al.,, 2011). Esta taxa é particularmente
relevante apds a administracdo oral, pois o tempo de transito no intestino
é finito e a taxa de dissolucéo deve exceder significativamente a taxa de
transito intestinal para que a absorcéo seja maximizada. Da mesma forma,
mesmo que a taxa de dissolucdo seja rapida, se a solubilidade em
equilibrio for baixa, a quantidade de farmaco disponivel em solucéo para
absorcao ndo serd suficiente para atingir sua dosagem efetiva em tempo
acessivel.

Neste &mbito, como os principais determinantes da dissolucéo de
um farmaco sdo a solubilidade e a &rea superficial, trés principais
estratégias podem ser definidas para aumentar a solubilidade e a taxa de
dissoluc¢do:

e  reduzir as forcas intermoleculares no estado sélido;
e aumentar as forcas de interacdo soluto-solvente em solucgéo;
e aumentar a area superficial disponivel para dissolucdo

(WILLIAMS et al., 2013).
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Portanto, observa-se que muito esfor¢o tem sido dedicado a
melhoria da solubilidade no desenvolvimento farmacéutico e para tanto,
diferentes abordagens sdo utilizadas. Nanotecnologia, reducdo do
tamanho de particula, mudanca no habito cristalino, dispersfes sélidas
amorfas, formulagdes lipidicas, surfactantes, ciclodextrinas, cosolventes,
polimorfismo, sais e cocristais, entre outras podem ser mencionadas,
destacando-se aqui a manipulagdo das propriedades solidas dos farmacos
(BLAGDEN et al., 2007; WEYNA et al., 2012a; WEYNA et al., 2012b;
KAWAKAMI, 2012; WILLIAMS et al., 2013).

1.2 SOLIDOS CRISTALINOS

As propriedades fisico-quimicas de uma forma sdlida dependem
do arranjo das moléculas na rede cristalina (BYRN; PFEIFFER;
STOWELL, 1999; DATTA; GRANT, 2004). A maioria dos farmacos
existe em diferentes formas sélidas como polimorfos, solvatos, hidratos,
sais e cocristais. Escolher a melhor forma cristalina de um farmaco é um
passo essencial do desenvolvimento de um medicamento, uma vez que
esta pode impactar significativamente na sua performance
(RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004; DATTA; GRANT, 2004).

De acordo com a distribuigao espacial dos atomos, moléculas ou
ions, os sélidos podem ser classificados em cristalinos ou amorfos. Os
solidos amorfos ndo apresentam ordem tridimensional de longo alcance,
suas moléculas constituintes encontram-se aleatoriamente distribuidas no
espaco e suas interagbes com moléculas vizinhas, como pontes de
hidrogénio e repulsdo eletrostatica, ndo sdo repetidas com nenhuma
regularidade por toda a amostra. Por outro lado, os sélidos cristalinos
apresentam um arranjo periodico e bem estruturado das moléculas que se
repete regularmente nas trés dimensbes (CULLITY, 1978; HILFIKER,
2006; HANCOCK, 2007). Quando este arranjo é perfeito e se estende por
toda amostra sem interrupcdo, tem-se um monocristal. Por vezes, as
condi¢Bes externas no momento da cristalizagdo, como temperatura,
pressdo, taxa de resfriamento, entre outras, podem ndo permitir o arranjo
periddico dos &tomos. Estes sdo interrompidos aleatoriamente ao longo
de secc¢bes bidimensionais que podem se cruzar, dividindo o volume
solido em numerosas regifes de pequenos grdos monocristalinos. Estes
materiais ndo possuem a menor energia interna possivel, mas sdo estaveis,
sendo chamados de policristalinos (BYRN; PFEIFFER; STOWELL,
1999; CALLISTER; RETHWISCH, 2009; RAZEGHI, 2009).
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A simetria é a caracteristica fundamental do estado solido
cristalino. Os elementos de simetria (eixos, planos ou centros) seguidos
pelas operacOes de translacdo formam a base dos 230 grupos espaciais
(CULLITY, 1978; GIACOVAZZO, 2011). Todos os grupos espaciais,
suas simetrias e as simetrias de seus padrdes de difracdo estdo compilados
nas Tabelas Internacionais de Cristalografia (HAHN, 1987). Alguns
grupos espaciais sdo vistos frequentemente, enquanto outros nunca foram
encontrados em cristais. De acordo com o Banco de Dados Estruturais da
Cambridge (CSD, Cambridge Structural Database), aproximadamente
76 % de todos 0s compostos organicos e organo-metalicos cristalizam-se
em apenas cinco grupos: P2i/c, P212121, P-1, P2; e C2/c (DATTA,
GRANT, 2004).

A menor unidade de volume que contém toda informacédo
estrutural e de simetria e que por translacdo reproduz um padrédo em todo
espaco é a chamada célula unitéria. Suas dimensfes sdo caracterizadas
pelos parametros de rede: eixos cristalograficos, a, b e ¢ e os angulos entre
eles, a, B, y, 0s quais descrevem a forma e o tamanho da célula unitaria
(BYRN; PFEIFFER; STOWELL, 1999; VIPPAGUNTA; BRITTAIN;
GRANT, 2001). Ainda, dentro da célula unitaria o maior agregado de
moléculas equivalente por operacBes de simetria forma a unidade
assimétrica. Todas as redes cristalinas possiveis podem ser geradas por
14 tipos de células, as chamadas Redes de Bravais e podem ser agrupadas
em 7 sistemas cristalinos: triclinico, monoclinico, ortorrémbico,
tetragonal, hexagonal, trigonal e clibico (Tabela 3) (BYRN; PFEIFFER,;
STOWELL, 1999; CARSTENSEN, 2001; VIPPAGUNTA; BRITTAIN;
GRANT, 2001; BRITTAIN, 2009; GIACOVAZZO, 2011).
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Tabela 3 - Representacdo esquematica dos sistemas cristalinos fundamentais

Sistema cristalino

Geometria da célula unitaria

Parametros de rede

Triclinico

Monoclinico

Ortorrdmbico

Tetragonal

Hexagonal

Trigonal

Cubico

atb#c
azP#y#90°

atb#c
a=y7=90° #p

Fonte: Adaptado de Giacovazzo (2011).
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A andlise dos solidos cristalinos, caracterizacdo, identificacdo e
guantificacdo de fases, avaliacdo de tamanho de particula e detec¢do de
defeitos na rede cristalina pode ser realizada através do fenémeno de
difracdo de raios X (DRX) (CULLITY, 1978; BRITTAIN, 1995;
GIACOVAZZO, 2011).

A DRX baseia-se na interacao entre o feixe de raios X incidente
e 0s elétrons dos &tomos componentes de um material, a partir do qual se
geram feixes de fotons difratados, que serdo posteriormente detectados.
O fendbmeno de difracéo esta diretamente relacionado com a distancia que
separa os planos em um cristal, obedecendo a lei de Bragg (Equagéo 2).
Quando um feixe de raios X incide sobre um cristal constituido de planos
atdbmicos sucessivos, este é difratado gerando um angulo caracteristico
(CULLITY, 1978).

nA=2dsend, (2

onde:

d é a distancia entre planos do cristal

6 é o angulo de difracdo dos raios X

/. é 0 comprimento de onda dos raios X

n é o0 nimero de comprimentos de onda utilizados.

Este fendmeno é capaz de revelar a distribuicdo eletronica na
célula unitaria e assim determinar os comprimentos de ligacdo, angulos e
posicdes  atdbmicas  (CULLITY, 1978; BRITTAIN, 1995;
GIACOVAZZO, 2011).

Os solidos cristalinos ainda podem ser classificados como
unicomponentes ou multicomponentes. Os cristais unicomponentes sdo
formados por um Unico composto quimico, o qual pode apresentar
diferentes estruturas cristalinas que surgem quando as moléculas adotam
mais de um arranjo e/ou conformacdo na rede cristalina e séo definidas
como polimorfos (VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001;
STAHLY, 2007; CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011). Por outro
lado, os cristais multicomponentes apresentam dois ou mais compostos
estequiometricamente relacionados na sua estrutura cristalina. Estes
englobam os solvatos, sais e cocristais (Figura 1) que, por sua vez,
também podem apresentar-se na forma de polimorfos (RODRIGUEZ-
SPONG et al., 2004; CHILDS; STAHLY; PARK, 2007; AITIPAMULA
et al., 2012; LIMWIKRANT et al., 2012). Quando ocorre formacédo de
pontes de hidrogénio entre o composto e a 4gua ou outro solvente, estes
podem ser incorporados na estrutura cristalina durante a cristalizacdo
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formando os hidratos e os solvatos, respectivamente. A presenca destas
moléculas de solvente altera o padréo de interacdo farmaco-farmaco e,
desta forma, modifica o arranjo cristalino. Entretanto, solvatos e hidratos
ndo sdo polimorfos no verdadeiro sentido e muitas vezes sdo referidos
como pseudopolimorfos. Da mesma forma, o amorfo ndo deveria, em
teoria, ser descrito como forma polimoérfica uma vez que ndo apresenta
ordem de longo alcance. Porém, pragmaticamente, o FDA e o ICH
classificam hidratos, solvatos e amorfos como polimorfos (KU, 2010).
Neste trabalho, o termo multicomponente sera utilizado para descrever
sais e cocristais.

Figura 1 - Representacdo esquematica para as possiveis formas sélidas de um
farmaco

Polimorfos Amorfo

Farmaco

L @ Molécula de solvente
o’ kL
Byl N
|| Farmaco carregado

o o L :
Il ion reagente

Solvato Sal Cocristal Molécula Neutra

Fonte: Adaptado de Prado (2012).

1.2.1 Habito cristalino

Define-se como habito cristalino a aparéncia externa ou a
morfologia do cristal (FLORENCE; ATTWOOD, 2003; MODI et al.,
2013). Ele € resultante da interagdo de inumeros fatores, além da estrutura
interna, como o grau de satura¢do da solucdo, o tipo de solvente, a
presenca de impurezas, a agitacdo e a temperatura. Estes fatores levam a
inibigdo ou diferentes velocidades de crescimento de determinadas faces
do cristal durante a cristalizagdo (STOICA et al., 2004; DI MARTINO et
al., 2007; MODI et al., 2013). As morfologias comumente encontradas
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incluem formas de agulhas (aciculares), prismaticas, piramidais,
tabulares, plaquetas, colunares ¢ lamelares (DESTRI et al., 2011)

O habito cristalino pode influenciar e modificar caracteristicas
como fluidez, compressibilidade, molhabilidade, densidade, estabilidade
e a taxa de dissolugdo (RASENACK; MULLER, 2002; KERALIYA et
al., 2010; DESTRI et al., 2011; DESTRI et al., 2013).

O efeito que o habito cristalino desempenha sobre a
molhablidade e a taxa de dissolucéo esta relacionado as propriedades de
superficie das faces cristalinas e suas intera¢des intermoleculares com as
moléculas do meio dissolvente (RASENACK; MULLER, 2002; TENHO
etal., 2007). Logo, uma exata compreensao do desempenho farmacéutico
de diferentes habitos cristalinos depende do conhecimento do arranjo
molecular na superficie destes sélidos (MODI et al., 2013). O trabalho de
Modi e colaboradores (2013) envolvendo diferentes habitos cristalinos de
celecoxibe demonstra cinética de dissolugdo significativamente mais
rapida, assim como maior concentracdo plasmatica maxima (Cmax) €
menor tempo de concentragdo plasmatica maxima (Tmax) NOs estudos de
biodisponibilidade oral para os cristais em forma de plaqueta quando
comparados aos aciculares. Este resultado pode ser atribuido a maior
abundancia de superficie hidrofilica na morfologia das plaquetas. Na
literatura encontram-se outros exemplos de solidos com diferentes
habitos cristalinos que apresentam modifica¢des na solubilidade e/ou no
perfil de dissolugdo (BURT; MITCHELL, 1980; TENHO et al., 2007a;
RODOMONTE et al., 2008; KERALIYA etal.; 2010; LYN et al., 2011;
THENGE et al., 2013).

A morfologia cristalina pode impactar na orientacdo da particula
e alterar a distribuicdo aleatoria dos planos cristalinos sobre a superficie
de uma amostra compactada, caracteristica conhecida como “orientacao
preferencial”. Existem relatos de que as propriedades de dissolugdo de
comprimidos altamente orientados podem diferir das propriedades de um
comprimido sem orientacdo, pois a exposi¢do de determinadas faces
cristalinas na superficie ¢ diferenciada (TENHO et al., 2007a; TENHO et
al., 2007b).

Diferencas de morfologia podem ser encontradas em diferentes
polimorfos de um firmaco, mas ndo necessariamente, como ¢ o caso da
prednisona, na qual a forma Il pode existir com habito acicular ou
prismético. Por outro lado, as formas | e VV do mesmo farmaco podem se
apresentar com o mesmo formato de agulhas (TIWARY, 2001; ARAUJO
etal., 2012).

Embora em alguns casos possa nao haver diferengas
significativas na biodisponibilidade de fa&rmacos em diferentes habitos, a
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importancia deve ser considerada sob o ponto de vista tecnol6gico, como
a influéncia na compressdo de comprimidos durante o processo produtivo
e nas propriedades de fluidez do p6 no estado solido. Exemplo importante
é verificado no caso da tolbutamina, a qual pode apresentar-se nas formas
polimérficas A e B. A forma B possui aspecto de placa e causa decapagem
dos comprimidos durante a compressao. Por outro lado, a forma A, que
ndo possui este formato, ndo apresenta problemas durante a etapa de
compressdo (HALEBLIAN, 1975; ARAUJO et al., 2012).

1.2.2 Sais e cocristais

A formacdo de sais € comumente empregada na inddstria
farmacéutica, visto que os farmacos desenvolvidos com estes compostos
podem apresentar vantagens em relagdo ao 4cido ou base livre
correspondente em termos de propriedades fisicas como estabilidade
térmica, cristalinidade, higroscopicidade, taxa de dissolucdo e
solubilidade (BLACK et al., 2007; SERAJUDDIN, 2007).

Os sais sdo formados via transferéncia de prétons entre um acido
e uma base onde ocorre ligacdo eletrostatica entre os ions de cargas
opostas (BERNSTEIN, 2005; BOND, 2012).

O aumento da solubilidade por meio de sais pode ser atribuido
aos efeitos na rede cristalina, entretanto, a quimica em solu¢do demonstra
ser a variavel determinante na solubilidade aquosa de uma série de sais
(BLACK etal., 2007). Stephenson e colaboradores (2011) relataram para
o0 sal mesilato de delviridina um valor de solubilidade de 320 mg/mL,
enquanto a solubilidade intrinseca da base livre ¢ 143 pg/mL em pH 6,0,
0 que resulta em um aumento de mais de 2000 vezes. Ainda, Elder e
colaboradores (2010) relataram que sais mesilatos foram os mais sollveis
de todos os sais de farmacos aminicos selecionados.

Serajuddin (2007) indicou que um maior enfoque na formacdo de
sais estd ocorrendo como resultado do aumento do desenvolvimento de
farmacos pouco sollveis por meio de iniciativas quimicas combinatérias
e de alto rendimento na industria farmacéutica. Muitos trabalhos vém
buscando regras simples para a otimizagdo da sele¢éo de sais e cocristais,
entretanto, ainda ndo ha medidas reportadas na literatura com dados
suficientes para uma analise certa de relacdo estrutura-propriedades
(BLACK et al., 2007). Para muitos compostos cristalinos, a Unica
diferenca entre um sal e um cocristal formado por uma base e um acido é
se a localizacdo da transferéncia do préton esta no acido ou na base. Para
predizer o estado de ionizacdo final das moléculas em um cristal
multicomponente, neste caso estabelecer se haverd formacdo de um sal
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ou cocristal, os valores de constante de ionizacdo acida (pKa) devem ser
considerados (LI et al., 2006). Apesar dos valores de pKa, serem
adequadamente definidos apenas em solugdes sob condigdes de
equilibrio, a formacdo de sal no estado sélido é estabelecida
experimentalmente por ocorrer quando a diferenca de pKa é
suficientemente grande. Utiliza-se comumente como orientagdo a “regra
do trés”, a qual determina a possibilidade de formagdo de um sal quando
a diferenca de pKa entre o acido e a base for maior que trés unidades
(SARMA et al., 2009; BOND, 2012). Porém, alguns autores indicam que
um limite menor deve ser requerido e que esta diferenca de pKa devera
ser de pelo menos duas unidades para obtencdo de sais estaveis
(STAHLY, 2007; CHILDS; STHALY; PARK, 2007). Logo, estas regras
devem ser tratadas com cuidado, visto que o comportamento de
transferéncia de prétons em cristais moleculares é influenciado também
pelo ambiente quimico cristalino e pela temperatura (STEINER et al.,
2001; STAHLY, 2007). Cabe mencionar que compostos ndo ionizaveis
ou compostos com valores de pKa onde a formacdo de sal é bastante
limitada apresentam como uma alternativa atrativa a obtencdo de
cocristais (ELDER et al., 2013).

Existem divergéncias na literatura e muitas discussdes em
andamento sobre a definicdo de cocristais. De acordo com a agéncia
regulatéria Food and Drug Administration (FDA), os cocristais podem
ser classificados como “materiais s6lidos cristalinos compostos por duas
ou mais moléculas na mesma rede e regulados comparavelmente a
produtos intermediarios da producdo” (FDA, 2011). Entretanto, neste
trabalho adotamos a definicdo sugerida por Aitipamula et al. (2012), que
definem cocristais como materiais apresentando uma Unica fase cristalina
formada por dois ou mais compostos moleculares e/ou idnicos (farmaco
+ coformer) interagindo intermolecularmente e que, isolados, sdo sélidos
em condicdes ambientes (25 °C/1 atm) (AAKEROY; FASULO;
DESPER, 2007; SHAN; ZAWOROTKO, 2008; BOND, 2012).

O aumento da solubilidade por meio de cocristais é decorrente
de um rearranjo do empacotamento molecular na rede cristalina, o qual
pode mudar drasticamente a termodindmica do estado sélido. Desta
forma, o aumento da solubilidade ocorre devido a uma maior afinidade
pelo solvente e/ou a diminuicdo da energia da rede cristalina
(MAHESHWARI etal., 2012; WEYNA et al., 2012b; THAKURIA et al.,
2013).

A literatura apresenta diversos exemplos de obtencdo de
cocristais como estratégia para otimizar caracteristicas fisico-quimicas de
farmacos, principalmente com relagdo ao aumento da solubilidade.
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Podem-se citar como exemplos o cloridrato de fluoxetina, a
indometacina, a lamotrigina, a furosemida e a carbamazepina
(REMENAR et al., 2003; CHILDS et al., 2004; CHENEY et al., 2010;
ALHALAWEH etal., 2012; RAUBER, 2013; THAKURIA, 2013). Além
de apresentar a solubilidade aumentada comparada ao sélido amorfo,
essas alteracfes podem promover melhorias na manipulagéo do farmaco,
as quais incluem facilidades na filtracdo, fluxo do p6 e secagem
(REMENAR et al., 2003).

Devido a sua direcionalidade, forca e frequéncia, as ligacfes de
hidrogénio sdo amplamente utilizadas no design de cocristais (ETTER;
FRANKENBACH, 1989; ETTER, 1991; FLEISCHMAN et al., 2003;
TRASK; MOTHERWELL,; JONES, 2005). Assim, muitas vezes, a
selecdo dos coformers para a formacdo de cocristais € feita através da
presenca de grupos funcionais capazes de formar ligacdes de hidrogénio
com o farmaco. De fato, analises no CSD revelam que o modo
predominante de interacdo nos cocristais sdo as ligacdes de hidrogénio
(ETTER; JAHN; DONAHUE, 1986; ETTER, 1990; NANGIA;
DESIRAJU, 1998a; NANGIA; DESIRAJU, 1998b).

Neste sentido, os arranjos dos grupos funcionais que resultam em
uma ou mais ligagdes de hidrogénio sdo chamados synthons de ligacao de
hidrogénio. Synthons formados por interaces entre duas moléculas do
mesmo grupo funcional sdo classificados como homosynthons, enquanto
que as interacOes entre dois grupos funcionais diferentes caracterizam os
heteroshyntons (DESIRAJU, 1995; DESIRAJU, 1997; ALMARSSON;
ZAWOROTKO, 2004) (Figura 2).

Figura 2 — Formag&o de synthons supramoleculares entre acidos e amidas: a)
homosynthon entre dimeros &cido-acido e amida-amida; b) heterosynthon entre
dimeros acido-amida

PE e
o

Fonte: Almarsson; Zawarotko (2004).
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Cabe ressaltar que a presenca de interagdes de hidrogénio
isoladamente ndo indica a formacao de um cocristal. Ainda, as interacdes
do tipo van der Waals, empilhamentos = e a estereoquimica dos
componentes devem ser consideradas durante a selecdo do coformer e o
design do cocristal (NANGIA; DESIRAJU, 1998a; KARKI et al., 2007;
MORAGUES-BARTOLOME; JONES; CRUZ-CABEZA, 2012).

Os coformers de cocristais adequados para uso farmacéutico séo
inimeros e continuam sendo estudados. Entre eles existem mais de
centena de materiais sélidos que se encontram na lista do FDA de
“Geralmente reconhecido como seguro” (GRAS, do inglés Generally
Recognized as Safe), dentre os quais incluem-se aditivos alimentares e
outras substancias bem conhecidas. Ainda, quantidades subterapéuticas
de farmacos eminentemente seguros, como acido acetilsalicilico e
paracetamol, também sdo utilizados como coformers. Na literatura,
alguns coformers se destacam na formagdo de cocristais (Figura 3)
(VISHWESHWAR et al., 2006; FABIAN, 2009; STANTON et al., 2009;
WOUTERS; ROME; QUERE, 2012).
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Figura 3 — Relacédo de alguns dos coformers mais utilizados na formacéo de
cocristais de uso farmacéutico
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Fonte: Adaptado de Wouters; Rome; Quéré (2012).

O numero de publicagdes na area dos cocristais cresceu
significantemente nos Ultimos 20 anos e a possibilidade de uso destas
formas cristalinas na indudstria farmacéutica como aprimoradores das
propriedades fisico-quimicas de farmacos vem sendo discutida
(AITIPAMULA et al., 2012). Ainda, existem alguns medicamentos ja
comercializados como sais que poderiam ser classificados como
cocristais (AITIPAMULA et al., 2012), como é o caso do citrato de
cafeina (KARKI et al., 2007), do Depakote® (valproato de sddio)
(SHERMAN, 2000; PETRUSEVSKI et al., 2008) e do oxalato de
escitalopram.

Além disso, é importante mencionar que como 0s cocristais
permitem a diversificagdo consideravel do nimero de formas cristalinas
existentes de um farmaco, os mesmos sdo passiveis de patente. Isto
porque, 0s cocristais satisfazem os trés critérios de patenteabilidade: a
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novidade, a utilidade e a atividade inventiva e, ainda, podem ser usados
em formulagdes farmacéuticas caso apresentem vantagens terapéuticas
(TRASK, 2007; SHAN e ZAWOROTKO, 2008).

Existem diversas patentes internacionais, na Europa e Estados
Unidos de cocristais compostos por nutracéuticos, anti-inflamatorios ndo
esteroidais, antifingicos, antivirais, antitumorais, dentre outros
(BUCHHOLZ et al, 2009; SEPENDA; STOREY, 2009;
BUSCHMANN; TESSON; FARRAN, 2010; BABU; NANGIA, 2011;
BETHUNE; SCHULTHEISS; HENCK, 2011; SANPHUI et al., 2011,
SCHULTHEISS; ROE; BOERRIGTER, 2011; BAERT et al., 2012;
KRUTHIVENTI et al., 2012; LEUNG et al.,, 2012; SALAMAN;
TESSON, 2012; SEKHON, 2012). No Brasil, ha apenas duas patentes de
cocristais farmacéuticos depositadas no Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual (INPI) e referem-se aos farmacos etravirina e nicotinamida; e
ticagrelor (DANNEMANN et al., 2012; DANNEMANN et al., 2014).

1.3 CRISTALIZACAO E TECNICAS DE PREPARO

A cristalizacdo é um processo amplamente empregado para
produzir uma variedade de materiais na industria farmacéutica e impacta
diretamente nas propriedades do estado sélido, assim como na
estabilidade e desempenho do produto (SHEKUNOV; YORK, 2000).

Embora as reacBes de cristalizacdo ocorram quase sempre
simultaneamente, elas sdo separadas basicamente em duas etapas: a
nucleacdo e o crescimento dos cristais (LINDFORS et al., 2008;
KAWASAKI; TANAKA, 2010). A nucleacdo é o inicio do processo de
cristalizagdo, onde ions, 4&tomos ou moléculas arranjam-se no padréo
caracteristico do solido cristalino, formando um nucleo onde moléculas
adicionais ordenadamente serdo reunidas para o crescimento do cristal.
Em teoria, a nucleagdo é controlada pela competicdo entre o ganho de
energia livre devido a transformacdo liquido-cristal e a perda desta
energia associada a formacé&o da interface liquido-cristalina (LINDFORS
et al., 2008; CHEN et al., 2011). Durante esta etapa, define-se a fase
cristalina formada e o nimero de particulas resultantes final (ERDEMIR;
LEE; MYERSON, 2009; CHEN et al., 2011). O proximo processo da
cristalizacdo é o crescimento dos cristais, que ocorre de camada em
camada com a evolugdo definida pelo empacotamento da célula unitéria.
O processo também é afetado pela presenca de moléculas de solvente e
de aditivos (BHOGALA et al., 2008). Nesta etapa ocorrem 0s processos
de resolucéao quiral e polimérfica e o controle do tamanho e morfologia
da particula (BLAGDEN et al., 2007; CHEN et al., 2011).
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Diversas técnicas sdo utilizadas nos processos de cristalizagdo na
area farmacéutica, sendo mais comuns as reacdes em solugdes liquidas
por evaporacdo ou resfriamento do solvente e adicdo de antissolvente
(BAG; PATNI; REDDY, 2011; GAGNIERE et al., 2011). Porém, outras
técnicas tém surgido com o intuito de diminuir a producdo de residuos
guimicos, melhorar a efetiva capacidade de screening de novas formas
s6lidas e aumentar o controle dos sistemas em desenvolvimento. Dentre
0s Novos processos tecnoldgicos destacam-se 0s métodos de cristalizacao
por reacdo e suspensdo (slurry), a utilizacdo de fluido supercritico, as
reacdes livres de solvente via moagem e aquecimento e a heteronucleagdo
via filmes poliméricos (BAG; PATNI; REDDY, 2011; GAGNIERE et al.,
2011; MALAJ et al, 2011; COX; FERRIS; THALLADI, 2007;
TAKATA et al., 2008; PADRELA et al., 2010; BYSOUTH; BIS; IGO,
2011; CHEN et al., 2011).

A cristalizagdo por evaporacao lenta do solvente é uma técnica
tradicionalmente utilizada para obtencdo de monocristais. Esta consiste
no preparo de solugdes saturadas do farmaco seguidas de filtracdo ou ndo
para remocgdo de impurezas, e finalmente, repouso por periodo variavel,
normalmente dias a semanas, até o crescimento dos cristais. A
cristalizacdo ocorre em funcdo da supersaturacdo da solugcdo que é
atingida pela evaporagdo do solvente. A taxa de evaporagdo pode ser
controlada através da variagdo de temperatura ou da vedagéo parcial ou
completa do recipiente (GULLORY, 1999). Monocristais de tamanhos
suficientes para serem analisados sdo frequentemente obtidos por esta
técnica (RIVERA et al., 2000; CUFFINI et al., 2007; PALUCH et al.,
2011).

Materiais monocristalinos também tém sido obtidos com sucesso
através da técnica de cristalizacdo em gel (DHANARAJ et al., 2010;
CHOQUESILLO-LAZARTE; GARCIA-RUIZ, 2011). Neste método, os
compostos difundem através de um meio geleificado inativo onde ha a
menor densidade de nucleacdo, o que favorece a formagdo de cristais
maiores, de boa qualidade e isolados distribuidos espacialmente
(DHANARAJ et al., 2010). A cristalizacdo em gel permite o controle
efetivo sobre fatores como densidade, concentracdo e pH do meio e
apresenta-se como um método simples e adequado para obtencdo de
monocristais de sais, compostos de pequenas moléculas e
macromoléculas (GARCIA-RUIZ et al, 1998; CHOQUESILLO-
LAZARTE; GARCIA-RUIZ, 2011) e ainda, demonstra-se ideal para os
sistemas cocristalinos.

A técnica de moagem assistida (LAG, do inglés Liquid Assisted
Grinding) tem sido amplamente empregada em estudos de screening de
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cocristais demonstrando-se muito promissora (SHAN; TODA; JONES;
2002; TRASK; MOTHERWELL; JONES, 2004; WEYNA et al., 2009;
QIAO et al., 2011). Na LAG, farmaco e coformer sdo misturados em
guantidades estequiométricas seguido por adicdo de pequenas
guantidades de solvente as quais sdo submetidas a moagem, podendo esta
ser manual, com auxilio de gral e pistilo, ou mecanica em moinho de bolas
ou vibratério. A grande eficiéncia desta técnica consiste em efeitos
cinéticos de incremento da taxa de reagdo na presenga de liquido. A
natureza dos solventes utilizados na LAG pode ter efeito impactante no
processo da reacdo mecanoquimica que esta relacionado com as
interacBes soluto-solvente em nivel molecular e seus efeitos sobre a
nucleagdo e o crescimento cristalino (QIAO et al., 2011).

Outra técnica de grande visibilidade no screening de cocristais
farmacéuticos é a cristalizagdo por suspensdo (slurry). Nela, farmaco e
coformer sdo suspensos em solvente pré-determinado e deixados sob
agitacdo durante certo tempo. Esta abordagem é baseada no equilibrio
quimico entre os reagentes formadores e o cocristal em suspenséao e por
apresentar a mesma base da técnica seguinte esta mais detalhada adiante
(BUCAR et al., 2010). A rapida obtencdo de diversos cocristais através
da cristalizagdo por slurry demonstra a viabilidade e a praticidade desta
técnica (TAKATA et al., 2008; KOJIMA et al.; 2010).

Ainda dentro das técnicas de cristalizacdo em solugdo, a
cristalizacdo por reacdo também se destaca no screening de cocristais e
diferencia-se das anteriores principalmente por tratar-se de uma condi¢do
ndo estequiométrica. Esta técnica estd fundamentada em consideraces de
equilibrio e comportamento de solubilidade do cocristal (RODRIGUEZ-
HORNEDO et al., 2006). Considerando-se a reagao de equilibrio para um
cocristal binario A:B dissociando-se em solu¢do em A e B de acordo com
a equacao 3:

Aa:Bbsélido = aAsolu(;éo + stolu(;éo (3)

Em que, A:B representa o cocristal, A o farmaco, B o coformer e os
subscritos referem-se ao nimero de moléculas estequiométricas de A e B
no cocristal. A constante de equilibrio para esta reacdo é dada pela
equacdo 4:

K, = 4%’ (4)

eq aa.B
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e € proporcional aos produtos de atividade termodindmicos dos
componentes do cocristal. Se a atividade do solido é igual a 1 ou
constante, a solubilidade do cocristal pode ser descrita através do produto
de solubilidade (Ksp) (Equacéo 5):

Ksp = aAaaBb ~ [A]a[B]b Q)

Em que [A] e [B] sdo as concentra¢fes molares de cada componente do
cocristal em equilibrio enquanto a atividade dos coeficientes for unidade
(RODRIGUEZ-HORNEDO et al., 2006).

Com base neste comportamento, através da adicdo de excessos
de suas estequiometrias de farmaco ou coformer a solucdo ocorre
diminuicdo da solubilidade do cocristal, gerando supersaturacdo da
solucdo e, finalmente, a nucleagdo e a cristalizagdo do complexo
molecular (RODRIGUEZ-HORNEDO et al., 2006; CHILDS et al.,
2008).

O diagrama de solubilidade de fase do cocristal (Figura 4) em
gue este método é baseado demonstra condi¢des de insaturagio, saturacéo
e supersaturacdo com relagdo ao cocristal e/ou as fases Unicas cristalinas.
Enquanto a cristalizacdo ocorre em condic¢Bes supersaturadas, ocorrera
dissolucdo em condicBes de insaturacdo. O dominio | é supersaturado
com relacdo ao reagente A (fa&rmaco) mas insaturado com respeito ao
cocristal (AB). Ambos A e AB estdo supersaturados no dominio Il mas
insaturados no dominio Ill. Por fim, o dominio IV é supersaturado com
relacdo a AB mas insaturado em respeito a A. Este grafico também
representa as regides de estabilidade termodindmica onde as formas
cristalinas tendem a dissolver-se ou tém o potencial de cristalizarem-se
(NEHM et al., 2006; RODRIGUEZ-HORNEDO et al., 2006; GOOD;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009).

Portanto, a supersaturacdo com relagdo unicamente ao cocristal
pode ser gerada preparando-se solugdes dos reagentes A e B de tal modo
gue as concentragdes se encontrem na regido 1V. Esta condigdo pode ser
alcancada através da mistura de solucbes onde o0s reagentes estdo
dissolvidos ou dissolvendo-se o(s) reagente(s) solido(s) A e/ou B no
solvente puro ou em solugdes dos reagentes. As fases sdlidas A e B podem
entdo transformar-se em cocristal (AB) através de reacdo mediada em
solucdo. Enquanto o cocristal AB é formado, ele consome A e B da
solucdo e mais reagentes dissolvem-se até que o processo atinja o estado
de equilibrio determinado pela curva de solubilidade do cocristal (NEHM
et al., 2006; RODRIGUEZ-HORNEDO et al., 2006).
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Figura 4 — Diagrama de solubilidade de fase para um cristal A e cocristal AB

Solubilidade de A

v

[Al;

Solubilidade de AB

[Bl+
Fonte: Adaptado de Nehm et al. (2006).

1.4 CLORIDRATO DE TERBINAFINA

O cloridrato de terbinafina (TBF) &€ um potente agente
antifungico da classe das alilaminas recomendado para infec¢des flngicas
superficiais de pele e unhas, uma vez que possui um amplo espectro de
acdo contra leveduras, fungos dimorficos e dermatéfitos (PETRANYI;
RYDER; STUTZ, 1984; STUTZ; PETRANYI, 1984; STUTZ, 1987;
GUPTA; SHEAR; VILLARS; MARSOLAIS, 1992; ALBERTI et al.,
2001a). O seu mecanismo de acdo envolve a inibicdo irreversivel da
enzima esqualeno epoxidase na biossintese do ergosterol fungico,
promovendo a acumulacdo intracelular de esqualeno, que por sua vez,
compromete a integridade da parede celular (RYDER, 1992; ALBERTI
etal., 2001a).

O TBF é extremamente efetivo no tratamento de infecgdes
dermatofilicas de pele, produzindo aproximadamente 90 % de cura
micoldgica em pacientes com Tinea corporis/pruris e Tinea pedis, com
cura clinica em cerca de 80 % dos casos (BALFOUR; FAULDS, 1992;
FROMTLING, 1992; ABDEL-RAHMAN; NAHATA, 1997; RYDER;
FAVRE, 1997; McCLELLAN et al., 1999).

Aproximadamente 70 a 80 % da administracdo oral é absorvida
no trato gastrointestinal (KOVARICK et al., 1992; KORTING et al.,
1995). A dose oral Unica de 250 mg produz pico de Cmax de 0,86 a 1,34
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mg/L, duas horas (Tmax) ap6s a administracdo (McCLELLAN et al.,
1999). O TBF ¢é extensivamente distribuido para tecido e fluidos
corporais, incluindo leite materno, ap6s administracdo oral. Por ser um
farmaco altamente lipofilico e queratofilico (log P 3,3), o TBF &
distribuido no tecido adiposo, derme, epiderme e unhas (KOVARICK et
al., 1995; GUPTA; SHEAR, 1997; ALBERTI et al., 2001b;
TANRIVERDI; OZER, 2013). Devido as suas caracteristicas lipofilicas,
liga-se fortemente e de maneira ndo especifica as proteinas plasmaticas
(BALFOUR; FAULDS, 1992).

O farmaco absorvido €é rapidamente metabolizado no figado e
sofre extensa biotransformacéo através de N-desmetilagdo e oxidacdo do
grupo butil (ZEHENDER et al., 1995). A meia-vida de eliminacdo do
TBF varia de 16 a 26 horas ap6s administracdo oral de 250 mg
(McCLELLAN et al., 1999).

O TBF foi desenvolvido em 1983 pelo laboratério Sandoz,
tornando-se comercialmente disponivel na forma de creme no ano de
1991. A forma oral foi aprovada nos Estados Unidos no ano de 1996 e
ficou disponivel no mercado somente como medicamento referéncia
Lamisil® (Novartis Pharmaceuticals) até dezembro de 2006, quando sua
patente expirou (SAKAI et al., 2011).

No Brasil, o TBF é comercializado na forma de comprimidos e
capsulas contendo 125 e 250 mg do farmaco bem como na forma de
cremes (10 mg/g) e sprays de solug¢bes (10 mg/mL).

Quimicamente chamado de cloridrato de (E)-N-(6,6-dimetil-2-
hepten-4-inil)-N-metil-1-naftalenometilamina, o TBF é um p6 branco ou
quase branco, muito ligeiramente ou ligeiramente solivel em 4agua,
facilmente sollvel em etanol anidro e em metanol e levemente sollvel em
acetona. Apresenta faixa de fusdo entre 204 e 208 °C (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2009). As informaces sobre a sua classificagdo no
SCB sdo divergentes, sendo encontradas na literatura como classe | e 1l
(TUBIC-GROZDANIS; BOLGER; LANGGUTH, 2008; JAIN et al.,
2011). Considerando a sua solubilidade em agua classificada como
ligeiramente soltvel (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009), assumimos
neste trabalho o TBF como pertencente a classe Il do SCB.

Como se verifica na Figura 5, a molécula apresenta um anel
naftaleno substituido com cadeia lateral amina insaturada e grupo
terminal t-butil. O grupamento amina fornece & molécula carater basico e
a mesma apresenta pKa 7,1 (ALBERTI et al., 2001a; TANRIVERDI;
OZER, 2013).
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Figura 5 — Estrutura quimica do cloridrato de terbinafina
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A configuragdo trans da ligacdo dupla é uma importante
modificacdo estrutural uma vez que aumenta a atividade antiflngica,
particularmente ap6s administracdo oral. O correspondente isdbmero cis
apresenta atividade significativamente menor. O grupo t-butilacetileno do
TBF é responsavel por aumento de 10 a 100 vezes na atividade in vitro e
eficacia oral em relagdo a naftifina (STUTZ; PETRANI, 1984; STUTZ,
1987).

A baixa solubilidade em 4gua do TBF é motivo de varios estudos
gue visam contornar esta limitacao através de diferentes estratégias como
a utilizagdo de dispersoes solidas (KUMAR et al., 2008a; KUMAR et al.,
2008b; AGGARWAL; JINDAL, 2014), a formacdo de complexos com
ciclodextrinas (UZQUEDA et al., 2010) e o desenvolvimento de
nanoparticulas lipidicas sélidas (VAGHASIYA; KUMAR; SAWANT,
2013).

Embora o polimorfismo seja um fendmeno muito comum em
farmacos, ndo ha relatos sobre o polimorfismo ou solvatos do TBF
publicados na literatura. Em alguns casos, a inexisténcia de polimorfismo
pode ser uma vantagem, uma vez que nenhuma transformacdo de fase
ocorre, 0 que poderia afetar algumas etapas do desenvolvimento
farmacéutico ou o desempenho do medicamento (BRITTAIN, 2002;
ZHANG et al., 2004).

Entretanto, sdo escassas na literatura informacGes sobre as
caracteristicas do estado sdlido do TBF. Com relagdo as propriedades
cristalograficas, o banco de dados da Cambridge, (CSD, do inglés
Cambridge Structural Database) apresenta apenas uma estrutura
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cristalina depositada em 2002 por Tedesco, Giron e Pfeffer (TEDESCO;
GIRON; PFEFFER, 2002) com dados obtidos através de difracdo de raios
X a partir de fontes de radiacdo sincrotron. Estes autores identificaram os
parametros de célula e grupo espacial, porém ndo foram relatadas
coordenadas posicionais atdbmicas.

1.5 CARVEDILOL

O carvedilol (CAR) é um agente anti-hipertensivo de terceira
geracdo que apresenta maltiplas a¢des no sistema cardiovascular. Este
farmaco exibe propriedades B-bloqueadoras ndo seletivas e propriedades
vasodilatadoras atribuidas ao bloqueio a-adrenérgico. Devido ao blogueio
dos receptores P-adrenérgicos, o CAR suprime o sistema renina-
angiotensina-aldosterona e o bloqueio dos receptores ai-adrenérgicos
resulta na reducdo da resisténcia vascular periférica por vasodilatacdo
(ROBERT; RUFFOLO; FEUERSTEIN, 1997).

O CAR ¢ o tinico B-bloqueador que apresenta o grupo carbazol
em sua estrutura. A este grupo atribui-se a sua atividade antioxidante
responsavel pela cardioprotecdo, capaz de reduzir a mortalidade e
morbidade dos pacientes (YUE; RUFFOLO; FEUERSTEIN, 1999).
Devido as suas propriedades, o CAR é utilizado no tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva, da angina do peito e da hipertensdo
arterial (BRISTOW et al., 2003). A aprovacdo do CAR para uso no Brasil
ocorreu em 1999 e em 2001 o FDA aprovou o uso do farmaco para o
tratamento da insuficiéncia cardiaca grave, sendo o tnico B-bloqueador
indicado para o0 aumento da sobrevida em pacientes com insuficiéncia
cardiaca leve, moderada e grave (GSK, 2007). No Brasil, o CAR é
comercializado sob forma de comprimidos de 3,125; 6,25; 12,5 e 25 mg
e capsulas manipuladas em farmacias magistrais.

Ap6s administracdo oral, o CAR ¢é rapidamente absorvido,
atingindo a concentrago sérica maxima em aproximadamente 1 hora. E
um farmaco altamente lipofilico e cerca de 98 % do mesmo liga-se as
proteinas plasmaticas. O CAR ¢é extensamente metabolizado no figado,
principalmente por reac6es de glucuronidagdo, a diversos metabolitos que
sdo eliminados principalmente pela bile. O efeito de primeira passagem
apos administracdo oral é estereosseletivo. A biodisponibilidade oral do
R-CAR é duas vezes maior que para 0 S-CAR, 30 % para o primeiro e 15
% para segundo, sendo a biodisponibilidade absoluta de 25 %
(RUFFOLO et al.,, 1990; GEHR et al., 1999). A desmetilacdo e a
hidroxilagéo do anel fendlico produzem trés metabdlitos com atividade [3-
blogueadora, os quais possuem atividade vasodilatadora fraca. Além
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disso, dois metabdlitos do CAR sdo antioxidantes 30 a 80 vezes mais
potentes que o proprio CAR (RUFFOLO et al., 1990).

Apresentando formula molecular Cz4H26N204, massa molar de
406,5 g/mol e estrutura quimica conforme ilustrado na Figura 6, o CAR
apresenta-se fisicamente como um pé cristalino branco ou quase branco,
praticamente insolivel em 4&gua, ligeiramente sollivel em alcool e
praticamente insoldvel em  4cidos  diluidos  (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2009). Ainda, trata-se de uma base fraca, com
valores de pKa encontrados na literatura entre 7,6 e 8,2 e solubilidade
dependente do pH (CARON et al., 1999; MARQUES et al., 2002;
SHEWALE et al., 2008; BEATTIE; PHADKE; NOVAKOQOVIC, 2013). O
CAR tem sua solubilidade aumentada em pH baixo devido a protonagdo
gue ocorre na amina secundaria presente na cadeia central (MARQUES
etal., 2002; LOFTSSON et al., 2008). A matéria-prima é comercializada
na forma de racemato; os enantidmeros do CAR apresentam atividade
semelhante sobre os receptores ai-adrenérgicos, porém o bloqueio B-
adrenérgico ¢ atribuido ao S-enantidmero (GEHR et al., 1999).

Figura 6 — Estrutura quimica do carvedilol.
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Como se observa na Figura 6, a molécula apresenta um grupo
carbazol ligado ao grupo metoxifenoxi por uma cadeia central. Para a
estabilizacdo do empacotamento cristalino, a hidroxila e a amina da
cadeia central, o grupo amino do carbazol e ainda, 0s oxigénios da cadeia
central e do grupo metofenoxi possibilitam a ocorréncia de ligacdes de
hidrogénio importantes no que se refere a interagdes farmaco-farmaco e
farmaco-excipiente (PRADO et al., 2014).

O CAR exibe polimorfismo, podendo apresentar-se em
diferentes formas cristalinas. Na nomenclatura utilizada nas patentes
encontram-se variagdes entre as denominagdes para uma mesma forma
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cristalina e a literatura contém poucos dados de caracterizacdo das
estruturas cristalinas do CAR. Dentre as formas descritas em patentes
internacionais existem trés polimorfos, um hidrato e quatro solvatos
(ERHARD; PETER, 1999; REINHOLZ; BEYER, 1999; HILDESHEIM
et al., 2002; CHEN; GALOP; OH, 2004; RAMANJANEYULU et al.,
2004; KUMAR; RAO; KISHORE, 2004; CHEN, LAMEY; OH, 2006;
BUBENDOREF et al., 2006; LIFSHITZ; WIZEL, 2006; KOR-SADE;
WIZEL, 20009).

No CSD estdo depositadas duas estruturas, uma delas empacota-
se em um grupo espacial centrossimétrico P21/c com quatro moléculas na
célula unitaria (CHEN et al., 1998) e a outra forma também cristaliza no
sistema cristalino monoclinico e grupo espacial P2i/c com quatro
moléculas na célula unitaria (YATHIRAJAN et al., 2007). Estas formas
diferem em suas conformacGes moleculares e em seus parametros de rede.
Além destas estruturas, a literatura apresenta um hemidrato de CAR que
cristaliza como racemato em grupo espacial P2:1/n com duas moléculas
independentes do farmaco e uma molécula de 4gua na unidade assimétrica
(DIAZ etel., 2011). Recentemente, uma nova estrutura cristalina do CAR
foi elucidada e também empacota-se em grupo espacial P2;/c (PRADO et
al, 2014).

As formas cristalinas | (CHEN et al., 1998), Il (YATHIRAJAN
et al., 2007), Il (PRADO et al, 2014) e hidrato (DIAZ et el., 2011) do
CAR tratam-se de misturas racémicas (grupo espacial centrossimétrico).
As formas |, 1l e Il apresentam dois pares de enatiomorfos na célula
unitaria. O hidrato apresenta quatro pares de enantiomorfos na célula
unitaria, sendo dois pares formados pela molécula 1 e dois pela molécula
2 (PRADO, 2012).

A principal diferenca entre as formas cristalinas do CAR reside
na conformacdo molecular. As imagens da superposicdo das moléculas
das formas cristalinas I, Il, Il e hidrato do CAR expdem variagdes
conformacionais relacionadas principalmente as diferentes orientagGes do
grupo carbazol-4-iloxi (Figura 7). Observam-se também diferencas nas
orientacbes do grupo metoxifenoxi ligado do lado oposto da cadeia
alifatica central (PRADO, 2014).
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Figura 7 — Superposicdo dos enantiomorfos S presentes nas formas cristalinas do
CAR. Forma | (vermelho), forma Il (amarelo), forma Il (verde), molécula 1 do
hidrato (azul claro), molécula 2 do hidrato (azul). Os hidrogénios nao foram
mostrados para melhor visualizacéo.

Adaptado de PRADO, 2014.

Neste ambito, o B-bloqueador CAR, farmaco eficaz no
tratamento de distlrbios cardiovasculares, apresenta-se como um
candidato em potencial ao desenvolvimento de  cristais
multicomponentes, uma vez que apresenta reduzida biodisponibilidade e
baixissima solubilidade em agua, sendo caracterizado como classe Il no
SCB (STROE; GHEORGHIADE, 2004; WU; BENET, 2005;
SWEETMAN, 2009).

1.6 NEVIRAPINA

O antirretroviral nevirapina (NVP), pertencente & classe das
dipiridodiazepinonas, é um inibidor ndo-nucleosideo da transcriptase
reversa (INNTR) utilizado em terapias combinadas para o tratamento da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) causada por infeccéo
pelo virus HIV-1 (GROB et al., 1992; GOODMAN, GILMAN, 2008).
Ainda, é recomendada na profilaxia da transmissao vertical do HIV e na
terapia antirretroviral em gestantes (BRASIL, 2003). Encontra-se
disponivel comercialmente sob a forma de comprimidos de 200 mg e em
suspensdo oral contendo 10 mg/mL de NVP na forma hemidrato.
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O mecanismo de agdo dos INNTR envolve a inibicdo néo
competitiva através da ligagdo a um sitio alostérico da enzima. Como
resultado desta interacdo, o sitio ativo responsavel pela formacéao da dupla
hélice de DNA tem sua mobilidade e flexibilidade reduzidas levando a
uma dréstica reducdo da eficiéncia da enzima (GROB et al., 1992;
HANNONGBUA; PRASITHICHOKEKUL; PUNGPO,  2001;
GOODMAN, GILMAN, 2008; SHEN et al., 2003).

A NVP, quimicamente chamada como 11-ciclopropil-5,11-
dihidro-4-metil-6H-dipirido[3,2-b:2",3°][1,4]diazepin-6-0na, & uma base
fraca, com pKa 2,8 e que consequentemente, possui solubilidade
aumentada em solucdes &cidas (com valores de pH menores que 3)
(PEREIRA et al., 2007). Apresenta formula molecular C1sH14N40, massa
molar de 266,3 g/mol e estrutura quimica conforme apresentado na Figura
8. Fisicamente, a NVP é um pé cristalino branco ou quase branco,
praticamente insolivel em dgua, moderadamente ou ligeiramente soltvel
em diclorometano e ligeiramente sollvel em metanol (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2009; USP, 2011).

Figura 8 — Estrutura quimica da nevirapina.
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Fonte: Adaptado de Raju; Burton; Hillier (2010).
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Como apresentado na Figura 9, a molécula possui dois anéis
piridinicos (um deles substituido com uma metila no C4) ligados entre si
por um grupo hidrofilico central, diazepin-6-ona, ao qual encontra-se
ligado o radical ciclopropil através do N11. A estrutura adota uma
conformacdo em “ borboleta” essencial para sua ligacdo no sitio
enzimatico (HANNONGBUA; PRASITHICHOKEKUL; PUNGPO,
2001; CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008).

Embora a NVP pareca ser bem absorvida por via oral, em doses
mais altas a sua biodisponibilidade é baixa e variavel. Observou-se que a
administracdo Unica de 400 mg/dia substituindo a terapéutica
convencional de 200 mg duas vezes ao dia resultou em perfis de
biodisponibilidade variavel. Este fato € atribuido a sua baixa solubilidade
e absor¢do limitada pela taxa de dissolu¢do (KAPPELHOFF et al., 2005).

No CSD ¢ possivel encontrar diversas estruturas cristalinas
contendo NVP, dentre elas a estrutura anidra (MUI et al., 1992; CAIRA
et al., 2008), o hemidrato (PEREIRA et al., 2007; CAIRA et al., 2008),
0s solvatos de 1-hexanol, 1-heptenol, 1-octanol, 1-butanol, etanol
(STIEGER et al., 2010), n-butanol (SILVA et al., 2008), acetato de etila
(PEREIRA et al., 2007; CAIRA et al., 2008) diclorometano, tolueno e 1,4
dioxano (CAIRA et al., 2008) e ainda, cocristais com os coformers acido
glutérico, &cido maleico, sacarina, &cido salicilico e &cido tartérico
(CAIRA et al., 2012).
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1 INTRODUCAO

O conhecimento das propriedades do estado sélido é de
fundamental importancia e relevancia na area farmacéutica uma vez que
estas propriedades tém um impacto profundo sobre a solubilidade,
biodisponibilidade e estabilidade quimica dos farmacos (HUANG;
TONG, 2004; CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011; SORRENTI et
al., 2012).

Como mencionado anteriormente, a estrutura e o habito
cristalinos exercem importante influéncia nas propriedades fisico-
guimicas de farmacos e, portanto, devem ser conhecidos e monitorados
(BRITTAIN, 2009; SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009; LU; LI; JIANG,
2010; CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011). Ainda, a elucidacao da
estrutura cristalina de farmacos possibilita a avaliacdo direta do
empacotamento e conformacdo das moléculas, bem como o
conhecimento das interacBes intra e intermoleculares (BYRN;
PFEIFFER; STOWELL, 1999; NANGIA, 2008; BRITTAIN, 2009;
CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011).

Inicialmente, a ideia deste capitulo consistia em um screening de
polimorfismo do cloridrato de terbinafina (TBF), uma vez que até o
momento ndo existem relatos de novas estruturas deste farmaco
disponiveis na literatura. Entretanto, apesar de diversas técnicas de
recristalizacdo e diferentes solventes terem sido investigados, nenhum
polimorfo foi encontrado para o TBF. Porém, considerou-se a
possibilidade de um novo habito cristalino a partir da mesma estrutura
interna. Desta forma, um dos objetivos deste capitulo situou-se em obter
e avaliar o impacto de nova morfologia de cristais nas caracteristicas
fisico-quimicas do TBF.

Além disso, o Unico relato de determinacéo da estrutura cristalina
do farmaco consistia em uma resolucéo através de difracdo de raios X a
partir de fontes de radiacéo sincrotron (TEDESCO; GIRON; PFEFFER,
2002) com informacOes incompletas. Logo, objetivou-se também a
obtencdo de um monocristal de TBF que possibilitasse sua completa
elucidacdo estrutural pela técnica de difracdo de raios X de monocristal
(DRXMC).

Cabe mencionar que os resultados deste capitulo ja se encontram
publicados no periédico Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, sendo o manuscrito intitulado Single crystal structure, solid
state characterization and dissolution rate of terbinafine hydrochloride
(ANEXO A).
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2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

A matéria-prima de TBF (TBFm) foi obtida de Zheijiang East-
Asia Pharmaceutical, lote DC-0107-09122001. Todos 0s outros materiais
e solventes utilizados apresentam grau analitico.

2.2 METODOS
2.2.1 Obtencao do novo habito cristalino de TBF

Um novo hébito cristalino de TBF, denominado como TBFa, foi
obtido através da técnica de evaporagdo lenta de solvente. Uma solucdo
saturada de TBF em acetato de etila foi matida em temperatura ambiente
e protegida da luz. Sob estas condi¢des, uma amostra de habito acicular
foi observada, sendo a mesma caracterizada por meio de microscopia
Optica, como descrito no topico 2.2.2.5.

2.2.2 Caracterizacéo em estado solido do TBF

2.2.2.1 Difragdo de raios X de monocristal (DRXM) e difracdo de raios
X de p6 (DRXP)

Monocristais de TBF foram obtidos em solucéo hidroalco6lica
(etanol:agua, 50:50, v/v), por meio de evaporacdo lenta de solvente a 8
°C. Nestas condigdes obteve-se um cristal incolor de habito cristalino
tabular (TBFt) e dimensdes de 0,50 mm x 0,40 mm x 0,13 mm, adequado
para as analises em difratbmetro de raios X de monocristal. O cristal foi
posicionado em fibra de vidro e as medidas foram realizadas em
difratbmetro de monocristal Enraf-Nonius CAD-4, utilizando fonte de
molibdénio, acoplada a um monocromador de grafite (Ko = 0,71073 A),
na temperatura de 20 °C. As dimensfes da célula unitaria foram
adquiridas por meio de ajuste por minimos quadrados dos valores 26 de
25 reflexdes de maior ordem. A estrutura foi resolvida por métodos
diretos e refinada aplicando o método dos minimos quadrados utilizando
matriz completa através dos softwares SIR97 (ALTOMARE et al., 1999)
e SHELXL97 (SHELDRICK, 1997), respectivamente. A figura da
estrutura molecular foi realizada utilizando o programa PLATON (SPEK,
2009).
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Os demais atomos além do hidrogénio foram refinados com
parametros de deslocamento anisotropico. Os atomos de hidrogénio
foram posicionados em suas posicoes idealizadas com distancias de 0,93
A para C-Ha, de 0,97 A para C-H, e de 0,96 A para grupos C-Hs. Os
valores de Uis, para os atomos de hidrogénio foram fixados em 1,2 vezes
(para compostos arométicos e metileno) e em 1,5 vezes (para metil) 0 Ueq
do a4tomo carreador (C).

Os padrbes de difracdo de raios X de pd das amostras foram
obtidos em um difratbmetro 6- (Xpert Pro, PanAlytical), com uma
radiagdio de cobre Ka (A = 1,5418 A), operando em uma corrente de 40
mA e voltagem de 45 kV, equipado com rotacionador de amostra e
detector do tipo Real Time Multiple Strip (RTMS). As medidas foram
realizadas em temperatura ambiente, sob auséncia de luz, por meio de
varredura angular a 26 na faixa de 4° a 50°, com step angular de 0,016° e
step de tempo de 20 segundos.

2.2.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e andlise
termogravimétrica (TG)

As curvas (DSC, do inglés Differential scanning calorimetry)
contendo aproximadamente 1,5 mg das amostras foram obtidas em
triplicata em célula Shimadzu DSC-60, com sensibilidade de + 0,1 °C,
utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente fechados (modelo 201-
53090). A faixa de temperatura analisada foi de 40 a 250 °C, a uma taxa
de aquecimento de 10 °C/min e sob atmosfera dindmica de N2 de 50
mL/min. A célula de DSC foi previamente calibrada com indio e zinco.

As curvas TG das matérias-primas foram obtidas em
termobalanca Shimadzu TGA-50, utilizando cadinho de platina aberto.
Aproximadamente 3 mg de amostras foram analisadas na faixa de 30 a
300 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min e sob atmosfera
dindmica de N2 de 50 mL/min. O equipamento foi previamente calibrado
com um padrao de oxalato de calcio, com pureza determinada de 99,99%.

Os dados térmicos obtidos foram processados em software TA-
60.

2.2.2.3 Espectroscopias vibracionais Raman e na regido do infravermelho
(v)

Os experimentos Raman foram realizados em equipamento
PeakSeeker 785 (RAM-PRO-785), operando com laser diodo de 785 nm
e voltagem de 300 mW na fonte. A radiagdo Raman coletada foi dispersa
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e focada em dispositivo Peltier refrigerado dotado de uma camera de
dispositivo de carga acoplada (CCD), o qual permitiu a obtencdo de uma
resolucdo espectral de 6 cm™. O laser foi focado na amostra através de
lentes objetivas com aumento de 4x, gerando um campo de anélise de 2
um de didmetro. Todos os espectros foram registrados na janela espectral
de 200 a 1800 cm'%, com 0 mesmo tempo de aquisicdo (30 s). As amostras
foram analisadas em laminas de vidro, em temperatura ambiente.

Os espectros IV foram obtidos em equipamento Shimadzu (FTIR
Prestige), em uma faixa espectral de 4000 a 400 cm, com uma média de
20 varreduras em resolucdo espectral de 4 cm?. Cada amostra foi
preparada misturando-se 2 % (m/m) em brometo de potassio (KBr).

2.2.2.4 Ressonancia magnética nuclear em estado sélido (RMNes)

Espectros de carbono (*3C) de alta resolucdo referentes ao TBF
foram adquiridos pela técnica de CP/MAS (polarizacdo cruzada com
rotacdo em torno do angulo magico) com desacoplamento de prétons
durante a aquisigdo. Os experimentos de RMNes foram realizados a
temperatura ambiente em espectrometro Bruker Avance Il operando a
300,13 MHz para proétons e equipado com sonda MAS de 4 mm. A
frequéncia de operacéo para carbonos foi de 75,46 MHz. Adamantano foi
utilizado como uma referéncia externa para os espectros °C e para
alcancar a condi¢do de Harmann-Hahn nos experimentos de polarizacéo
cruzada (CP). A taxa de rotagdo foi de 10 kHz. O ndmero de transientes
foi fixado em 384 de maneira a obter uma adequada proporcdo de
sinal/ruido. O tempo de reciclagem foi de 10 segundos e o0 tempo de
contato durante a polarizagéo cruzada foi de 20 ms. A sequéncia SPINAL
64 foi utilizada para desacoplamento durante a aquisigdo com um campo
de prétons Hin satisfazendo win/21 = yuln/2n = 78,2 kHz. O espectro de
carbono quarternario foi adquirido por supressdo de carbonos ndo
quaternarios (NQS), no qual os campos de radio-frequéncia de *H e 13C
foram removidos por 60 ps antes da polarizacdo cruzada e depois da
aquisicdo. Este atraso permite o decaimento da magnetizagéo do carbono
devido ao acoplamento bipolar *H-3C, resultando em espectros CH e CH;
sdo substancialmente removidos. Este experimento permite, portanto, a
identificacdo dos sinais de carbono quaternario e grupos metila.
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2.2.2.5 Microscopia optica (MO) e microscopia eletrnica de varredura
(MEV)

As analises em microscopio eletrénico de varredura foram
realizadas em equipamento JEOL JSM-6390LV, com campo de emissado
sob pressdo variavel, sob as seguintes condi¢des: resolucdo de 3 nm a 30
kV, voltagem de aceleracdo de 5 kV, fase de 300 a 330 nm
(Compucentric) e detec¢do por elétrons secundarios. As amostras foram
posicionadas em stubs de aluminio e revestidas a vacuo com ouro
previamente a analise.

As fotografias em microscépio Optico foram tiradas em
axiofotomicroscépio Carl Zeiss equipado com iluminador Carl Zeiss
HBO050, em aumento de 10 vezes. As imagens foram capturadas com
camera digital Carl Zeiss Axiocam.

2.2.2.6 Velocidade de dissolucdo intrinseca (VDI)

A VDI foi avaliada em triplicata utilizando aparato de disco
rotativo em dissolutor Varian (VK 7000), de acordo com as
especificacdes da Farmacopeia Americana (USP, 2011).

Aproximadamente 100 mg das amostras foram comprimidas em
prensa hidraulica (ASTA) a 12.000 psi, por 1 min, em uma matriz
contendo disco de 8 mm de diametro e area superficial de 0,5 cm?. O
aparato contendo a pastilha comprimida foi primeiramente levado a estufa
a 40 °C por 15 minutos, visando remover possiveis moléculas de agua
adsorvidas. Posteriormente, as amostras foram levadas a dissolucéo
intrinseca, sendo rotacionadas a 75 rpm em 250 mL de HCI 0,001 M (pH
3) previamente desaerado, e mantidas a temperatura de 37 £ 0,5 °C.
Aliquotas de 4 mL foram retiradas (com reposi¢do imediata de mesmo
meio e volume) em intervalos pré-definidos de tempo (5, 10, 15, 20, 30,
40, 50 e 60 min) e filtradas através de papeis filtro de tamanho de poro de
28 um imediatamente antes das leituras em espectrofotdmetro na regido
do ultravioleta (UV) (Varian UV/Vis CARY), a 223 nm, em cubeta de
quartzo de caminho 6ptico de 0,5 cm. As leituras foram zeradas com HCI
0,001 M (pH 3) e o célculo do teor de dissolugdo foi baseado em equagéo
da reta desenvolvida na validacdo analitica do método, mais
especificamente no pardmetro de linearidade (Topico 2.2.2.6.2.2 deste
capitulo). Todas as analises foram realizadas protegidas da luz utilizando-
se laminas de aluminio para revetir as cubas.

Ao final do procedimento de VDI, os discos foram removidos,
secos a 40 °C e suas superficies foram avaliadas por difracdo de raios X
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de pé e calorimetria exploratéria diferencial, de acordo com as
especificacdes descritas nos topicos 2.2.2.1 e 2.2.2.2 deste capitulo,
respectivamente. Estas andlises também foram realizadas antes da VDI
em pastilha preparada separadamente para verificar a ocorréncia de
transicdo de fase devido a pressdo utilizada para o preparo da pastilha.

A andlise estatistica dos dados para TBFa e TBFm foi realizada
através do teste-t de Student, no qual resultados significativos apresentam
probabilidade menor do que 5 % (p <0,05 com intervalo de confianca de
95%).

2.2.2.6.1 Solubilidade e condi¢cdo “sink”

A solubilidade do TBF no meio de dissolu¢cdo também foi
determinada visando garantir a condigdo sink durante todo o
procedimento. Para isso, um excesso de farmaco foi adicionado ao meio
de dissolugdo em triplicata, sob rotacdo de 150 rpm (utilizando o aparato
de dissolucao 1), a 37 £ 0,5 °C e protegido da luz. Apds um periodo de
equilibrio de 24 h, as amostras foram filtradas em papel de filtro com
tamanho de poro de 28 um e analisadas pelo método de UV previamente
descrito.

2.2.2.6.2 Validac&o analitica do método de dissolucao intrinseca

O método de dissolucao intrinseca foi validado de acordo com as
atuais normativas (ICH, 2005; USP, 2011). Pardmetros como
especificidade, linearidade, exatidao, precisdo e estabilidade no meio de
dissolucéo foram determinados e avaliados. Vale destacar que todos o0s
ensaios realizados foram protegidos da luz.

2.2.2.6.2.1 Especificidade

A especificidade foi avaliada através da analise
espectrofotométrica do meio de dissolucdo (HCI 0,001 M) entre 200 e 400
nm. Buscou-se avaliar a presenca de possiveis maximos de absorcéo do
meio de dissolugdo no mesmo comprimento de onda do farmaco, o que
inviabilizaria a sua quantificacao.
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2.2.2.6.2.2 Linearidade, limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo
(LQ)

A linearidade do método de dissolugdo intrinseca foi avaliada
através da construcdo de trés curvas de calibracdo em trés dias diferentes.
Para a construcdo de cada curva de calibragéo sete concentragdes padréo
de TBF (4, 8, 20, 30, 40, 60 e 80 pg/mL) foram preparadas no meio de
dissolugdo. As leituras foram realizadas a 223 nm.

Os limites de quantificacdo (LQ) e de deteccdo (LD) foram
calculados a partir do desvio padrao da resposta (O) e coeficiente angular
(S) (Equacdes 3 e 4), obtidos através da equacdo da reta média.

LQ=(1006)/S (6)
LD=(3,30)/S (7
2.2.2.6.2.3 Exatidao / Precisdo

A exatiddo do método de dissolucdo foi verificada pelo teste de
recuperacdo de quantidades conhecidas de TBF adicionadas ao meio de
dissolucdo. Aliquotas de uma solugdo padrdo foram adicionadas as cubas
contendo meio de dissolucdo até um volume final de 250 mL, de modo
que as concentracBes finais obtidas foram de 24, 30 e 36 pg/mL,
respectivamente. Estas solugdes foram entdo submetidas ao ensaio de
dissolucéo utilizando-se aparato pa e ambiente a 37 £ 0,5 °C com rotacédo
de 75 rpm. Depois de transcorrida 1 hora de ensaio, foram retiradas
aliquotas de 4 mL de cada cuba, as quais foram filtradas em papel filtro
com tamanho de poro de 28 um e posteriormente analisadas em
espectrofotdmetro a 223 nm. As analises foram feitas em triplicata, em
dias diferentes.

As mesmas solucdes de concentragdo igual a 30 ug/mL utilizadas
no teste de exatiddo foram analisadas para garantir a precisdo do método.
A repetibilidade (intradia) e a precisdo intermediaria (interdia) foram
estabelecidas em termos de valores de desvio padrdo relativo (DPR).

2.2.2.6.2.4 Estabilidade no meio de dissolugdo

A estabilidade em meio de dissolucdo foi avaliada em solucdes
de TBF a 30 pug/mL. As solugdes foram submetidas ao teste de dissolucéo
com volume de 250 mL, utilizando aparato pa, ambiente a 37 + 0,5°C e
rotacdo de 75 rpm, por 1 h. Ap6s este periodo, as solucbes foram



98

removidas das cubas de dissolucdo e mantidas a temperatura ambiente, e
adequadamente vedadas para evitar a evaporacao do solvente. Aliquotas
destas solucGes foram retiradas e analisadas espectrofotometricamente
nos tempos 0, 30 min, 60 min e 24 h.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO EM ESTADO SOLIDO DO TBF
3.1.1 DRXM e DRXP

A representacdo das elipsoides térmicas (ORTEP, do inglés Oak
Ridge Thermal-Ellipsoid Plot Program) da unidade assimétrica do TBF
¢ apresentada na Figura 9. Este composto cristaliza em um sistema
monoclinico e grupo espacial P2:/n. Dados cristalograficos adicionais

encontram-se resumidos na Tabela 4.

Figura 9 — Representacdo ORTEP da unidade assimétrica do TBF mostrando os
atomos rotulados e 50 % de probabilidade de elipsoides.
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Tabela 4 — Pardmetros cristalogréficos do TBF.

Formula empirica Ca1H26CIN

Peso molecular (g/mol) 327,88

Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2:/n

a(A) 5,9208(6)

b (A) 29,420(2)

c(A) 11,4347(14)
B(°) 98,870(9)

V (A% 1973,0(3)

z 4

Dealc (@/cm®) 1,104
Coeficiente de absorgdo (mm™?) 0,194

FOO00) 704

Tamanho do cristal (mm) 0,50 x 0,40 x 0,13
Cor incolor
Temperatura (°C) 20(2)

Radiagio, A (A) Mo Ka, 0,71073
Reflexdes medidas 3814

Reflexdes independentes 3636 (Rine = 0,0275)
Parametros refinados 216

Adequacio de ajuste em F? 1,056

P . R: = 0,0655
Indices R finais [l > 20 (1)] WR, = 0,1734
co R; =0,1748
Indices R (todos os dados) WR, = 0,2178

O angulo de torsdo C21-C12-C11-N1 entre o esqueleto de

carbonos e o grupo naftaleno de -78,0 (5) demonstra que eles apresentam
diferentes orientacdes. O atomo de nitrogénio estd protonado e o
cloridrato encontra-se interagindo com a proximidade através de ligacédo
de hidrogénio N-H-CI (N1--Cl1 = 2,995 (3) e N1-H1-CI1 = 175 (3)°)
(Tabela 5). O anion também interage com a molécula via contato CHs~Cl,
ambos ocorrendo ao longo do eixo c.

Tabela 5 — LigagBes de hidrogénio respectivas ao TBF (A e °)
D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D..A)
N(1)-H(1)...CI(1)* 0,97(4) 2,03(4) 2,995(3)

Transformages de simetria usadas para gerar &tomos equivalentes:

AX+ Yo, -y + e, 2+ 112

<(DHA)
175(3)
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Em relacdo a estrutura cristalina apresentada por Tedesco, Giron
e Pfeffer (TEDESCO; GIRON; PFEFFER, 2002), os parametros de célula
e 0 grupo espacial sdo idénticos, entretanto, por meio da técnica de
monocristal, informagdes muito mais precisas no tocante a estrutura
foram obtidas. Dentre elas, citam-se por exemplo, os parametros de
deslocamento iso/anisotrépicos, as coordenadas atbmicas e 0s parametros
geométricos.

Tabelas completas contendo dados cristalograficos foram
depositadas no banco de dados da Cambridge (CSD, Cambridge
Structural Database) com codigo CCDC 907850.

A Figura 10 mostra o padrdo de difragdo de raios X de pé
calculado do TBF e os difratogramas de TBFm, TBFa e TBFt. Todos os
padrdes de difracdo apresentam 0os mesmos picos de Bragg e as reflexdes
de maior intensidade aparecem em 6,01; 9,84; 16,01; 19,73; 20,23; 21,35;
21,65; 24,27 e 26,39 °. De acordo com a Farmacopeia Americana (USP,
2011), a diferenciacdo entre amostras teste e a amostra referéncia €
estabelecida por difracdo de raios X de p6 se os angulos de espalhamento
das reflexdes mais intensas obtidas a partir do material de referéncia
variam em + 0,10 °, enquanto as intensidades relativas podem variar
consideravelmente, indicando orientacdo preferencial. Desta forma, €
possivel afirmar que TBFm, TBFa e TBFt apresentam a mesma estrutura
cristalina, embora os padrdes de difracdo apresentem notavel orientacdo
preferencial. Os indices hkl referentes aos planos com maior orientacdo
sdo mostrados na Figura 11D.
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Figura 10 — Difratogramas referentes as amostras TBFm (A), TBFa (B), TBFt (C)
e ao padrdo calculado de TBF (D).
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As curvas DSC para TBFm, TBFa e TBFt sdo mostradas na
Figura 11 (1). Picos representando eventos de fusdo sdo observados em
aproximadamente as mesmas temperaturas para todas as amostras
(208,68 °C; 210,95 °C e 211,41 °C para TBFm, TBFa e TBFt,
respectivamente), e as temperaturas de inicio e fim da fusdo também so
similares (Tabela 6). Diferencas no calor de fusdo das amostras foram
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observadas, sugerindo um efeito combinado de impurezas de cristaliza¢éo
e cristalinidade. Estes resultados calorimétricos encontram-se de acordo
com os dados obtidos por difracdo de raios X de p6, confirmando que
TBFm, TBFa e TBFt apresentam a mesma estrutura cristalina.

Tabela 6 — Propriedades térmicas e calorimétricas de TBFm, TBFa e TBFt.

Propriedades TBFmM TBFa TBFt
Temperatura de fuséo
(°C + DP?) 208,68 +0,45 210,95+0,23 211,41+0,11

Temperatura de inicio

dafusio (°C+Dp) ~ 20492+020 20644010 20817111

Temperatura de

finalizagdo da fusdo 211,74+0,49 21456+0,60 213,87 +£0,27
(°C £ DP?)

Calor de fusdo 92,00 £ 8,10 90,07 £ 8,50 119,82 £9,03
(J/g = DP?)

2DP = Desvio Padrao

As curvas de TG correspondentes a TBFm, TBFa e TBFt
apresentam um padréo de decomposicdo térmica similar (Figura 11 (2)) e
portanto, pode-se concluir que os diferentes habitos cristalinos ndo
parecem influenciar a caracteristica térmica do TBF. Além disso, também
¢ possivel observar que a decomposicdo do farmaco ocorre
imediatamente apds a sua fusao.
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Figura 11 — Dados térmicos referentes a TBFm (A), TBFa (B) e TBFt (C): (1)
curvas DSC e (2) curvas TG.
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3.1.3 Espectroscopias vibracionais Raman e 1V

As analises espectroscdpicas (Figura 12) forneceram
informacGes complementares no tocante as interagdes intermoleculares
da estrutura cristalina de TBF. O espectro Raman da amostra TBFm
apresentou 0s picos mais intensos em 513, 720, 841, 1287, 1368, 1442,
1462, 1577 e 1633 cm™. Em relacéo ao espectro IV da mesma amostra,
as bandas caracteristicas sdo encontradas em 3039,81; 2968,45; 2447,87;
1631,78; 1514,12; 1469,70; 1415,76; 1361,74; 1261,45 e 958,62 cm™. As
bandas respectivas a deformacéo alifatica C-H que aparecem em 2968,45
cm! referem-se aos grupos metil e metileno. Por outro lado, a banda de
grande intensidade em 2447,87 cm* pode ser atribuida ao grupo amina.
O grupamento t-butil gerou duas bandas de deformacéo axial, em 1361,74
e 141576 cm?™. As deformagBes axiais assimétricas referentes ao
grupamento C=C alifatico e aromatico estdo presentes em 1631,78 e
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1514,12 cm, respectivamente. A banda intensa em 958,62 cm pode ser
atribuida a olefina trans substituida.

Figura 12 — Espectros IV (A) e Raman (B) referentes a amostra TBFm
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3.1.4 RMNes

Os espectros 3C CP/MAS e NQS referentes a amostra TBFm séo
mostrados na Figura 13, enquanto as atribuicGes de carbonos e os valores
de deslocamento quimico sdo descritos na Tabela 7. Como ilustrado na
Figura 13A, o espectro CP/MAS exibiu dezesseis sinais bem resolvidos,
indicando que existe apenas uma molécula na unidade assimétrica
cristalina, de acordo com os resultados prévios obtidos por difracdo de
raios X de monocristal. O espectro do TBF foi elucidado em comparagédo
ao espectro do farmaco em solucdo, levando em consideracdo os dados
NQS em estado solido e com o auxilio de calculos de deslocamento
guimico obtidos através de programas comerciais. O espectro NQS
(Figura 13B) exibiu seis sinais, sendo dois deles (em 28,3 e 41,4 ppm)
correspondentes aos grupos metila, os quais ndo sdo completamente
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suprimidos devido ao rapido movimento do grupo metila. Os outros cinco
sinais sdo relacionados aos cinco carbonos quaternarios da molécula.

Figura 13 — Espectros **C CP/MAS (A) e NQS (B) referentes a amostra TBFm.
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Tabela 7 — Dados de RMNes referentes ao TBFm.

Atomo de carbono

Deslocamentos quimicos (**C)

C14-C17, C19-C21
C18
C12,C13
C3

C2

C4

C5
Ci1,C1
C10
C7,C8,C9
C6

126,2; 127,4; 128,9; 129,6; 131,9
128,8
134,2
117,3
137,59
79,4

99,9
56,7, 52,6
41,4

32,5

28,3

3.1.5 MO e MEV

As imagens referentes aos habitos cristalinos de TBF gerados por
diferentes solventes encontram-se ilustrados na Figura 15. O cristal TBFt
(Figura 14A) obtido a partir de uma solucdo hidroalcodlica saturada
(etanol:agua, 1:1, v/v) demonstrou uma morfologia tabular. Por outro
lado, cristais desenvolvidos em solucdo saturada de acetato de etila
(TBFa) apresentaram formato acicular (Figura 14B). Estes resultados
indicam que o solvente de cristalizagdo influencia a morfologia cristalina
devido a interacdes soluto-solvente em varias interfaces cristal-solugéo.
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Mudangas na cinética de crescimento do cristal, aumento ou inibicdo do
crescimento em certas faces cristalinas e o arredondamento de interfaces
sdo alguns fatores afetados. Ainda, a polaridade do solvente e a interacéo
que leva a uma adsorcéo preferencial em determinadas faces do soluto
sdo fatores criticos na determinacdo do habito de um sélido em
cristalizacdo (DAVEY, 1982; BERKOVITCH-YELLIN, 1985).

Figura 14 — Imagens referentes as amostras (A) TBFt (etanol:agua, 1:1, v/v) e (B)
TBFa (solucéo de acetato de etila).

As fotomicrografias de TBFm sdo mostradas na Figura 15 onde
pode-se observar uma distribuicao heterogénea de tamanho de particula e
a presenca de aglomerados. A analise morfolégica de TBF também
revelou habito tabular, claramente diferente do observado para a amostra
TBFa. E sabido que a morfologia cristalina desempenha um importante
papel no processamento e desenvolvimento de um produto farmacéutico,
uma vez que este impacta nas propriedades fisicas, como orientacdo da
particula, taxa de dissolucdo, compactacdo e compressibilidade, e fluxo
de p6 além do processo de mistura dos componentes da formulacdo
(GAREKANI et al., 2000; TIWARY, 2001; CHAWLA et al., 2003;
RASENACK; HARTENHAUER; MULLER, 2003).
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Figura 15 — Fotomicrografias obtidas por MEV referentes a amostra TBFm.
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3.1.6 VDI

A Figura 16 apresenta a liberacdo cumulativa do farmaco versus
tempo, a partir de amostras sélidas de TBF em HCI 0,001 M. A anélise
estatistica realizada através do teste-t de Student revelou perfis
significativamente diferentes entre as amostras TBFa e TBFm (p < 0,05).
A inclinacdo das retas obtidas pela linearizacéo dos pontos de cada curva
foram usadas para calcular os valores de VDI e os resultados obtidos
foram maiores para TBFm (0,0082 mg/cm?/s) em comparacdo a TBFa
(0,0046 mg/cm?/s). Ndo foram observadas alteracOes nas analises de
difracdo de raios X de po6 e calorimetria exploratéria diferencial realizadas
antes e depois do procedimento da VDI, indicando a auséncia de
transformaces de fase mediadas por pressao ou solvente.
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Figura 16 — Perfis de VDI para (¢) TBFm e (m) TBFa.
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E dificil racionalizar os resultados diretamente uma vez que
existem muitos processos e propriedades das amostras que controlam o
processo de dissolucdo. Dentre as varias abordagens, a literatura
menciona como possiveis causas para a ocorréncia deste fenébmeno o
aumento da area superficial cristalina (CHOW et al., 1995; MARTENA
et al., 2013), os defeitos estruturais (JAGTAP; VIDYASAGAR;
DVIVEDI, 2014) e a reducdo do tamanho dos cristais (CHAVHAN et al.,
2013; ZU et al., 2014). Entretanto, nés também propomos a influéncia da
orientacdo preferencial dos cristais nas pastilhas comprimidas na VDI
como um dos fatores predominantes. E sabido que a orientacdo
preferencial altera a distribuicdo aleatoria dos planos cristalinos na
superficie de uma amostra compactada. Portanto, diferencas podem
ocorrer nas propriedades de dissolucdo de comprimidos apresentando
diferentes graus de orientacdo preferencial (TENHO et al., 2007). A
exposicdo de diferentes planos cristalinos pode levar a interacdo de
distintos grupos moleculares com o0 meio de dissolucdo, o que pode estar
associado as diferencas na hidrofobicidade da molécula e na sua
molhabilidade. Ainda, a orientacdo preferencial pode também impactar
no grau de ionizagdo de bases fracas como o TBF, uma vez que variagdes
no pH da superficie de contato podem ocorrer.

Embora o método de dissolucao intrinseca reduza ou até elimine
os efeitos de tamanho e formato da particula, existem varios estudos
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sugerindo que a orientagdo preferencial das amostras afeta as suas
propriedades de dissolucdo (BURT; MITCHELL, 1980). Tenho e
colaboradores (TENHO et al., 2007) estudaram o efeito da orientacdo
preferencial na determinacdo da VDI em discos compactados de &cido
acetilsalicilico e tolbutamida e os resultados obtidos demonstraram que
as amostras com maior orientagdo preferencial apresentaram valores de
VDI claramente menores. Também, de acordo com os estudos de Prasad
e colaboradores (PRASAD et al., 2002) em monocristais de paracetamol,
a face cristalina (1 1 0) revelou uma taxa de dissolugdo um pouco maior
do que a face (0 0 1).

De maneira geral, os resultados obtidos acerca dos estudos de
dissolucéo intrinseca indicam a existéncia de diferentes planos cristalinos
expostos nas amostras TBFm e TBFa, 0 que pode influenciar a taxa de
dissolucéo destes distintos habitos cristalinos no meio proposto. Este fato
sugere que o0 habito cristalino pode influenciar ndo somente as
caracteristicas de fluidez e compactabilidade de um pé, mas também a sua
taxa de dissolucdo, podendo inclusive afetar a sua biodisponibilidade.

3.1.6.1 Solubilidade e condi¢do “sink”

Condicéo sink é o termo que se refere ao excesso de volume do
meio que permite que o solido se dissolva continuamente. Segundo a
Farmacopeia Americana esta condicdo é definida ndo se excedendo 10 %
da solubilidade maxima do farmaco neste meio, ao final do teste (USP,
2004).

Baseado nesta definicdo foi possivel assegurar a manutencédo da
condicdo sink durante todo o procedimento de dissolucéo intrinseca, uma
vez que a solubilidade do TBF ap6s um periodo de equilibrio de 24 horas
foi de 883,42 pg/mL engquanto que a sua concentragdo no tempo de 60
minutos corresponde a 62,53 pug/mL.

3.1.6.2 Validacao analitica do método de dissolucdo intrinseca
3.1.6.2.1  Especificidade

O espectro de varredura do meio de dissolucdo é mostrado na
Figura 17. Como pode ser observado, ndo ocorreu nenhuma absorgdo

entre os comprimentos de onda analisados, de modo que 0 método pode
ser considerado especifico.
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Figura 17 — Espectro na regido do ultravioleta do meio de dissolucéo (A) e do
TBF (solugdo em meio de dissolugdo, concentragéo de 30 pug/mL) (B).
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3.1.6.2.2  Linearidade, limites de deteccdo (LD) e de quantificagéo

(LQ)

A curva de calibracdo obtida a partir da avaliacdo da linearidade
esta representada na Figura 18. Os resultados obtidos na avaliacdo da
linearidade demonstraram que solucBes de TBF diluidas no meio de
dissolucdo apresentam correlacdo linear entre a absorbancia e a
concentracdo das solugdes. Ainda, uma vez que a faixa recomendada para
avaliacdo da linearidade em ensaios de dissolucdo deve compreender
valores 20 % abaixo do ponto de menor concentracdo e 20 % acima do
ponto de maior concentracdo (USP 2011), a faixa de 4 a 80 ug/mL
encontra-se dentro do preconizado.

A andlise de variancia ANOVA demonstrou regressdo linear
significativa e desvio da linearidade nado significativo (p < 0,05). Estes
dados indicam que o método é linear para o TBF.

O LQ e o LD calculados a partir da equacgéo da reta foram 2,23 e
0,66 pg/mL, respectivamente.
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Figura 18 — Curva de calibracdo média do TBF, com sua respectiva equagdo da
reta e coeficiente de correlacéo (r).
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3.1.6.2.3 Exatiddo / Precisao

As recuperacdes médias de TBF para as concentragdes de X; y e
z pg/mL foram de 98,6 + 1,0; 99,6 + 0,63 e 97,7 + 1,19 %,
respectivamente, encontrando-se dentro dos limites preconizados de 95 a
105 % (USP, 2011).

Os resultados da precisdo intra e interdia apresentaram valores de
DPR menores do que 2,0 % e estdo descritos na Tabela 8. O teor de TBF
encontrado nos trés diferentes dias foi equivalente (p < 0,05).

Tabela 8 — Dados de preciséo intra e interdia para o0 método de dissolucéo
intrinseca.

Intradia Interdia
Dia Recuperacédo (%) + DPR DPR
1 96,0 +1,19
2 103,6 £ 0,62 0,94
3 96,1 +1,21

3.1.6.2.4  Estabilidade no meio de dissolu¢do

O TBF demonstrou ser estdvel no meio de dissolucdo por um
periodo de até 24 horas. Nenhuma evidéncia de degradacao foi detectada
e o teor das solugdes variou entre 98,9 + 1,3 % no periodo analisado.
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4 CONCLUSOES

A determinacdo da estrutura cristalina e a caracterizagdo em estado
solido do TBF foram realizadas. Diferentes habitos cristalinos foram
obtidos, sendo observada a influéncia destes na taxa de dissolucdo do
farmaco. Os resultados da validagdo analitica demonstram que o método
de dissolucdo intrinseca foi considerado exato, especifico, linear e
preciso. Os resultados deste estudo serdo Uteis para controle fisico-
quimico de matérias-primas de TBF e demonstram a importancia do
controle de habitos cristalinos distintos em estudos de pré-formulacéo e
especificacdes de controle de qualidade do farmaco em questéo.
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CAPITULO 111

DET~ERMINACAO DA CINETICA DE
FOTODEGRADAGAO DO CLORIDRATO DE TERBINAFINA
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
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1 INTRODUCAO

A estabilidade dos farmacos ou dos medicamentos pode ser
afetada por fatores externos, tais como calor, umidade, oxigénio e luz.
Estudos demonstram que o TBF é estavel & temperatura, a hidrolise e &
oxidacdo. Entretanto, o fArmaco possui em sua estrutura quimica, ligac6es
triplas e duplas conjugadas apresentando sensibilidade a luz (CARDOSO;
SCHAPOVAL, 1999; CARDOSO, 2000). O conhecimento dos produtos
de degradacao obtidos sob diferentes condi¢des é de grande importancia,
uma vez que estes podem alterar as propriedades quimicas,
farmacoldgicas e toxicoldgicas do farmaco, afetando a sua eficécia e
seguranca (ALVAREZ-LUEJE et al., 2002) O principal produto de
degradacdo do TBF frente a luz é o seu isébmero Z ultravioleta
(CARDOSO; SCHAPOVAL, 1999; MATYSOVA et al., 2006) o qual
apresenta menor atividade que o isdmero E (KAZAKOV; GOLOSQV,
2004).

Uma proposta em andamento neste trabalho é o screening de
cocristais de TBF e a caracterizagdo dos sélidos obtidos. Considerando-
se os desafios de um farmaco fotossensivel, buscou-se obter um método
indicativo de estabilidade e avaliar a cinética de degradacéo do TBF para
estabelecer o planejamento experimental, visando evitar a degradacdo do
farmaco durante os ensaios.

Diferentes metodologias visando a determinagdo analitica do
TBF sdo relatadas na literatura, incluindo a volumetria em meio ndo-
aquoso e espectrofotometria no ultravioleta (CARDOSO; SCHAPOVAL,
1999), espectrometria derivada no ultravioleta (EL-SAHARTY;
HASSAN; METWALLY, 2002), cromatografia em camada delgada de
alta performance (AHMAD et al.,, 2009; SUMA et al.,, 2011) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (CARDOSO, 1999;
ABDEL-MOETY; KELANI; AL-ALAMEIN, 2003; MATYSOVA etal.,
2006; RANI et al., 2006). Os métodos cromatograficos tém se mostrado
adequados para a quantificacdo da TBF e de seus produtos de degradacéo
mas apresentam algumas limitagdes. O método descrito por Matysova e
colaboradores utiliza coluna ciano, a qual néo € usual em laboratdrios de
controle de qualidade, e apresenta um solvente de relativa toxicidade na
fase movel (MATYSOVA et al., 2006). Por outro lado, no método
proposto por Abdel-Moety e colaboradores, a vazdo de fase mével ndo
permitiu uma boa separacao entre o farmaco e seu produto de degradacao,
sendo esta uma caracteristica imprescindivel para estudos envolvendo
cinética (ABDEL-MOETY; KELANI; AL-ALAMEIN, 2003). Da
mesma forma, os métodos propostos por Tagliari e colaboradores



120

(TAGLIARI et al., 2010) e Cardoso e Schapoval (CARDOSO;
SCHAPOVAL, 1999) para determinacdo do TBF em formulagdes
farmacéuticas sdo rapidos e simples, porém ndo sdo indicativos de
estabilidade. Considerando que a cinética de fotodegradacdo do TBF nédo
foi ainda relatada na literatura, e que os métodos de quantificacdo
disponiveis apresentam limitacGes para aplicagdo em estudos de
estabilidade, este capitulo apresenta o desenvolvimento de um método
capaz de determinar os produtos de fotodegradacdo do TBF, bem como a
avaliacdo da sua cinética de reacdo sob esta condicéo.

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

O TBF substancia quimica de referéncia (SQR) foi adquirido de
Zheijiang East-Asia  Pharmaceutical, lote DC-0107-09122001.
Acetonitrila e metanol grau CLAE foram obtidos de J. T. Baker
(Phillipsburg, Estados Unidos). Todos 0s outros materiais e solventes
utilizados apresentam grau analitico e a 4gua ultrapura foi obtida a partir
de um Sistema de Gradiente Milli-Q (Millipore, Bedford, Estados
Unidos).

2.2 METODOS
2.2.1 Instrumentacao e condigdes cromatogréaficas

As andlises de CLAE foram realizadas em cromatdgrafo
Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japdo), equipado com bomba LC-10AD,
desgaseificador DGU-14A, detector de comprimento de onda variavel
(fixado em 254 nm) SPD-10AV e unidade controladora de sistema SCL-
10AVP. Os experimentos foram conduzidos em coluna cromatografica de
fase reversa Phenomenex (Torrance, Estados Unidos) Luna C18 (250 x
4,6 mm; 5 um), com pré-coluna C18, 4,0 x 3,0 mm, mantidasa 25+ 1 °C.
A fase mdvel, constituida de metanol:dgua (80:20, v/v) foi eluida em
modo isocratico, em vazao de 1,0 mL/min. As amostras foram filtradas
em membrana de poliamida 0,45 um, ¢ um volume de 20 pL foi injetado
em triplicata. A aquisi¢do dos dados foi realizada por meio de software
CLASS-VP® V 6.14.
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2.2.2 Preparo das solucdes padréo

A solucdo padréo estoque contendo 1000 pg/mL de TBF SQR foi
preparada em metanol. Esta solucdo foi mantida refrigerada e protegida
da luz. Solugdes padrdo de trabalho foram preparadas por diluicdo da
solucdo estoque, conforme apropriado, em fase mével. A solucéo foi
filtrada através de membrana de nylon de 0,45 um antes da injecéo.

2.2.3 Validacdo analitica do método de quantificagdo do TBF por
CLAE

O método proposto foi validado seguindo os parametros
referentes a especificidade, linearidade, limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ), exatiddo, precisdo e robustez, conforme critérios
propostos pela Resolugdo da ANVISA RE n° 899 (BRASIL, 2003) e pela
International Conference on Harmonization (ICH, 2005).

2.2.3.1 Especificidade

A especificidade do método foi determinada através da andlise
do TBF em presenca de potenciais produtos de degradagdo obtidos
através de condigdes de estresse.

2.2.3.2 Linearidade, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo

(LQ)

A linearidade do método cromatografico foi determinada pela
andlise de cinco concentragdes crescentes de TBF na faixa de 5,0 — 50,0
ug/mL, em triplicata, em trés dias diferentes. Estas solucdes foram
preparadas a partir de solucdo estoque a 1000 pg/mL em metanol. A
linearidade foi avaliada pela analise da regressdo linear, a qual foi
calculada pelo método dos minimos quadrados e pela analise da variancia
(ANOVA).

Os valores de LD e LQ foram calculados a partir do desvio
padrdo da resposta (o) e coeficiente angular (s), obtidos através da
equacao da reta média, como demonstrado pelas Equacdes 6 e 7 descritas
no Capitulo Il.
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2.2.3.3 Exatidao

A exatiddo foi determinada através da comparacdo entre 0s
resultados da quantificacdo do farmaco obtidos através do método
proposto e de um segundo método, bem caracterizado e descrito em
literatura (TAGLIARI et al., 2010). Concentragdes de 20, 25 e 30 pg/mL,
as quais correspondem a 80, 100 e 120 % da concentragdo de injecdo,
foram analisadas em triplicata através de ambos os métodos de CLAE.

2.2.3.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade
(intradia) e da precisdo intermedidria (interdia). A repetibilidade foi
avaliada através da andlise de seis amostras durante 0 mesmo dia e sob as
mesmas condi¢Oes experimentais. A precisdo intermediaria foi
determinada por meio da analise de trés amostras em trés diferentes dias.
A concentracdo analitica tedrica compreendeu 25 pg/mL (ponto médio
aproximado da curva analitica). As medidas foram realizadas em
triplicata e expressas como desvio padrao relativo (DPR) (%).

2.2.3.5 Robustez

A robustez do método foi analisada a partir de pequenas e
deliberadas modificagdes nas condi¢fes do método, como o comprimento
de onda de detecgdo (253, 254 e 255 nm), a temperatura do forno (20, 25
e 30 °C) e o volume de injecdo (18, 20 e 22 uL). As amostras submetidas
a essas condicBes foram analisadas em triplicata.

2.2.3.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi conduzida através de analise
de variancia ANOVA e estabelecidos resultados significativos aqueles
com probabilidade menor do que 5 % (p < 0,05). A avaliacdo estatistica
dos resultados foi realizada no software MS Excel® (Microsoft Office
Excel 2011).

No parametro exatiddo, a analise estatistica foi realizada através
do teste-t de Student, seguindo 0s mesmos critérios estatisticos descritos
acima.
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2.2.4 Estudos de fotodegradacéo

Solugdes de TBF a 1000 pg/mL (preparadas em agua:metanol
70:30, v/v; metanol ou acetonitrila) foram submetidas a radiacdo emitida
através de lampada UVC Philips® (30 W), em 254 nm, instalada em uma
camara revestida internamente com superficie espelhada temperatura
ambiente. As amostras foram mantidas em cubetas de quartzo a uma
distdncia de 10 cm da ldmpada. O sistema de iluminagdo utilizado
encontra-se em acordo com a Opcao 2 do guia Q1B do ICH (ICH, 1998).
Em periodos aleatorios a intensidade da lampada UV C foi testada através
de um luximetro calibrado (Mimipa® modelo MLM 1011). A
temperatura no interior da cdmara foi monitorada durante todo o
experimento através de um termohigrometro instalado no interior da
camara. Aliquotas das amostras foram coletadas durante um periodo de 1
hora, nos intervalos de 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos. As aliquotas
coletadas foram diluidas a uma concentracdo de 25 pg/mL com fase
movel, filtradas em membrana de nylon de 0,45 um e analisadas. Todas
as amostras foram analisadas em duplicata.

2.2.5 Calculos cinéticos

As cinéticas de degradacdo do TBF foram determinadas a partir
das concentragdes obtidas nos diferentes tempos de coletas, plotando-se
gréaficos da concentracdo remanescente do farmaco versus tempo (reacéo
de ordem zero), o log da concentragdo do farmaco versus tempo (reagéo
de primeira ordem) e o reciproco da concentracdo do farmaco versus
tempo (reacdo de segunda ordem). A ordem da reacéo foi definida a partir
do coeficiente de correlacdo (r). A velocidade da reagdo (k), 0 tsos (tempo
no qual 50 % do farmaco encontra-se remanescente) e 0 tgos (tempo no
qual 90 % do farmaco encontra-se remanescente) também foram obtidos.
As equacdes utilizadas para determinagdo desses parametros s&o
mostradas na Tabela 9, onde Co corresponde a concentracdo do farmaco
no tempo zero, C representa a concentragdo apds um tempo de reagdo t e
k refere-se a velocidade da reagdo.



124

Tabela 9 — Equac0es para determinagdo dos pardmetros cinéticos

Ordem da Plotagem da e o
reacéo concentracdo 50% %0%
Ordem zero C=Co—kt tsos = Co/2K taos = 0,1Colk
Primei
(;Ir?:rlr:a logC=log Co—kt  tso%=0,693/k  toos = 0,106/k
S d
g?(;]enma 1/C =1/Co tso% = 1/kCo toows = 1/9KkCo

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO POR CLAE

Para garantir a adequada separacdo entre o farmaco e o0s
potenciais produtos de fotodegradacdo as condicdes cromatograficas
foram ajustadas com base em relatos anteriores disponiveis na literatura.
(CARDOSO, 2000; ABDEL-MOETY; KELANI; AL-ALAMEIN, 2003;
TAGLIARI et al, 2010). Nestes estudos, as fases mdveis eram
constituidas de metanol;agua (v/v) na proporcao de 95:5 (CARDOSO,
2000; TAGLIARI et al., 2010) ou 80:20 (ABDEL-MOETY; KELANI;
AL-ALAMEIN, 2003), mas ndo permitiram a resolucdo adequada entre
0 TBF e seus produtos de fotodegradacdo. Apos varias combinacdes, a
fase mdvel constituida de metanol:agua (80:20, v/v), com vazdo de 1,0
mL min/min e comprimento de onda de 254 nm, foi a que permitiu obter
picos simétricos e com adequada resolucdo. Embora o espectro de
absorgdo no UV do TBF apresente uma absor¢do maxima em 224 nm, o
comprimento de onda escolhido foi de 254 nm, uma vez que este oferece
maior seletividade no que diz respeito aos solventes selecionados para a
fase moével e por ser um comprimento de onda universal, em que varios
compostos apresentam absor¢do. Como vantagens frente @ metodologia
por CLAE proposta por Abdel-Moety e colaboradores (ABDEL-
MOETY; KELANI; AL-ALAMEIN, 2003) o método aqui proposto
apresentou adequada determinacdo de TBF em presenca de seus produtos
de fotodegradacdo, o que é considerado importante para estudos cinéticos.

3.2 VALIDACAO ANALITICA DO METODO DE QUANTIFICACAO
DO TBF POR CLAE

A validacdo de um método analitico € o processo que estabelece,
através de estudos laboratoriais, que este procedimento é adequado para



125

a aplicacdo pretendida (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2011). A
validacdo assegura a confiabilidade nos resultados de uma analise,
embora ndo determine que o método seja livre de erros, mas aprova que
0 mesmo seja adequado para aquilo a que é proposto (MEHTA, 1995;
RIBANI et al., 2004). Os atributos normalmente recomendados nos
processos de validagdo de um método sdo: exatiddo, preciséo,
especificidade, faixa de medigdo, limite de deteccdo, limite de
guantificacdo, linearidade e robustez. Entretanto, tanto o ICH (ICH, 2005)
como a Farmacopeia Americana (USP, 2011) reconhecem que ndo ha
necessidade de serem avaliados todos os parametros. Desta forma, é
responsabilidade do analista determinar quais caracteristicas serdo
avaliadas, visto que, o tipo de método e o seu propoésito € que irdo
determinar o desenvolvimento do processo (SWARTZ; KRULL, 1998;
EREMER, 2001).

Inicialmente, verificou-se a capacidade do método avaliar o
farmaco na presenca de potenciais produtos de degradacéo formados em
condicbes de degradacdo forcada. A Figura 19 apresenta 0s
cromatogramas referentes aos produtos de degradacdo do TBF obtidos
através da exposicdo a luz UV em diferentes diluentes. Foram observados
trés picos adicionais denominados produto de degradacdo 1 (PD1, tempo
de retencdo de 27,3 min), produto de degradacdo 2 (PD2, tempo de
retencdo de 15,6 min) e produto de degradagéo 3 (PD3, tempo de retencéo
de 18,3 min). Néo foi observada sobreposicao entre os picos do farmaco
e seus degradados, comprovando a especificidade do método de
guantificagcdo do TBF por CLAE.
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Figura 19 — Cromatogramas referentes ao TBF (A) e seu comportamento de
degradacdo em 1 hora de fotélise (lampada UVC, 254 nm) em (B) 4gua, (C)
acetonitrila e (D) metanol. [Coluna C18, fase mével composta por metanol:agua
(80:20 v/v), eluicdo isocrética, vazdo de 1 mL/min e detec¢do em 254 nm]. PD1
— produto de degradacéo 1. PD2 — produto de degradacdo 2. PD3 — produto de
degradacdo 3
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A avaliacdo da linearidade demonstrou que o TBF apresentou
uma correlacdo linear na faixa de 5 a 50 pg/mL, com um coeficiente de
correlacdo linear superior a 0,999. A equacdo da reta obtida para a reta
média de calibracdo foi y = 17525x - 13259, onde x refere-se a
concentragdo em pg/mL e y corresponde & &rea do pico em unidades de
absorbancia (mAU). Os dados foram validados por meio de andlise
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estatistica ANOVA, a qual demonstrou regressao linear significativa (p <
0,05) e desvio da linearidade ndo significativo (p > 0,05).

Os valores calculados para LD e LQ foram de 1,0 e 3,3 ug/mL,
respectivamente, garantindo a sensibilidade do método em valores abaixo
do primeiro ponto da curva de calibracéo.

A exatiddo foi avaliada através da comparagdo entre 0s
resultados obtidos pelo método proposto e o outro método previamente
desenvolvido no grupo (TAGLIARI et al., 2010), e os resultados estdo
apresentados na Tabela 2. Através do teste-t de Student néo foi observada
diferencga significativa (p > 0,05) entre os resultados.

Tabela 10 — Resultados referentes a exatiddo do método

. Meétodo proposto Método de comparacao
Concentracao o =
analisada (%) Recuperacdo  DPR Recuperagéo DPR
(%) (%) (%) (%)
80 97,27 0,45 96,36 0,37
100 96,26 0,13 95,36 0,36
120 101,34 0,45 100,24 0,54

A precisdo, que representa a dispersao de resultados entre ensaios
independentes repetidos de uma mesma amostra, foi estimada pelo DPR
(BRASIL, 2003). Os valores de DPR encontram-se dentro do critério de
aceitacdo de 5 % (BRASIL, 2003), sendo iguais a 0,7 e 0,8 % para
andlises intradia e interdia, respectivamente. O teor de TBF encontrado
nos trés diferentes dias foi equivalente (p > 0,05) com valores de 100,4 %
(intradia) e 98,2 % (interdia). Os ensaios de robustez demonstraram que
a resposta do método ndo foi influenciada por pequenas e deliberadas
modificacdes em condicGes do método. O percentual de farmaco
encontrado variou de 95,5 a 103,8 %, de 100,6 a 101,4 % e de 98,1 a
101,8, para alteragbes no comprimento de onda de deteccdo, na
temperatura do forno e no volume de injecao, respectivamente.

3.3 ESTUDOS DE FOTODEGRADAGCAO

Na Figura 20 é possivel observar a degradacdo do TBF sob a
condi¢do fotolitica em solugdo aquosa, metandlica e em acetonitrila. Estas
solucdes foram selecionadas em funcéo da solubilidade do farmaco. Em
todos os solventes testados os mesmos trés produtos de fotodegradacao
(PD) foram gerados sendo que em metanol houve degradacgéo mais rapida
(em menor tempo t90, Tabela 3). E interessante notar que a diminuicio
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do farmaco foi concomitante ao aparecimento e aumento do PD3. Por
outro lado, PD1 e PD2 atingiram sua percentagem méaxima aos 30
minutos e depois comecaram a diminuir. Cardoso (2000) observou que
ndo ocorre formacdo de produto de degradagdo quando amostras de TBF
sdo submetidas a luz com espectro de emissado entre 320 e 400 nm por 30
dias. Além disso, o principal produto de fotodegradacgéo identificado pela
autora corresponde ao isdmero Z do TBF, o qual apresenta diminuicéo da
atividade antifungica comparado ao isébmero E (CARDOSO, 2000).
Matysova e colaboradores (2006) elucidaram uma impureza e trés
produtos de degradacdo do TBF em cremes topicos ap0Os testes de
estabilidade de longo prazo. A impureza 1-metil-amino-metil-naftaleno
(MAMN) é matéria-prima de sintese do TBF. Os produtos p-terbinafina
e 0 4-metil-terbinafina foram identificados como derivados do
correspondente isdmero da matéria prima MAMN e o Z-terbinafina como
um potencial produto de degradacdo que ocorre durante estocagem da
formulacdo (MATYSOVA et al., 2006).

Figura 20 — Perfil de fotodegradagdo do TBF em metanol, acetonitrila e 4gua
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3.3.1 Determinacao da cinética de fotodegradacao do TBF

Os dados referentes a cinética de fotodegradacdo do TBF
demonstrados na Tabela 11. A estimativa matematica revelou uma reagéo

60
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de primeira ordem para a fot6lise em todas as solugdes testadas, indicando
gue a degradacdo é dependente da concentracdo dos reagentes.

Tabela 11 — Dados referentes a cinética de fotodegradacdo do TBF

Solvente empregado Ordem de reagéo tson (N)  toow (h)

Solugéo aquosa Primeira ordem 18,5 2,8

Metanol Primeira ordem 15,8 2,4

Acetonitrila Primeira ordem 19,7 3,0
4 CONCLUSOES

O método indicativo de estabilidade por CLAE demonstrou ser
capaz de separar o TBF de seus produtos de degradacdo, sendo validado
e considerado especifico, linear, sensivel, preciso, exato e robusto. O TBF
demonstrou ser labil frente a luz e a cinética de reacdo para esta condicéo
foi determinada como sendo de primeira ordem.

O conhecimento dos potenciais produtos de degradacdo do TBF
gerados sob condicdes de fot6lise e de sua cinética de degradacdo serdo
Uteis para determinacéo dos parametros durante o screening de cocristais
de TBF, bem como no estabelecimento das suas condi¢es de analise.
Através destes estudos foi possivel perceber que o farmaco deve ser
protegido da luz desde o inicio de todos os ensaios visando evitar a sua
degradacéo.
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CAPITULO IV

SAL OU COCRISTAL? O IMPACTO DA TECNICA DE
CARACTERIZAGCAO EM ESTADO SOLIDO NA
IDENTIFICACAO DE FASES CRISTALINAS
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1 INTRODUCAO

A cocristalizacdo representa uma estratégia de modificacdo de
solidos, visando ao aperfeigoamento das propriedades fisico-quimicas e
biofarmacéuticas de farmacos pouco soltveis (THAKURIA et al., 2013).
Quando comparados com outras formas solidas utilizadas na tecnologia
farmacéutica, os cocristais proporcionam uma maior diversidade de
entidades possiveis de serem produzidas, além de possibilitarem o
desenho da estrutura de interesse (RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004;
SHAN, ZAWOROTKO, 2008; NANGIA, BABU, 2011).

A producdo desses sélidos envolve a prévia avaliagdo das
interacdes supramoleculares dos grupos funcionais presentes nas
moléculas a fim de selecionar os coformers apropriados (HE et al., 2008;
FABIAN, 2009). Dentre as diversas técnicas de recristalizagao, destacam-
se a moagem assistida por solvente (LAG, do inglés liquid assisted
grinding) e a cristalizacdo por suspensdo (slurry), por se tratarem de
técnicas com ampla tendéncia a cocristalizacdo entre moléculas e por
proporcionarem rapidez de screening (SHAN; TODA; JONES, 2002;
ZHANG et al., 2007; TAKATA et al., 2008). Ainda, com relacdo a
obtencdo de monacristais, a técnica de cristalizacdo em gel demonstra-se
bastante promissora (DHANARAJ et al., 2010; CHOQUESILLO-
LAZARTE, D.; GARCIA-RUIZ, 2011).

O carvedilol (CAR) apresenta-se como um candidato em
potencial ao desenvolvimento de sistemas multicomponentes, uma vez
gue apresenta reduzida biodisponibilidade e baixissima solubilidade em
agua, sendo qualificado como classe Il no Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutico (SCB) (STROE; GHEORGHIADE, 2004; WU,
BENET, 2005; SWEETMAN, 2009).

A literatura apresenta diversos estudos recentes visando ao
aperfeicoamento das caracteristicas biofarmacéuticas do carvedilol,
dentre as quais se citam: a obtencéo de dispersdes solidas (PLANINSEK;
KOVACIC; VRECER, 2011; SHAMMA; BASHA, 2013); a prepara¢do
de sistemas intercalados com minerais de argila (LAKSHMI et al., 2010);
a producdo de filmes mucoadesivos orais (KAUR; KAUR, 2012;
MEHER et al., 2013); o desenvolvimento de micro e nanoparticulas
(RIEKES et al., 2011; VENISHETTY etal., 2012; ZHANG et al., 2013),
entre outras. Entretanto, ndo ha relatos de cocristais farmacéuticos
envolvendo o CAR, o que motivou a realiza¢do de um screening visando
obter cocristais do farmaco.

A selecdo dos coformers para o screening de cocristais foi
estabelecida levando-se em consideracdo a presenca de grupamentos



136

capazes de formar ligacGes de hidrogénio com a molécula de CAR.
Entretanto, diversos estudos presentes na literatura indicam que os valores
de pKa. do farmaco e do coformer sdo fatores determinante durante a
escolha dos componentes do cocristal, especialmente em casos de
espécies ionizaveis. De maneira geral, ocorrera a formacdo de um sal
entre um &cido fraco ou uma base fraca e o seu contra-ion se a diferenca
de pKa entre eles for maior do que trés unidades e ocorrera a formagéo de
um cocristal se a diferenca for menor que duas unidades. Alguns
refinamentos desta regra afirmam que existe uma “drea cinza” em
diferencas de pKa entre duas e trés unidades nao sendo possivel prever a
formagdo de sal ou cocristal nesta faixa (STAHL; WERMUTH, 2002;
BLACK et al., 2007; BOND, 2012; WILLIANS et al., 2013).

Neste sentido, o presente capitulo apresenta o screening e a
caracterizacdo no estado sélido com o objetivo de identificar novas fases
cristalinas de sistemas multicomponentes de CAR com varios coformers.

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

A matéria-prima de CAR foi obtida do fornecedor DEG
Importacdo de Produtos Quimicos LTDA, S&o Paulo, Brasil, lote
CA10005R. Os coformers utilizados para 0s experimentos (vide
estruturas pagina 52) e seus respectivos lotes e fabricantes estdo
apresentados no Quadro 2. Os coformers foram selecionados de acordo
com a presenca de grupamentos potencias formadores de ligacGes de
hidrogénio com a molécula do CAR.
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Quadro 2 — Lista dos coformers utilizados, com seus respectivos fabricantes e
lotes

Coformer (sigla) Fabricante Lote
Acido ascorbico (ACASC) LabSynth 141869
Acido benzdico (ACBENZ)  LabSynth 140407
Acido citrico (ACCIT) LabSynth 140103
Acido fumarico (ACFUM) LabSynth 134245
Acido oxalico (ACOXA) LabSynth 140282
Acido tartarico (ACTAR) LabSynth 141735
Alantoina (ALANT) Isp do Brasil 775
Cafeina (CAF) LabSynth 154575
Nicotina (NIC) LabSynth 140134
Piperazina (PIP) Vetec RV27604
Sacarina (SAC) Vetec 1006470

Acetonitrila e metanol grau CLAE foram obtidos de J. T. Baker
(Phillipsburg, Estados Unidos). Metanol e acetona grau P.A. foram
adquiridos de Hexis Cientifica (Jundiai, Brasil) e LabSynth (Diadema,
Brasil), respectivamente. O poliéxido de etileno (POE) 4.000.000 foi
adquirido de Sigma-Aldrich (St Louis, EUA). Todos 0s outros reagentes
utilizados séo de grau farmacéutico.

2.2 METODOS

Os grupos funcionais pertencentes ao CAR capazes de formar
ligacGes de hidrogénio englobam a hidroxila e a amina da cadeia central,
0 grupo amino do carbazol e ainda, os oxigénios da cadeia central e do
grupo metofenoxi. Com relacdo aos coformers utilizados para o
screening, os acidos benzoico, fumarico e oxalico apresentam o grupo
acido carboxilico que pode atuar como doador ou aceptor de ligacGes de
hidrogénio. Os &cidos citricos, tartirico e ascorbico, além de
apresentarem grupos acido carboxilico, apresentam hidroxila adicional.
A piperazina apresenta em sua estrutura dois grupos aminas secundarias
gue podem atuar como doadores ou aceptores de ligagdo de hidrogénio,
enquanto a amina terciaria da nicotina pode agir como aceptor destas
ligagBes. A presenca de aminas, amidas ou imidas potencias formadores
de ligacdo de hidrogénio séo encontradas na alantoina, cafeina e sacarina.
Desta forma, diferentes tipos de grupos funcionais foram considerados
durante a etapa de screening por cristalizacdo por LAG.
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2.2.1 Cristalizagdo por LAG

Esta técnica foi realizada em gral e pistilo com a adicdo de
pequenas quantidades de solvente (200 a 400 pL) e moagem durante o
tempo de 2 minutos. A proporcdo molar avaliada para todas as misturas
CAR:coformer foi 1:1 (n/n), a proporgdo em massa CAR:coformer foi
variavel, mas buscou-se obter uma massa total de aproximadamente 100
mg. Foram utilizados os coformers apresentados no Quadro 2 e os
seguintes solventes: acetona, acetonitrila e metanol, com base na sua
estrutura e polaridade.

2.2.2 Cristalizagdo por suspenséo (slurry)

Neste método, farmaco e coformer em proporcéao 1:1 (n/n) foram
suspensos no solvente (4 mL) e deixados sob agitagdo magnética e
temperatura ambiente durante 24 horas ou tempo necessario para
formacdo de amostra com caracteristicas finais esperadas. Os coformers
utilizados foram o &cido benzoico e o acido oxalico e os solventes
selecionados foram acetona, metanol e agua.

2.2.3 Cristalizacdo em gel

As condicdes definidas para esta técnica foram: gel de POE
4.000.000 5% (m/v), preparado com mixer, utilizando acetona:agua
(50:50) como diluente e inserido em tubos em U (Figura 21A). Em uma
das extremidades do tubo foi adicionada solugdo do CAR 1 mg/mL em
acetona:agua (50:50), enquanto na outra extremidade foi introduzida
solugdo do coformer (&cido benzoico — ACBENZ ou &cido oxalico —
ACOXA) na mesma mistura de solventes e mesma concentracdo que o
farmaco (Figura 21B). Finalmente, o tubo foi tampado e mantido em
capela a temperatura ambiente até cristalizagdo (30 dias) (Figura 21C).
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Figura 21 — Representacdo dos experimentos de cristalizagcdo em gel em tubo em
U: (A) tubo preenchido com gel de POE, (B) adicdo das solucfes contendo
farmaco ou coformer ao tubo preenchido com gel, (C) fechamento do tubo para
inicio da difuséo das solugdes no gel
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Fonte: Adaptado de Choquesillo-Lazarte; Garcia-Ruiz (2011).

2.2.4 Caracterizacao no estado sélido
2.2.4.1 Difracéo de raios X de p6 (DRXP)

Os difratogramas foram obtidos utilizando-se equipamento 6-6
D2 Phaser (Bruker), com radiag¢io de cobre Ka (A= 1,5418 A), operando
em corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV, equipado com detector de
cintilagdo unidimensional LINXEYE. As medidas foram realizadas a
temperatura ambiente, em porta amostras com cavidade, através de
varredura angular a 26 na faixa de 5° a 50°, com step angular de 0,091°/s.

2.2.4.2 Difragdo de raios X de monocristal (DRXM)

As medidas foram realizadas em difratdbmetro de monocristal
Bruker APEX Il DUQ, utilizando fonte de molibdénio, acoplada a um
monocromador de grafite (Ka = 0,71073 A), na temperatura de -100 °C.
As medidas foram registradas em varreduras phi e 6mega com exposic¢des
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de 30 s por quadro utilizando software APEX2 (BRUKER, 2005a). Os
dados coletados foram corrigidos por Lorentz e efeitos de polarizacéao e
por absorcdo utilizando método semi-empirico multi-scan SADABS
(BRUKER, 2005b). A estrutura foi resolvida por métodos diretos e
refinada aplicando o método dos minimos quadrados utilizando matriz
completa através dos softwares SIR97 (ALTOMARE et al., 1999) e
SHELXL97 (SHELDRICK, 1997), respectivamente. A figura da
estrutura molecular foi realizada utilizando o programa PLATON (SPEK,
2009). Os atomos de hidrogénio foram posicionados em suas posi¢cdes
idealizadas com distancias de 0,93 A para C-Ha, de 0,97 A para C-H, e
de 0,96 A para grupos C-Hs. Os valores de Ui, para os atomos de
hidrogénio foram fixados em 1,2 vezes (para compostos aromaticos e
metileno) e em 1,5 vezes (para metil) 0 Ueq do 4tomo carreador (C). Os
demais atomos além do hidrogénio foram refinados com parametros de
deslocamento anisotropico.

2.2.4.3 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

As curvas DSC contendo aproximadamente 1,5 mg das amostras
foram obtidas em célula Shimadzu DSC-50, utilizando cadinhos de
aluminio hermeticamente fechados. A faixa de temperatura analisada foi
de 40 a 220 °C, a uma razdo de aquecimento de 10 °C/min e sob atmosfera
dindmica de N2 de 50 mL/min. Os dados obtidos foram processados em
software TA-60. O equipamento foi previamente calibrado com indio
(ponto de fuséo: 156,6 °C, entalpia de fusdo = 28,54 J/g) e zinco (ponto
de fusdo 419,6 °C).

2.2.4.4 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (1V)

Os espectros IV foram obtidos em equipamento PerkinElmer
Frontier FI-IR, em uma faixa espectral de 650 a 4000 cm™, com uma
média de 4 varreduras em resolucdo espectral de 0,4 cm™.
2.2.4.5 Microscopia 6ptica (MO)

As andlises em microscopio Optico foram realizadas em

equipamento Olympus SZ61. As imagens foram capturadas com camera
digital Olympus SC30.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CRISTALIZAGAO POR LAG

Os estudos preliminares de cocristalizacdo foram conduzidos
através de LAG, utilizando-se sistema ndo automatizado e pequenas
quantidades de amostra. As misturas que passaram por processo de LAG
resultaram em amostras com padrdo de difracdo com discreto halo
amorfo, mas com reflexdes definidas. Uma vez que a acetona demonstrou
ser o solvente mais promissor, foi realizado screening de todos 0s
coformers selecionados apenas com este solvente.

A técnica de DRXP permite observar que dentre as amostras
avaliadas, a grande maioria compreende as fases CAR e coformer
segregadas. Apenas os cristalizados com acido benzoico e acido oxalico
apresentaram reflexdes distintas dos insumos (Figura 22), dando
evidéncias de se tratarem de novas fases cristalinas. Desta forma, analises
posteriores foram realizadas apenas com os sélidos obtidos com estes
coformers.

Figura 22 — Difratogramas comparando as amostras obtidas por LAG e o0s
insumos de partida. *As intensidades ndo estéo representadas equivalentemente
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A curva de DSC da amostra CAR:ACBENZ demonstrou um
evento Unico endotérmico caracteristico de fusdo em 155,4 °C e entalpia
de 135, 6 J/g (Figura 23). Este evento apresenta-se em temperatura
superior a fusdo do CAR (115,0 °C) e do ACBENZ (123,9 °C) sendo, em
conjunto com os dados obtidos por DRXP, um bom indicativo de
cocristalizacdo. Por outro lado, a amostra CAR:ACOXA apresentou dois
eventos de fusdo; o primeiro em 143,5 °C e o segundo em 192,1 °C
(Figura 24). A ocorréncia de duas endotermas nesta amostra pode sugerir
uma mistura de duas fases diferentes da fase cristalina dos insumos de
partida.
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Figura 23 — Curvas DSC comparando as amostras obtidas por LAG e 0s insumos
de partida. A — mistura farmaco coformer processada, B — carvedilol, C — acido

benzoico
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Figura 24 — Curvas DSC comparando as amostras obtidas por LAG e 0s insumos
de partida. A — mistura farmaco coformer processada, B — carvedilol, C — acido

oxalico
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As analises dos espectros no IV, apresentadas nas Figuras 25 e
26, demonstraram modificagdes em bandas caracteristicas para as
amostras processadas. Tanto o espectro do CAR:ACBENZ como do
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CAR:ACOXA apresentam divisdo e alargamento das bandas de absor¢édo
de O—H (em 3428 e 3448 cm™, respectivamente) e N-H (em 3183 e 3181
cm?, respectivamente). Especificamente para a amostra CAR:ACOXA
observou-se o0 aparecimento de uma nova banda em 1718 cm?
caracteristico de grupamentos carbonila. Este dado associado ao
desdobramento e deslocamento da banda referente ao grupo N-H do CAR
sugere que estes materiais estejam ligados por meio de interacGes de
hidrogénio.

A técnica de IV foi selecionada para a andlise da mistura fisica
do farmaco e coformer uma vez que a mesma possibilita a observagéo de
potenciais interagdes moleculares entre os compostos. Os espectros
obtidos para as misturas fisicas entre CAR e ACBENZ e entre CAR ¢
ACOXA (ambas na propor¢do molar de 1:1) revelaram sobreposi¢éo das
bandas de cada um dos compostos, indicando a inexisténcia de interacfes
fisicas entre farmaco e molécula utilizada como coformer nesta condicéo.
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Figura 25 — Espectros IV comparando as amostras obtidas por LAG, mistura
fisica (MF) e os insumos de partida. CAR:ACBENZ — mistura farmaco coformer
processada, CAR:ACBENZ MF — mistura fisica farmaco coformer
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Figura 26 — Espectros IV comparando as amostras obtidas por LAG, mistura
fisica (MF) e os insumos de partida, CAR:ACOXA — mistura farmaco coformer
processada. CAR:ACOXA MF — mistura fisica farmaco coformer
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3.2 CRISTALIZACAO POR SUSPENSAO (SLURRY)

A partir dos resultados promissores obtidos pela técnica de LAG,
foram selecionados os coformers ACBENZ e ACOXA para a obtencdo
de sistemas cristalinos com o CAR através de experimentos por slurry.
Esta técnica apresenta como vantagem a obtengdo de maior quantidade
de amostra e melhor reprodugéo lote-a-lote.

Os solventes organicos acetona e metanol foram selecionados
para a realizacdo dos experimentos com CAR:ACOXA. Por outro lado,
acetona e agua foram utilizados para obtencdo de CAR:ACBENZ. Porém,
da mesma forma que na cristalizagdo por LAG, o solvente de cristalizacdo
mais promissor foi a acetona.

Como podem ser observados na Figura 27, os difratogramas de
ambas as amostras resultantes da cristalizacdo por slurry demonstram
reflexdes distintas dos insumos de partida com evidéncias de se tratarem
de novas fases cristalinas. CAR:ACBENZ obtido por ambas as técnicas
apresentou difratogramas semelhantes, de modo que a mesma fase
cristalina pura de CAR:ACBENZ obtida por LAG é encontrada para esta
amostra. Para o sistema CAR:ACOXA, o difratograma da amostra obtida
pela técnica de slurry apresenta-se semelhante ao difratograma da
amostra CAR:ACOXA preparado por LAG.
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Figura 27 — Difratogramas comparando as amostras obtidas por cristalizagcdo em
suspenséo e os insumos de partida. (1) CAR:ACBENZ, (2) CAR:ACOXA
*As intensidades ndo estdo representadas equivalentemente.
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Como pode ser visualizado na Figura 28, a curva de DSC da
amostra CAR:ACBENZ demonstrou um Gnico evento endotérmico em
155,4 °C e entalpia de 136, 8 J/g. Estes dados sdo semelhantes aos
encontrados na analise térmica da amostra CAR:ACBENZ obtida por
LAG, confirmando em conjunto ao DRXP que as duas amostras
correspondem a mesma fase cristalina. Este resultado indica que para
provaveis sistemas cocristalinos entre CAR e ACBENZ a técnica de
obtencdo ndo demonstra ser um fator tdo impactante.

Por outro lado, a curva de DSC referente & amostra
CAR:ACOXA obtida por slurry apresentou um nico evento de fusdo em
194,7 °C (Figura 29). Este resultado ndo era esperado, uma vez que esta
amostra apresentou difratograma semelhante a amostra CAR:ACOXA
obtida por LAG e caracterizada como uma mistura de fases
multicomponentes. Este dado térmico confirma que CAR:ACOXA obtida
por slurry trata-se de um provavel sistema cocristalino em uma Unica fase,
ja que o evento de fusdo observado para esta amostra € Gnico, superior e
diferente das amostras cristalinas de partida. Com estes resultados,
sugere-se a partir de entdo que a mistura de fases multicomponentes
determinada para a amostra CAR:ACOXA obtida por LAG néo foi
detectada pela técnica de DRXP. Isto se deve provavelmente a presenca
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de uma fase cristalina minoritaria na amostra obtida por LAG e diferente
da fase cristalina Unica CAR:ACOXA obtida por slurry que é indetectavel
devido aos limites de deteccéo inferiores do DRXP (nunca inferiores a 5
%) (GAISFORD, 2012) em relagéo ao DSC. A confirmag&o de uma Unica
fase cristalina para a amostra CAR:ACOXA demonstra a vantagem da
utilizacdo da técnica de slurry frente a técnica de LAG, uma vez que esta
Gltima gerou mistura de fases cristalinas.

Figura 28 — Curvas DSC comparando as amostras obtidas por slurry e os insumos
de partida. A — mistura farmaco coformer processada, B — carvedilol, C — acido
benzoico

DsC
mw A

* endo

100 200

Temperatura °C



152

Figura 29 — Curvas DSC comparando as amostras obtidas por cristalizagdo em
suspensdo e os insumos de partida. A — mistura farmaco coformer processada, B
— carvedilol, C — &cido oxalico
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Os espectros de IV referentes as amostras CAR:ACBENZ e
CAR:ACOXA obtidos pela técnica de slurry sdo apresentados nas
Figuras 30 e 31, respectivamente. O sistema CAR:ACBENZ apresentou
espectro semelhante ao encontrado para a amostra CAR:ACBENZ
preparada por LAG. Este resultado confirma novamente que estas duas
amostras referem-se @ mesma fase cristalina. Para a amostra
CAR:ACOXA, a banda em 1718 cm observada para o sistema obtida
por LAG néo foi observada, bem como o desdobramento da banda N-H
em 3401,7 cmL. Entretanto, a banda referente ao grupamento N-H para a
amostra CAR:ACOXA obtida por slurry é observada em 3448,3 cm™.
Estes resultados demonstram novamente que esta amostra trata-se de uma
Unica fase cristalina. Além disso, pode-se sugerir que a fase cristalina de
CAR:ACOXA obtida por LAG e que estabelece ligaces de hidrogénio
entre 0 grupamento carbonila e o grupamento amina representa a fase
cristalina minoritéria que ndo é detectada pelo DRXP.
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Figura 30 — Espectros IV comparando as amostras obtidas por cristalizagdo em

suspensdo e os insumos de partida. CAR ACBENZ — mistura farmaco coformer
processada.
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Figura 31 — Espectros IV comparando as amostras obtidas por slurry e 0s insumos
de partida CAR ACOXA — mistura farmaco coformer processada
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3.3 CRISTALIZAGAO EM GEL

Considerando-se os resultados obtidos pelas técnicas de LAG e
slurry que apresentaram fortes indicativos de obtencdo de nova fase
cristalina, os mesmos coformers (ACBENZ e ACOXA) foram
submetidos a cristalizagdo em gel com 0 CAR, visando a obtengdo de um
monocristal para elucidagdo estrutural e confirmacdo da identidade da
nova fase cristalina obtida.

Para o sistema CAR:ACBENZ a obtencdo de monocristais nao
foi possivel, uma vez que ocorreu solubilizacdo dos componentes no
polimero.
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Em contrapartida, para o sistema CAR:ACOXA, observou-se a
migracéo do farmaco e coformer no gel, onde o ACOXA difundiu mais
rapidamente, resultando na obtencdo de cristais aciculares de espessura
fina mais proximos a extremidade onde foi inserida a solu¢do do CAR
(Figura 32). As imagens obtidas através de microscopia Optica de luz
polarizada estéo ilustradas na Figura 33 e confirmam o habito acicular
dos cristais além de sua natureza monocristalina.

Figura 32 — (A) Imagens referentes aos cristais de CAR obtidos por cristaliza¢do
em gel em tubo em U, (B) ampliac&o da regido do tubo contendo os monocristais
aciculares.

Figura 33 — Imagens de microscopia Optica referente aos monocristais de CAR
obtidos por cristalizacdo em gel (A) com luz polarizada, (B) sem luz polarizada.
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Estes cristais foram entdo isolados do gel e submetidos a analise
de DRXM. A representacdo ORTEP da unidade assimétrica do
CAR:ACOXA ¢ apresentada na Figura 34. O composto cristaliza em um
sistema ortorrdmbico de grupo espacial Pbca apresentando uma molécula
de CAR e uma molécula de ACOXA na unidade assimétrica. Dados
cristalograficos adicionais encontram-se resumidos na Tabela 12.

Figura 34 — Representacdo ORTEP da unidade assimétrica do CAR:ACOXA
mostrando os atomos rotulados e 50 % de probabilidade de elipsoides.
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Tabela 12 — Parametros cristalograficos do CAR:ACOXA.

Férmula empirica C26H26N20s
Peso molecular (g/mol) 446,49

Sistema cristalino Ortorrémbico
Grupo espacial Pbca

a(A) 19,760(2)

b (A) 6,8377(6)

c(A) 33,121(3)

a(®) 90

B () 90

v (%) 90

V (A% 4475,1(7)

z 8

Dealc (g/CmB) 1,325
Coeficiente de absorcdo (mm™?) 0,092

FOO00) 1888

Tamanho do cristal (mm) 0,02 x 0,08 x 0,24
Cor Incolor
Temperatura (° K) 173(2)
Radiagio, A (A) Mo Ka, 0,71073
Reflexdes medidas 24286
Reflexdes independentes 7050 (Rint = 0,0420)
Parametros refinados 315

Adequacio de ajuste em F? 0,963

. . R:1 =0,0473
Indices R finais [l > 20 (1)] WR, = 0,1171
. R: = 0,0846
Indices R (todos os dados) WR, = 0,1558

A molécula de CAR esta ligada ao ACOXA através de ligacOes
de hidrogénio e também existe outra ligacdo de hidrogénio intramolecular
(Tabela 13 e Figura 35).

A diferenca entre as distancias de ligagdo C-O do grupo
carboxilato do &cido oxalico d(1,2584) e d(1,2504) é bem pequena Adc-o
= 0,008 A e o valor do angulo 0 é 126,15(16), 0 que indica uma
transferéncia de protons do acido (grupo —COOH) para a molécula de
CAR, caracterizando o s6lido como um sal (MARTIN et al., 2013;
CHADHA et al., 2014).
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Tabela 13 — Ligagdes de hidrogénio respectivas ao CAR:ACOXA (A e °).

D-H..A dD-H) d(H..A) d(D..A)  <(DHA)
02-H20...05 0,92 1,70 2,6106 (14) 172
N2-H2NA...04 0,87 2,27 2,9698 (14) 137
N2-H2NA...02 0,87 2,31 2,7578 (15) 112
N2-H2NB...06" 0,93 1,78 2,7056 (15) 169

Transformagdes de simetria usadas para gerar &tomos equivalentes:
ax, y+l,z
bx+1, -y+1, -z

Figura 35 — Ligages de hidrogénio no sal oxalato de carvedilol.

A Figura 36 apresenta o padréo de difracdo de raios X de p6
calculado e experimental referentes a amostra CAR:ACOXA obtida por
slurry. Ambos padrdes de difracdo apresentam os mesmos picos de Bragg
e as principais reflexdes aparecem em 5,36; 11,60; 16,04; 17,96; 18,88;
21,60; 22,36 € 26,60 °. De acordo com a Farmacopeia Americana (USP,
2011), a diferenciacdo entre amostras teste e a amostra referéncia é
estabelecida por difracdo de raios X de p6 se os angulos de espalhamento
das reflexdes mais intensas obtidas a partir do material de referéncia
variam em * 0,10 °, enquanto as intensidades relativas podem variar
consideravelmente, indicando orientacéo preferencial. Assim, é possivel
afirmar que a amostra obtida por slurry apresenta a mesma estrutura
cristalina do monocristal obtido pela cristalizacdo em gel, indicando
tratar-se de sal de CAR:ACOXA. As diferencas de intensidade dos picos
de difracdo sdo provenientes da orientacdo preferencial da amostra
experimental.
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Figura 36 — Difratogramas da amostra CAR:ACOXA obtida por slurry e o padrdo
calculado do CAR:ACOXA.
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Com relagdo ao espectro IV da amostra CAR:ACOXA, o
deslocamento e modificacdo da banda de absor¢do N-H em 3448,3 cm™*
apresentada na Figura 31 pode ser atribuida as novas ligagdes de
hidrogénio que foram identificadas pela técnica de DRXM e ilustrada na
Figura 35. Desta forma, as andlises de 1V juntamente com os resultados
de DRXM e o padrdo de raio X calculado confirmam a identidade da
amostra CAR:ACOXA como sal oxalato de CAR.

Estes resultados corroboram com os relatos da literatura que
indicam que, de maneira geral, ocorrera a formagdo de um sal entre um
acido fraco ou uma base fraca e o0 seu contra-ion se a diferenca de pK,
entre eles for maior do 3 unidades (STAHL; WERMUTH, 2002; BLACK
et al., 2007; BOND, 2012; WILLIANS et al., 2013). O CAR é uma base
fraca e apresenta um pKa proximo a 8, enquanto o acido oxalico é um
acido diprético e apresenta dois valores de pKa 1,2 e 4,2, sendo assim
esperada a formacao de um sal entre ambos.

O mesmo ocorre com relagdo ao ACBENZ que apresenta pKa
4,2. Embora ndo tenha sido possivel a obtencdo de um monocristal com
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o sistema CAR:ACBENZ, a comparacdo dos espectros de IV referentes a
esta amostra e 0 apresentado na patente US 7750036 (BROOK et al.,
2010) (Figura 37) corrobora também na confirmacéo da identidade da
amostra como um sal CAR:ACBENZ.

Figura 37 — Espectros 1V (1) Patente do sal benzoato de CAR (2) amostra
CAR:ACBENZ obtida por slurry
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Fonte : (1) BROOK et al. (2010).

Assim, optar pela obtencdo de um sal ou cocristal durante as
etapas de desenvolvimento de formas farmacéuticas dependera muito das
caracteristicas fisico-quimicas inerentes aos componentes destes solidos.
Ainda, a caracterizacdo em estado solido é fundamental para correta



161

identificacdo da fase cristalina e a avaliagdo prévia de outras variaveis
além da complementaridade molecular, em especial a diferenca de pKa
entre os componentes, demonstra-se essencial para a formagéo do sistema
multicomponente desejado.

A formacdo de sais € amplamente empregada na industria
farmacéutica visando o aumento da solubilidade aquosa e da taxa de
dissolucdo de farmacos ionizaveis em relagdo ao &cido ou base livre
correspondente (BLACK et al., 2007; SERAJUDDIN, 2007). Para as
formas farmacéuticas solidas, desde a década de 50 encontram-se estudos
demonstrando maior taxa de dissolugdo para sais com relagdo a sua forma
livre em meios simulando o pH do trato gastrointestinal (GI). Atribuiu-se
este aumento a maior solubilidade do sal na camada de difusdo aquosa em
torno do so6lido (NELSON, 1957; NELSON, 1958). Neste ambito, para
ter-se uma ideia da importancia da formagdo de sais, das 37 novas
entidades quimicas registradas pelo FDA entre maio de 2013 a maio de
2014, 49 % delas referem-se a sais (FDA, 2014).

A literatura relata exemplos de sais oxalatos e benzoatos que
aumentam significativamente a solubilidade de farmacos. Os sais oxalato
de cetoconazol, oxalato de mebendazol, oxalato de haloperidol e benzoato
de sertralina aumentaram 53; 1,3; 313 e 90 vezes, respectivamente, a
solubilidade em relacdo ao farmaco livre (SERAJUDDIN, 2007; CHEN
et al., 2012; MARTIN et al., 2013; HSIEH et al., 2014). Desta forma, a
obtencdo dos sais CAR:ACOXA e CAR:ACBENZ demonstra-se bastante
promissora no aprimoramento da solubilidade do CAR. Os estudos de
solubilidade e taxa de dissolucéo para estes sélidos devem ser feitos com
cautela afim de evitar a conversdo do sal para sua forma acido ou base
correspondente durante o ensaio e que pode também ocorrer apos
administragdo oral no fluido Gl resultando na precipitacdo do farmaco
(SERAJUDDIN, 2007).
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4 CONCLUSOES

As técnicas de cristalizacdo por LAG e slurry permitiram a
obtencdo e a caracterizacdo de materiais de fases cristalinas distintas com
os coformers acido benzoico e &cido oxalico. Entretanto, especificamente
para o sistema CAR:ACOXA, a técnica de slurry demonstrou ser mais
promissora, uma vez que permitiu a obtencao de uma Unica fase cristalina
em oposicao a mistura de fases obtida por LAG. Por outro lado, ambas
técnicas foram bem sucedidas na obtencdo de uma Unica fase cristalina
para os sistemas CAR:ACBENZ. A cristalizacdo em gel realizada em
tubo em U demonstrou ser uma técnica promissora na obtencdo de
monocristais de sistemas multicomponentes. A analise estrutural do
CAR:ACOXA aliada aos resultados da caracterizacdo pelas técnicas de
DSC e IV, também realizadas para 0 CAR:ACBENZ, revelaram que as
amostras ndo eram compostas por cocristais, mas permitiram a
identificacdo destes sistemas como sais de CAR. Estes resultados
enfatizam a importancia de avaliar ndo somente a complementaridade
molecular entre farmaco e coformer durante a escolha dos componentes
do cocristal para realizacdo de um screening, mas sim considerar outras
caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos. Ainda, ressalta-se a
importancia da caracterizagdo no estado sélido na identificacdo das fases
cristalinas de sistemas multicomponentes. Finalmente, cabe mencionar
que a determinacdo da solubilidade dos sais obtidos em comparacdo ao
farmaco puro esté sendo realizada para confirmacdo do aperfeicoamento
das caracteristicas fisico-quimicas do CAR.
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CAPITULO V

MECANISMO E PREDICAO DA SOLUBILIDADE DE
COCRISTAIS COMPOSTOS POR FARMACOS DO TIPO BASE
FRACA E COFORMERS ACIDOS
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1 INTRODUCAO

As interagOes dos cocristais em solucgdo representam um grande
impacto na capacidade de se entender e modelar a solubilidade destes
sistemas. Sabendo-se que o0s cocristais farmacéuticos aumentam
significativamente a solubilidade de farmacos, a escolha do método para
determinar este parametro é essencial para a correta medida do mesmo
(GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009). Embora os métodos
cinéticos sejam bem aceitos e amplamente empregados na determinacao
da solubilidade e velocidade de dissolucao de farmacos (DONATO et al.,
2008; CARINI et al., 2009; GILCHRIST; LETCHFORD; BURT, 2012;
RIEKES et al., 2014) eles podem ndo ter 0 mesmo sucesso quando
aplicados aos cocristais. Muitos cocristais de interesse farmacéutico
aumentam a solubilidade do farmaco em tamanha extensdo tal que o
cocristal converte rapidamente para a forma menos soltvel do farmaco
durante os ensaios de solubilidade ou dissolugdo (Figura 38) podendo
resultar em valores inexatos e subestimados. Quanto mais sollvel um
cocristal for, maior é o risco de erro em medidas de solubilidade por
métodos cinéticos (BETHUNE et al., 2009; ROY; LIPERT;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012). A concentracdo maxima atingida
durante estes experimentos é determinada pela taxa de dissolugdo do
cocristal e a cristalizacdo da forma mais estavel do farmaco.

Figura 38 — Representacdo de medidas de solubilidade por método cinético para
cocristais que apresentam conversdo rapida e lenta para a forma do farmaco mais
estavel.

Conversao lenta

Conversao rapida

Concentragio do farmaco

Tempo
Fonte: Adaptado de Roy; Lipert; Rodriguez-Hornedo (2012).
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Neste ambito, estudos recentes demonstram que 0s métodos de
equilibrio termodindmico sdo mais confiaveis na determinacdo da
solubilidade de cocristais. Estes métodos envolvem reagdes de equilibrio
de fases em solucdo que, neste contexto, englobam as fases liquida e
solida (ROY; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012). Através
destas reacdes é possivel estabelecer equagdes que predizem e descrevem
a solubilidade de cocristais de diferentes estequiometrias. Modelos
matematicos que descrevem a solubilidade de cocristais formados por um
ou mais compostos ionizaveis sao apresentados na literatura (BETHUNE
et al.,, 2009); entretanto, estudos da solubilidade de cocristais que
apresentem em sua composicao farmaco que seja base fraca e coformer
acido, em diferentes estequiometrias, e a confirmacgéo do poder preditivo
destas equacdes, sdo escassos.

A proposta inicial foi estudar cocristais de carvedilol. No entanto,
como foram obtidos sais de carvedilol com os coformes estudados
(Capitulo 4), utilizou-se a nevirapina (NVP) como farmaco modelo, tendo
em vista que este antirretroviral é uma base fraca de pK, 2,8. Além disso,
Caira e colaboradores (2012) ja haviam obtido cocristais da NVP com o
acido maleico (pKa 1,9 e 6,6), a sacarina (pKa, 1,8) e o acido salicilico
(pKa 3,0), cujas solubilidades foram avaliadas por métodos cinéticos.

Assim, este capitulo apresenta o desenvolvimento de equacdes que
descrevem a solubilidade de cocristais de NVVP em termos de constantes
de equilibrio associado a ionizacdo dos seus componentes em solucéo,
incluindo a geragdo de diagramas de fase para determinar os descritores
de solubilidade destes sistemas e, finalmente, a avaliacdo do poder
preditivo destes modelos através da comparacdo dos valores calculados
com 0s experimentais.

Destaca-se que estes estudos foram realizados na Universidade de
Michigan, durante o periodo de estagio sanduiche, sob supervisao da Prof?
Dr2 Nair Rodriguez-Hornedo.
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2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

A matéria-prima de NVP foi gentilmente recebida por doacdo do
Laboratério de Sistemas Farmacéuticos Avancados (LaSiFa) da
Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil, registro 55071, lote
155875/RM:47.011. Os coformers acido maleico (MLE) lote 09004LH e
acido salicilico (SLI) lote 055K5429 foram obtidos do fornecedor Sigma
Chemical Company (Saint Louis, EUA). A sacarina (SAC) lote
A014870201 foi adquirida do fornecedor Acros (Geel, Bélgica) e os
solventes cloroférmio e pentanol foram obtidos de Fischer Scientific
(Otawa, EUA). Todos os outros reagentes utilizados sdo de grau
farmacéutico.

2.2 METODOS
2.2.1 Definicao de modelos matematicos

Os modelos matematicos foram derivados considerando-se as
reacdes de equilibrio quimico em solucdo e a relagdo de Henderson-
Hasselbach (BUTLER, 1964).

2.2.2 Técnica de recristalizacdo para obtencdo do hemihidrato de
NVP (NVPHH)

Uma solucéo contendo 2 g de NVP anidra em 90 mL de etanol
foi aquecida até 75 °C em chapa quente sob agitagdo magnética. Uma vez
gue a solugdo atingiu esta temperatura, foram adicionados gradualmente
135 mL de agua. A solucdo foi mantida em repouso para resfriamento até
atingir temperatura ambiente e entdo foi filtrada a vacuo em filtros de
papel qualitativo Whatman® (STIEGER et al., 2010). A caracterizagdo
da amostra obtida foi realizada por DRX e DSC.

2.2.3 Cristalizagéo por reagao

A sintese dos cocristais foi realizada pela técnica de cristalizagéo
por reacdo em temperatura ambiente através da adicdo de misturas
estequiométricas de NVP e coformer em solucdes de coformers proximas
a saturacdo (RODRIGUEZ-HORNEDO et al., 2006). NVP-MLE e NVP-
SLI foram preparados em cloroférmio enquanto NVP-SAC foi preparado
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em pentanol. As suspensfes obtidas foram filtradas em filtro de papel
qualitativo Whatman® sob vacuo e a identidade das amostras foi
confirmada por DRXP e DSC. A selecdo dos coformers e dos solventes
foi feita de acordo com o descrito por Caira e colaboradores (2012).

2.2.4 Difrac0es de raios X de p6 (DRXP)

Os padrbes de DRXP dos cocristais e da amostra NVP HH foram
obtidos em difratbmetro Rigaku Miniflex (Danvers, MA, EUA) com uma
radiagdio de cobre Ka (A = 1,5418 A), operando em uma corrente de 15
mA e voltagem de 30 kV. As medidas foram realizadas & temperatura
ambiente, através de varredura angular a 26 na faixa de 2° a 40°.

2.2.5 Calorimetrias exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC contendo aproximadamente 1,5 mg das amostras
foram obtidas em célula TA Instrument (Newark, DE, EUA), utilizando
cadinhos de aluminio hermeticamente fechados. A faixa de temperatura
analisada foi de 25 a 300 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min e
sob atmosfera dindmica de N, de 50 mL/min.

2.2.6 Cromatografias liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises foram realizadas em cromatografo liquido de alta
eficiéncia Waters 2690/5 (Milford, MA, EUA) com detector Waters PDA
2996 (fixado em 240 nm). Foi utilizada uma coluna de fase reversa Cis
Waters (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e o sistema mantido a temperatura de
25+ 1 °C. Uma pré-coluna (4,0 mm x 3,0 mm) foi utilizada para proteger
a coluna analitica. As areas dos picos foram integradas automaticamente
através do software Empower™, A fase mével consistiu numa mistura de
metanol:tampédo fosfato 10 mM com pH ajustado para 2,5 com &cido
fosférico (85 %) e eluida de diferentes maneiras dependendo do cocristal
analisado. Para os cocristais de NVP-SLI a eluicdo foi isocratica e a
composicdo foi 50:50 metanol:tampéo fosfato. Por outro lado, para os
cocristais NVP-SAC e NVP-MLE a eluicéo foi gradiente de acordo com
0 apresentado na tabela 14. As analises foram realizadas com fluxo de
1,0 mL/min e o volume de injecéo foi 20 pL.
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Tabela 14 — Eluicéo gradiente do método de CLAE utilizado para a quantificacéo
dos componentes dos cocristais NVP-SAC e NVP-MLE.

Tempo (min) Metanol (%) Tampao (%0)? Eluicdo
0-4 30 70 Isocratica
4-10 30-50 70-50 Gradiente linear
10-11 50 50 Isocratica
11-15 50-30 50-70 Gradiente linear

@ Tampao fosfato 10 mM pH 2,5
2.2.7 Medidas dos pontos eutéticos e da solubilidade dos cocristais

Os estudos do ponto eutético foram realizados em agua e em
tampdes com pHs 1,2 e 4,5 preparados de acordo com a Farmacopeia
Americana (USP, 2011). Excessos de NVPHH e cocristal foram
adicionados a 3 mL de cada solu¢do e mantidos sob agitacdo magnética a
25 °C+ 0,2 °C até atingirem o equilibrio. Em intervalos de 24, 48 e 72
horas, aliquotas de 0,5 mL foram coletadas e centrifugadas em tubos para
centrifuga contendo filtros de acetato de celulose 0,45 um durante 3
minutos em 9000 rpm. A fase liquida foi diluida em metanol e as
concentracBes de NVP e coformers foram quantificadas por CLAE
enquanto a fase sélida foi analisada por DRXP. Estes experimentos foram
realizados em triplicata. As solubilidades dos cocristais foi obtida a partir
das concentragdes dos componentes dos cocristais no ponto eutético de
acordo com as equagoes:

Scocristal1:1 = \/[NVP]eu[COF]eu (8)

3 ’ NVP] oy 2[COF] ey
Scocristal 2.1 = 2 ( %) 9)

2.2.8 Solubilidade da NVPHH

A solubilidade da NVPHH em pH 1,2 e 4,5 foi determinada a
partir da adicdo de um excesso de farmaco nos meios e foram mantidos
sob agitagdo durante 48 horas a temperatura de 25 + 0,2 °C. Apo6s
intervalos de 24 e 48 horas, aliquotas de 0,5 mL foram coletadas e
centrifugadas em tubos para centrifuga contendo filtros de acetato de
celulose 0,45 pm durante 3 minutos em 9000 rpm. A fase liquida foi
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diluida em metanol e analisada por CLAE. A fase s6lida foi verificada
por DRXP para garantir que nao houve transi¢do de fase durante o ensaio.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O equilibrio em solucdo de um cocristal é descrito pelo produto
de solubilidade (Ksp) € a sua solubilidade diminuird com o aumento da
concentracdo do coformer em solu¢do. Se um ou mais componentes do
cocristal for ionizavel, o equilibrio acido ou basico também deve ser
respeitado (NEHM; RODRIGUEZ-SPONG; RODRIGUEZ-HORNEDO,
2006; JAYASANKAR et al., 2009). Descrever as equagdes de equilibrio
para a dissociagdo do cocristal e a ionizagdo dos componentes é a primeira
etapa para avaliar a termodindmica do processo. Desta forma,
considerando-se um cocristal RH2A na estequiometria 1:1, onde R é 0
farmaco basico e o coformer é H,A, um &cido diprético, as reagdes de
equilibrio para a dissociacdo do cocristal e a ionizacdo do farmaco e
coformer séo:

RHZAsélido = Rsolugﬁo + HZAsolugao
Ksp = [R][HZA] (10)
H,A = HA™ + H*

[HAT] [H*]

Ka1,m,a = Al (12)

HA- = HY+ A2

[H*][A7%]
Koz hya = THA] (12)
RH* =R+ HY

_ [RI[H*]
Kar = [RH*]

(13)

Em que Ksp é 0 produto de solubilidade do cocristal e K, é a
constante acida. As espécies sem subscritos indicam fase em solucéo.
Cabe destacar que as andlises aqui apresentadas assumem o
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comportamento ideal com concentragdes substituindo a atividade nas
constantes de equilibrio. Tratam-se de aproximag6es com o propdsito de
estabelecer tendéncias gerais e desconsideram a complexacao, interacfes
ibnicas e interagdes solvente-soluto que devem ser avaliados para uma
andlise mais rigida, particularmente em concentra¢fes mais altas e com
maior forca idnica.

A concentracdo éacida analitica ou total considera as espécies

ionizadas e ndo ionizadas e é dada por:

[Al; =H,A+ HA™ + A2 (14)

Enquanto a concentracdo analitica ou total do farmaco base
fraca é:

[Rlr = [R] + [RH] (15)

Através da substituicdo de [H,A], [HA™] e [A™] das equagdes 10,
11 e 12, a equacdo 14 pode ser rearranjada em:

K Ka;, Kas, Kaz,
1= 5 1+ S Rt =

A substituicdo de [R] e [RH*] da equacdo 13 na equagdo 15
resulta em:

[R] = [Rlr (1+ 72%) (17)

Para um cocristal binario na razdo molar 1:1, a solubilidade é
igual a concentracéo total de farmaco ou coformer em solucéo,

Scc =[Alr =I[R]r (18)

Entdo, a equacdo 16 pode ser reescrita em:

Ht Ka, KaiHy4Kaz,
Scocrystal = \/Ksp (1 + ! ]) R I L)

Kar
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Por outro lado, se considerarmos um cocristal binario na
estequiometria 2:1, onde R é o farmaco bésico e HA o coformer é&cido
monoprético, as reacdes de equilibrio para a dissociagéo do cocristal e a
ionizagéo do farmaco e coformer séo:

R,HA =2R+ HA
Ksp = [R]Z[HA] (20)
HA = [H*] +[A7]

_[H][AT]
Kana = = (21)

A concentracdo acida analitica ou total é dada por:

[Alr = [HA] + [A7] (22)

A ionizag8o do farmaco e sua concentragdo analitica ou total
continuam de acordo com as equagBes 13 e 15, respectivamente. A
substituicdo das espécies acidas das equacdes 20 e 21 na equacdo 22
resulta em:

Ks Kaq,
[Alr = g (1+ ) (23)

Para um cocristal binario na razdo molar 2:1, a solubilidade é
igual a metade da concentracéo total de fArmaco ou total do coformer em
solucdo,

1
Scc = [A]r =5[R]r (24)

Assim, a equacgdo 23 pode ser reescrita em:

3K a4 \? Kg
Scocristal = \/Tp (1 + ﬁ) (1 + [Hilf) (25)

As equacdes 18 e 25 preveem o aumento da solubilidade do
cocristal com o aumento do pH e sua dependéncia com 0s respectivos
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valores de Ks, e dos pKa dos coformers e farmaco. Isto indica que se o
valor de Ky, for obtido, a solubilidade dos cocristais pode ser calculada
em qualquer pH, assim como, se a solubilidade do cocristal for obtida em
um pH, o Ksp pode ser calculado pelas equagdes 18 e 25. Ainda, enquanto
as espécies HA ou H2A ionizam de acordo com o seu pKa e 0 pH da
solucdo, mais cocristal dissolve para manter o equilibrio de dissociagéo e,
desta forma, aumenta a concentragdo de fA&rmaco em solugdo. Uma vez
gue as estabilidades de farmaco e cocristal sdo criticas para predizer as
transformacfes que podem ocorrer durante o desenvolvimento de uma
forma farmacéutica, o produto de solubilidade é importante para o
desenvolvimento de diagramas de solubilidade de fase, o qual € capaz de
revelar as regides de estabilidade termodindmica de cristais uni ou
multicomponentes (REDDY et al., 2009).

Desta forma, os modelos matematicos aqui derivados para a
solubilidade de cocristais foram aplicadas para os cocristais de NVP com
acido maleico, sacarina e &cido salicilico descritos por Caira e
colaboradores (2012), uma vez que estes cocristais apresentam diferentes
estequiometrias e 0s seus componentes apresentam-se como modelo de
farmaco base fraca e coformers acidos monopréticos e dipréticos. Para a
obtencdo dos cocristais utilizou-se a técnica de cristalizacdo por reacdo, a
gual foi desenvolvida e encontra-se consolidada no laborat6rio da Dr?
Rodriguez-Hornedo. Para o estudo do ponto eutético e solubilidade dos
cocristais, a forma cristalina termodinamicamente mais estavel do
farmaco deve ser utilizada. Neste caso, foi necessario o preparo da
NVPHH (forma mais estavel), pois a forma disponivel comercialmente é
a NVP anidra (forma menos estavel).

A técnica de DRXP permite observar que a recristalizacdo
realizada na obtengdo da NVPHH foi bem sucedida assim como a
cristalizacdo por reacdo foi na obtencdo de cocristais de NVP. A NVPHH
recristalizada apresenta em seu difratograma as principais reflexdes
observadas no seu padrdo de difracdo calculado (Figura 39). Como
apresentado na Figura 40, as reflexGes das amostras NVP-MLE, NVP-
SAC e NVP-SLI obtidas séo coincidentes com as reflexdes dos padrbes
de difracdo calculados (CAIRA et al., 2012) para 0s respectivos
cocristais. Embora nem todas as reflexdes sejam observadas devido a
orientacdo preferencial das amostras, ndo ocorrem reflexdes adicionais.
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Figura 39 — Difratogramas comparando a amostra obtida por recristalizacéo da
NVP em etanol:agua e o padréo de difragdo calculado da NVPHH.

-
—

NVPHH Experimental

Intensidade (UA)

—

NVPHH Calculado

2 Theta



181

Figura 40 — Difratogramas comparando as amostras obtidas por cristalizagdo por
reacdo e os padrdes calculados dos cocristais NVP-MLE, NVP-SAC e NVP-SLI.
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As curvas DSC obtidas para a matéria-prima recristalizada da NVP
e as amostras obtidas por cristalizacdo por reacdo estdo ilustradas nas
Figuras 41 e 42. Como pode ser verificado, a amostra recristalizada
apresenta um evento de perda de solvente em 129,8 °C com calor de fuséo
de 46,08 J/g seguido de um evento de fusdo em 246,4 °C com calor de
fusdo de 138,6 J/g (Figura 41). Estes resultados ao encontro dos valores
reportados previamente na literatura (STIEGER et al., 2010) e reforcam
os resultados obtidos por DRXP referentes a NVPHH.

Figura 41 — Curva de DSC referente a matéria-prima recristalizada da NVP.
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As amostras obtidas por cristalizacdo por reacdo apresentaram
eventos de fusdo de acordo com o estudo apresentado por Caira e
colaboradores (2012), onde os cocristais de NVP foram descobertos e
caracterizados pela primeira vez. Os eventos de fusdo podem ser
observados nas Figuras 42, 43 e 44 e apresentam-se em 187 °C (257,7
J/g), 220 °C (135,0 J/g) e 205 °C (203,5J/g) para NVP-MLE, NVP-SAC
e NVP-SLI, respectivamente. Na curva DSC do cocristal NVP-MLE,
além do evento principal em 187 °C referente a fusdo do cocristal,
observa-se uma endoterma menor em 241,5 °C, proxima a temperatura de
fusdo da NVP (243-246 °C). Este evento também foi observado no estudo
de Caira e colaboradores (2012), que realizaram analises complementares
de microscopia hot-stage e DRXP com varia¢do de temperatura e assim
justificaram que a medida que o cocristal funde ocorre a liberagdo das
moléculas de NVP da rede cristalina que, entdo livres, recristalizam-se no
mesmo arranjo da fase cristalina do material de partida. Por outro lado, as
moléculas de MLE livres permanecem fundidas e sdo entdo
subsequentemente vaporizadas. Uma vez que a fusdo do cocristal e a
recristalizacdo da NVP ocorrem simultaneamente na faixa de 170-200 °C
e ha o cancelamento parcial dos eventos endotérmicos e exotérmicos,
nenhum evento exotérmico de recristalizacdo ¢ evidente nesta regido da
curva DSC. Desta forma, o evento observado em 2415 °C pode ser
atribuido & NP livre liberada do cocristal. Todos os resultados de DSC
também vdo ao encontro aqueles obtidos por DRXP referentes aos
cocristais de NVP com os coformers MLE, SAC e SLI.
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Figura 42 — Curva de DSC referente a amostra obtida por cristalizagdo por reagdo
para o sistema NVP-MLE
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Figura 43 — Curva de DSC referente & amostra obtida por cristalizagéo por reagéo
para o sistema NVP-SAC.
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Figura 44 — Curvas de DSC referentes as amostras obtidas por cristalizagdo por
reacdo para o sistema NVP-SLI.
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O produto de solubilidade (Ksp) dos cocristais obtidos foi
calculado a partir das equagdes 8 (NVP-MLE, cocristal 1:1) e 18 (NVP-
SAC e NVP-SLI, cocristais 2:1) utilizando-se as concentra¢es medidas
dos componentes dos cocristais no ponto eutético em agua, considerando-
se apenas as espécies ndo ionizadas, estes valores estdo apresentados na
Tabela 15.

Tabela 15 — ConcentragOes das espécies ndo ionizadas de NVP e coformers, Ksp
concentracédo hidrogenidnica obtidas das medidas no ponto eutético em agua

Cocristal [NVPolew (M)  [COFoleu (M)  Ksp(MZou M3)  [H*] (M)

NVP-MLE 1,19x10* 1,42x10" 1,70x10° 4,67x1072
NVP-SAC 2,73x10* 1,41x10°3 1,05%x10%° 3,71x10%3
NVP-SLI 2,22x10* 7,34x10* 3,63x10"* 6,76x10*

O célculo das concentractes das formas ndo ionizadas considera
as reacdes de equilibrio quimico em solucéo e a relacdo de Henderson-
Hasselbach e encontram-se ilustradas nas Figuras 45, 46 e 47. Observa-
se que a concentragdes das espécies ndo ionizadas diminui com o0 aumento
do pH para os coformers &cidos e o inverso é observado para a NVP,
farmaco base fraca.
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Figura 45 — Diagrama de concentragdes logaritmicas das espécies ionizadas e ndo
ionizadas da NVP e do MLE construidos a partir das medidas do ponto eutético
em agua
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Figura 46 — Diagrama de concentracOes logaritmicas das espécies ionizadas e ndo
ionizadas da NVP e do SAC construidos a partir das medidas do ponto eutético
em agua
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Figura 47 — Diagrama de concentragdes logaritmicas das espécies ionizadas e ndo
ionizadas da NVP e do SLI construidos a partir das medidas do ponto eutético em
agua
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O valor obtido de Ksp foi aplicado nas equacfes 17 e 23, para
obtencdo da solubilidade dos cocristais, permitindo, também, a
construcdo do diagrama de solubilidade de fases apresentado na Figura
48. Os valores de solubilidade obtidos para a NVPHH apresentado na
Tabela 16 ndo apresentam diferencas significativas (p > 0,05) entre os
valores obtidos para 24 e 48 horas demonstrando que o equilibrio foi
atingido. A relacdo de Henderson-Hasselbalch foi utilizada para calcular
a solubilidade intrinseca de cada espécie e entdo a solubilidade da NVP
em funcdo do pH foi calculada, estes dados também encontram-se
ilustrados nos diagramas de solubilidade de fases para comparagdo com a
solubilidade dos cocristais.

Tabela 16 — Solubilidade da NVPHH em pH 1,2 e pH 4,5

Solubilidade (M) x 107

Tempo (h) pH 1,2 pH 4,5
24 7,50+ 3,4 x 10° 0,18 +2,6 x 107
48 7,48 +2,2 x 10° 0,17 + 1,6 x 107
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Figura 48 — Diagramas de solubilidade de fases em funcéo do pH para a NVPHH
e 0s cocristais NVP-MLE, NVP-SAC e NVP-SLI
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De acordo com os diagramas de solubilidade de fases em funcédo
do pH obtidos para a NVPHH e seus cocristais observa-se que todos 0s
sistemas apresentam solubilidade dependente do pH. A curva de
solubilidade da NVPHH diminui exponencialmente em fungdo do
aumento do pH até atingir um valor constante, comportamento
caracteristico de um farmaco base fraca. Por outro lado, as curvas de
solubilidade de todos os cocristais apresentam o formato de U, onde a
solubilidade diminui e aumenta exponencialmente, inicia com valores
decrescentes até atingir um valor minimo em um certo pH a partir de onde
comeca a aumentar. O cocristal NVP-MLE é o Unico que apresenta maior
solubilidade em comparacéo a NVPHH em qualquer pH. Por outro lado,
o0s cocristais NVP-SAC e NVP-SLI exibem um pK, de Gibbs, também
chamado pH méaximo (pHmax) (Figura 49), onde farmaco e cocristal estao
em equilibrio em solugdo. Abaixo do pHmax, @ NVPHH é a forma mais
soltvel, porém, acima deste valor ocorre uma inversao no diagrama e o
cocristal passa a ser a forma mais solUvel. Assim, demonstra-se que o
comportamento de solubilidade pH dependente de cocristais formados
por farmaco base fraca e coformer acido séo diferentes dependendo das
propriedades de ionizacdo do coformer, as quais podem ser consideradas
para modular o valor de pHmax.

Ainda, o pH demonstra-se uma varidvel muito importante na
determinacdo da solubilidade aquosa do cocristal, na dependéncia da
concentracdo do coformer na solubilidade do cocristal e na efetividade do
coformer em estabilizar ou precipitar o cocristal.
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Figura 49 — Diagramas de solubilidade de fases em fungéo do pH paraa NVPHH
e os cocristais NVP-SAC e NVP-SLI destacando 0 pHmax
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Curvas de solubilidade de cocristais farmacéuticos formados por
um ou mais compostos ionizaveis sdo encontrados na literatura onde
farmaco e/ou coformer séo ionizaveis e incluem moléculas &cidas,
anfotéricas e zwiteribnicas como cocristais de carbamazepina com acido
benzoico, acido glicélico, sacarina, &cido 1-hidroxi-2-naftoico entre
outros (FLEISCHMAN et al., 2003; CHILDS et al., 2008); cafeina com
acido maleico, 4&cido glutarico e 4acido oxalico (TRASK,
MOTHERWELL; JONES, 2005); piroxicam com acido malonico, acido
caprilico, acido fumarico, etc (CHILDS; HARDCASTLE, 2007); e
gabapentina com acido 3-hidroxibenzoico (REDDY et al., 2009). A
solubilidade do cocristal pode ser maior ou menor do que a solubilidade
do farmaco puro ou seu hidrato, dependendo da escolha do coformer
(REMENAR et al., 2003; BAK et al., 2008 MCNAMARA et al., 2006).

A partir do diagrama de solubilidade de fases também é possivel
estabelecer as regides de estabilidade termodinamica dos cocristais. Para
o cocristal NVP-MLE, a NVPHH é a fase mais estavel em qualquer valor
de pH, assim, os cocristais apresentam a tendéncia de recristalizar-se na
forma mais estavel da NVP quando submetidos a meios aquosos.
Entretanto, para os cocristais NVP-SAC e NVP-SLI, o cocristal é a fase
termodinamicamente mais estavel em valores de pH menores que o
pHmax. Acima deste valor, a solubilidade do cocristal somente aumenta
em relacdo a NVPHH, o que predispde o cocristal a recristalizar-se no
farmaco hidratado. Assim, estes cocristais podem ser sintetizados em
condicdes estequiométricas em valores de pH abaixo do pHmax, mas
condicbes ndo estequiométricas seriam necessarias para sintetizar os
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mesmos cocristais em pHs acima deste valor. E notavel que a escolha do
coformer é capaz de modular a solubilidade e estabilidade dos cocristais.

Os valores experimentais de solubilidade dos cocristais
realizados em tamp@es pH 1,2 e 4,5 e em agua estdo apresentados nas
Figura 50, 51 e 52 em conjunto com a solubilidade prevista pelas
equacdes 17 e 23 para os cocristais e pela relacdo de Henderson-
Hasselbalch para o farmaco, encontram-se em excelente concordancia
com o comportamento previsto e demonstram o 6timo poder preditivo dos
modelos matematicos. E importante destacar que os valores de pH dos
tampdes referem-se aos valores iniciais, porém, ao final dos ensaios o pH
foi novamente verificado e estes foram os valores utilizados nas equacgdes.
Percebe-se que uma vez que o coformer é um 4cido, sua solubiliza¢do no
meio diminui os valores de pH de maneira que a solubilidade do cocristal
em valores de pH altos ndo pode ser acessada experimentalmente devido
a este efeito auto-tamponante do coformer.

Figura 50 — Diagramas de solubilidade de fases em fungéo do pH paraa NVPHH
e NVP-MLE. Os simbolos abertos representam os valores de solubilidade do
cocristal obtidos experimentalmente
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Figura 51 — Diagramas de solubilidade de fases em fungéo do pH paraa NVPHH
e NVP-SAC. Os simbolos abertos representam os valores de solubilidade do

cocristal obtidos experimentalmente
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Figura 52 — Diagramas de solubilidade de fases em fungéo do pH paraa NVPHH
e NVP-SLI. Os simbolos abertos representam os valores de solubilidade do
cocristal obtidos experimentalmente
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Os resultados aqui apresentados destacam mais uma vez a
importancia da utilizacdo dos métodos de equilibrio na determinacdo da
solubilidade de cocristais. No trabalho desenvolvido por Caira e
colaboradores (2012), as medidas de solubilidade dos cocristais de NVP
foram realizadas por métodos cinéticos e demonstraram aumento na
solubilidade aquosa do cocristal com relagéo ao fArmaco (Scocristal/ Starmaco)
na ordem de 5,3; 1,4 e 1,1 vezes para NVP-MLE, NVP-SAC e NVP-SLI,
respectivamente. Cabe destacar que os autores ndo informam o pH final
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do meio e a fase cristalina presente no final do ensaio. Possivelmente estes
valores sdo subestimados e duvidosos, uma vez que se tratam de cocristais
altamente solUveis em meios aquosos e que apresentam solubilidade pH
dependente. Ainda, é provavel que ocorra uma transicdo de fases do
cocristal para a forma mais estavel do farmaco em faixas de pH favoraveis
a este fendbmeno. Como apresentado nas Figuras 53, 54 e 55, as razdes da
solubilidade Scocristal/Starmaco  €NcoNtradas neste trabalho representam
valores muito superiores aos apresentados pelos autores acima citados e
sdo dependentes do pH.

Figura 53 — Razdo da solubilidade entre NVP-MLE e NVPHH em func¢éo do pH
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Figura 54 — Razdo da solubilidade entre NVP-SAC e NVPHH em func¢éo do pH
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Figura 55 — Razdo da solubilidade entre NVP-SLI e NVPHH em funcéo do pH
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Similarmente a solubilidade dos cocristais, espera-se que as
concentragdes dos coformers no ponto eutético aumentem com o aumento
da ionizacdo de acordo com seus respectivos valores de pKa (HUANG;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2011). Os resultados obtidos
experimentalmente confirmam o comportamento esperado (Figuras 56,
57 e 58). Em valores de pH favoraveis a ionizacdo, observa-se maiores
concentracbes de MLE, SAC e SLI. O aumento da concentracdo
de coformer em solucdo no ponto eutético indica que maiores
concentracBes deste componente sdo necessarias para estabilizar o
cocristal. Ainda, a razdo da concentracdo do coformer e do farmaco no
ponto eutético ([COF]e/[Farmaco]ey) apontam a fase mais sollvel
naquelas condicdes. Se ([COF]e./[Farmaco]e,) for maior que 1, o cocristal
€ mais soltvel que o farmaco, por outro lado, se ([COF]es/[Farmaco]ey)
for menor que 1, o farmaco é mais soltvel que o cocristal (GOOD;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010).
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Figura 56 — Concentrages eutéticas de NVP e MLE em diferentes valores de pH
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Figura 58 — Concentragdes eutéticas de NVP e SLI em diferentes valores de pH
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4 CONCLUSOES

Os estudos com cocristais compostos por farmaco base fraca
e coformer acido demonstraram que a solubilidade destes cocristais é pH
dependente e pode ser modelada pela selecdo dos componentes do
cocristal. Os modelos matematicos baseados na dissociagdo do cocristal
e na ionizacdo de seus componentes explicam como a solubilidade dos
cocristais pode ser influenciada pelo pH, pKa e concentragdo do coformer.
As equaces foram utilizadas para gerar os diagramas de solubilidade de
fases os quais apresentam um pHmax que estabelece as regides de
solubilidade e estabilidade dos cocristais, demonstra ser dependente do
pKa dos componentes e pode guiar a selecdo do cocristal de maneira
rapida e de baixo custo. A aplicacdo dos métodos de equilibrio para
determinacdo da solubilidade dos cocristais apresentou resultados em
excelente acordo com os valores calculados demonstrando o 6timo poder
preditivo dos modelos matematicos desenvolvidos.

O desenvolvimento de equacdes que preveem a solubilidade de
cocristais pode ser aplicado também para sais (MAHESHWARI, 2012).
Assim, estes estudos encontram-se em desenvolvimento para os sais de
carvedilol apresentados no Capitulo IV.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Devido ao grande nimero de farmacos com baixa solubilidade
aquosa, a demanda por estratégias tecnoldgicas que contornem esta
situacdo vem recebendo destaque no cenario farmacéutico. Neste ambito,
pode-se mencionar o modelamento das caracteristicas do estado solido.

A modificacdo do habito cristalino, apresentada para o cloridrato
de terbinafina, embora ndo tenha demonstrado aumento na VDI, ressalta
gue a alteracdo da morfologia do cristal pode influenciar a sua taxa de
dissolucéo, e em casos mais drasticos afetar a sua biodisponibilidade.

As estratégias de formacao de sais e cocristais demonstrada com
os farmacos carvedilol e nevirapina, respectivamente, apresentam
facilidade no preparo e escalonamento e ainda, sdo passiveis de
patenteabilidade. Apresentam vantagens em relacdo aos métodos de
processamento instaveis termodinamicamente como os amorfos. Ainda,
apresentam vasta aplicacdo no aumento da solubilidade de farmacos, além
da sua promissora aplicacdo biofarmacéutica.

Finalmente, a aplicacdo de diferentes estratégias das engenharias
de cristais e particulas apresentadas neste trabalho apresentaram-se muito
promissoras no aprimoramento de propriedades biofarmacéuticas de
farmacos pertencentes a classe 11 do SCB.
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APENDICE A

CARACTERIZACAO EM ESTADO SOLIDO DO
CARVEDILOL
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1 INTRODUCAO

Estes estudos foram desenvolvidos com a finalidade de
caracterizar em estado sélido o material de partida e obter as diferentes
estruturas cristalinas de CAR através de técnicas descritas na literatura
(YATHIRAJAN et al., 2007; DIAZ et al., 2011; PRADO, 2012; PRADO
etal., 2014). A caracterizacdo no estado sélido e o conhecimento de todos
0s possiveis polimorfos do farmaco sdo importantes para a obtencéo de
informacOes que permitam a sua identificacdo em eventual aparecimento
durante o screening de cristais multicomponentes.

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

Matéria-prima comercial de CAR foi obtida do fornecedor DEG
Importacdo de Produtos Quimicos LTDA, Séo Paulo, Brasil, lote
CA10005R, procedente da India, apresentado teor de 99,97 % segundo
laudo de andlise do controle de qualidade.

2.2 METODOS

2.2.1 Técnica de recristalizacdo para obtencdo do polimorfo 111,
hidrato e solvato de butanona do CAR

Os experimentos foram realizados a partir da evaporacdo de
solventes ou mistura de solventes, conforme condigdes apresentadas na
Tabela Al. As solucGes foram preparadas em temperatura ambiente e
deixadas em béqueres lacrados com Parafilm® com alguns furos feitos
com agulha para evaporacao lenta do solvente. As amostras obtidas foram
filtradas e secas a temperatura ambiente. Apenas na recristalizagdo em
acetona, o farmaco foi deixado em suspensédo e sob agitacdo magnética
por 24 horas.



204

Tabela A1 — Condicdes experimentais dos procedimentos de recristalizagéo do
carvedilol.

Solvente Massa de farmaco Volume de solvente Tempo
Metanol? 1649 140 mL 30 dias
Butanona? 189 60 mL 10 min
Acetona 169 4 mL 24 h

2PRADO, 2012.

2.2.2 Caracterizagdo no estado s6lido de matérias-primas e
polimorfos do CAR

2.2.2.1 Difracéo de raios X de pé (DRXP)

Os padrées de DRXP das amostras CAR foram obtidos em
difratbmetro 6- § Bruker D2 Phaser, com uma radiacéo de cobre Ka (A =
1,5418 A), operando em uma corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV,
equipado com um detector de cintilagcdo unidimensional LINXEYE. As
medidas foram realizadas a temperatura ambiente, através de varredura
angular a 20 na faixa de 5° a 50°, com step angular de 0,091°.

2.2.2.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas DSC contendo aproximadamente 1,5 mg das amostras
foram obtidas em célula Shimadzu DSC-50, utilizando cadinhos de
aluminio hermeticamente fechados. A faixa de temperatura analisada foi
de 25 a 150 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min e sob atmosfera
dindmica de N2 de 50 mL/min. A célula de DSC foi previamente calibrada
com indio e zinco. Os dados obtidos foram processados em software TA-
60.

2.2.2.3 Termogravimetria (TG)

As curvas TG das matérias-primas e polimorfos foram obtidas
em termobalanca Shimadzu TGA-50, utilizando cadinho de platina
aberto. Aproximadamente 3 mg de amostras foram analisadas na faixa de
40 a 500 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min ou 2,5 °C/min e
sob atmosfera dindmica de N2 de 50 mL/min. O equipamento foi
previamente calibrado com um padréo de oxalato de calcio, com pureza
determinada de 99,99 %. Os dados obtidos foram processados em
software TA-60.
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2.2.2.4 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (1V)

Os espectros IV foram obtidos em equipamento PerkinElmer
Frontier FI-IR, em uma faixa espectral de 650 a 4000 cm™, com uma
média de 4 varreduras em resolucdo espectral de 0,4 cm™.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DRXP

Os padrdes de DRXP da matéria-prima e das amostras obtidas a
partir dos experimentos de recristalizacdo sdo apresentados na Figura A.
Todas as amostras e a matéria-prima apresentaram picos de difragdo bem
definidos, confirmando, assim, a natureza cristalina das amostras. A
técnica de DRX demonstrou-se capaz de diferenciar os polimorfos do
CAR, mostrando difratogramas muito distintos entre as amostras,
especialmente a baixos angulos 26.

Comparando os difratogramas aos padrdes de difragédo
calculados) para o polimorfo Il e hidrato do CAR (YATHIRAJAN et al.,
2007, DIAZ et el., 2011) confirma-se a identidade polimérfica de 1 para
a matéria-prima (Figura Al (1)), e hidrato (Figura Al (2)) para o
recristalizado em metanol, nas quais observam-se apenas as reflexdes
caracteristicas destes polimorfos, representadas principalmente pela
reflexdfo em 5,8°; 11,4° 13,0°; 14,9° e 6,9°, 11,4° 17,1° 21,8°
respectivamente. Para o0s recristalizados em acetona e butanona, a
identificacdo foi realizada comparando-se os difratogramas
experimentais aos resultados obtidos por Prado (PRADO, 2012). O
polimorfo 111 foi identificado na amostra obtida pela recristalizacdo em
acetona (Figura Al (3)) ao passo que em butanona (Figura Al (4)) obteve-
se 0 solvato. A presenca das reflexdes em 9,2; 11,7°; 22° e 8,6°; 10,5°;
25,4°, respectivamente, confirmam a identidade das formas cristalinas,
respectivamente.
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Figura Al — Padrfes de DRXP de CAR matéria-prima (1) e dos materiais obtidos
nos experimentos de recristalizacdo em metanol (2), acetona (3) e butanona (4).
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A combinacdo entre DRX e anélise térmica apresenta-se (til para
a determinacdo de diferengas de ordem molecular (PALERMO;
ANDERSON; DRENNEN, 2012). Desta forma, busca-se através da
analise térmica uma correlagdo com os resultados obtidos por DRXP.

As curvas de DSC obtidas para a matéria-prima e recristalizados
do CAR estdo ilustradas na Figura A2. Como pode ser verificado, a
amostra obtida comercialmente apresenta um Gnico evento de fusdo, em
113,61 °C com calor de fusdo de 117,04 J/g (Figura A2 (1)). Estes
resultados vdo ao encontro a valores reportados previamente na literatura
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(POKHARKAR, 2009; CHEN et al., 2004), refor¢cando os dados obtidos
por DRXP referentes ao polimorfo Il. O recristalizado em metanol
apresentou um Unico evento de fusdo de 106,55 °C com calor de fusdo de
128,62 J/g (Figura A2 (2)). Da mesma forma, os dados sdo concordantes
com a literatura e vao ao encontro aos resultados obtidos por DRXP
referentes hemidrato de CAR. O menor ponto de fusdo observado para o
hemidrato pode ser resultado de caracteristicas estruturais, uma vez que a
literatura reporta que devido & desordem molecular, as interagdes de
hidrogénio ndo s&o regulares ao longo do cristal (DIAZ et al., 2011). O
recristalizado em acetona apresentou resultados concordantes com o
polimorfo Il descrito na literatura (PRADO et al., 2014) que apresenta
evento Unico de fusdo em 123,27 °C com calor de fusdo de 133,68 J/g
(Figura A2 (3)). A maior estabilidade térmica da forma Il esta de acordo
com o estudo supramolecular e a avaliagdo dos padrdes de interacfes de
hidrogénio apresentados por Prado (PRADO et al., 2014), que revelam
interacdes de hidrogénio mais fortes e formacdo de dimeros para esta
estrutura cristalina. Os dados de DSC sdo complementares aos obtidos
por DRXP, confirmando a identidade polimdrfica da amostra.
Finalmente, a curva DSC obtida para o recristalizado em butanona
apresenta um primeiro evento endotérmico entre 64,8 e 74,3 °C associado
a perda de solvente da estrutura cristalina seguido por outros dois eventos
endotérmicos em 76,1 °C e 112,7 °C (Figura A2 (4)), referentes a fusdo
de outras formas do CAR. Os dados encontrados na literatura (PRADO,
2012) apresentam-se similares, entretanto, evidencia-se um evento
exotérmico em 114 °C referente a recristalizacdo da forma Il, ndo
observado na nossa amostra. Isto pode estar relacionado a fatores como a
razdo de aquecimento, tipo de cadinho e equipamento. Porém, tratando os
dados em conjunto com o DRXP, técnica padrdo ouro para determinagdo
de estruturas cristalinas, pode-se comprovar a natureza polimérfica da
amostra como o solvato de butanona.
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Figura A2 — Curvas de DSC referentes as formas cristalinas do CAR: forma 1l
(1); hemidrato (2); forma 111 (3) e solvato de butanona (4).
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As curvas TG da matéria-prima e das amostras obtidas a partir
dos experimentos de recristalizacdo do CAR sdo apresentadas na Figura
26. As curvas de TG de matéria-prima e do recristalizado em acetona ndo
mostram perda de massa durante o evento endotérmico apresentado pela
curva de DSC, ou seja, as formas Il e o solvato de butanona do CAR néo
sofrem decomposicdo ou perda de solvente com o aquecimento até 200
°C. Assim, é possivel confirmar que estas formas cristalinas sdo sélidos
anidros. Por outro lado, a curva TG do recristalizado em metanol
apresentou perda de massa de aproximadamente 2 % entre 90 e 115 °C
(Figura A3). Esta perda de massa esta associada a perda de agua presente
na estrutura cristalina do hemidrato (DIAZ et al., 2011), onde se observa
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duas moléculas de CAR para uma molécula de &gua. Os dados séo
complementares uma vez que os resultados da TG indicam uma
estequiometria 2:1 de CAR:agua.

A curva TG da amostra recristalizada em butanona apresenta
uma perda de massa de 14 % entre 70 e 102 °C, coincidente com o evento
de perda de solvente obtido por DSC. O valor calculado estequiométrico
corresponde a 15 % para um solvato 1:1 de carvedilol:butanona.

Figura A3 — Curvas de TG referentes as formas cristalinas do CAR: forma Il (1);
hemidrato (2); forma 111 (3) e solvato de butanona (4).
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3.4 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL IV

A Figura A4 apresenta os espectros 1V referentes a matéria-prima
e as amostras recristalizadas do CAR. As diferengas observadas nos
espectros estdo relacionadas as vibragdes moleculares como do grupo
éter, de grupos envolvidos em interacdes de hidrogénio (amina e
hidroxila) e de grupos afetados por variagbes conformacionais como o
grupo alquil. Os resultados obtidos para a matéria-prima e 0s
recristalizados em acetona, metanol e butanona vao ao encontro aos
apresentados na literatura para os polimorfos I, 111, hemidrato e solvato
de butanona do CAR, respectivamente, e sdo concordantes com 0s
resultados obtidos pelas técnicas de DRXP, DSC e TG.
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Figura A4 — Espectros IV das formas cristalinas do CAR: forma Il (1); hemidrato
(2); forma 111 (3) e solvato de butanona (4).
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4 CONCLUSOES

A caracterizacdo no estado sélido foi realizada através de
diferentes técnicas analiticas, as quais permitiram diferenciar os
polimorfos, hidrato e solvato de CAR, confirmando a identidade do CAR
obtido comercialmente e dos recristalizados.

N&o foi possivel a obtengéo do polimorfo I. Esta forma encontra-
se descrita em patente (CHEN et al., 1998), porém, mesmo reproduzindo-
se as condigdes experimentais descritas, a forma obtida foi a Il. Este fato
pode ser atribuido a falta de dados, ndo explicitos na patente, como
temperatura e concentragao.

A caracterizacdo da matéria-prima e polimorfos no estado sélido
fornece informacdes detalhadas sobre as propriedades do estado sélido do
CAR, bem como servem de base para a identificagdo de nova fase no
screening de cristais multicomponentes. Além disso, possibilitam o
monitoramento de possiveis transformacdes polimorficas que possam a
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vir ocorrer durante o processo produtivo e/ou estudos de estabilidade estes
sistemas.
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1. Introduction
The solid state characterization of act ingre-
dmms(APls) plays an important role in drug developmentduetoits
in terms of the i ical and bi
tical properties, such as ili i ion rate,

and stability [1-5). The charac and an of

The obtainment of dnsnncl crystal habits is greatly influenced
by the solvent recr since the is defined
by the solute-solvent m(eracnon at vanous crysral faces | I3] Asit
occurs with on the ¢ con-
ditions (solvent, coolmg rate, evaporation rate, ﬁnal temperature,
solution etc.), several forms can be

cr i The crystal habit or morphology is also dependent

solid properties are essential for quality control and regulatory pur-
poses [6,7]. The polymorphism of APIs is routinely controlled since
its influence on several solid state properties is a well-established
[8]. In some cases, it is also of interest to control the crystal habits
andfor morphology of the particles. Recently, researchers in the
pharmaceutical industry have demonstrated considerable interest
in the possibility of predicting the crystal morphology to opti-
mize drug manufacturing [9). Regarding the crystal habit, the main
differences between solids of different morphologies include the
dissolution rate, compaction behavior and powder flow properties
l.
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on the crystallization conditions. The crystal habit influences the
solid state properties, such as fluidity, apparent density, dissolu-
tion rate and stability APIs, such as ibuprofen, dipyridamole and
in, which pi distinct differ in terms
of their physicochemical and/or mechanical properties [13-17].
Terbinafine hydrochloride, (E)-N- (GE -dimethyl-2-hepten-4-
ynyl)-N hyl-1 hydrochloride (TH)
(Fig. 1), is a potent antifungal agent of the allylamine class. The FDA
recommends its use in superficial skin and nail fungal infections
since it has a broad spectrum of activity against yeasts, dimor-
phic fungi and dermatophytes |18-20]. The mechanism of action
involves irreversible mhlbmon of the enzyme squalene epoxidase
in fungal squalene
accumulation, which comprnmlses the cell wall integrity (21.22].
This compound is currently marketed in solid state as tablets,
capsules and oral granules [18,22] and presents poor solubility in




