Tatiane Cogo Machado

SOLUBILIDADE E ESTABILIDADE TERMODINAMICA
DE COCRISTAIS DE MELOXICAM

Dissertagao submetida ao Programa de
Po6s-Graduagdo em  Farmacia da
Universidade  Federal de  Santa
Catarina para a obtengdo do Grau de
Mestre em Farmacia.

Orientadora:  Prof®. Dr* Simone
Golgalves Cardoso.

Coorientadora: Dr* Gislaine Kuminek.

Florianopolis
2016



Machado, Tatiane Cogo

SOLUBILIDADE E ESTABILIDADE TERMODINAMICA DE COCRISTAIS
DE MELOXICAM / Tatiane Cogo Machado ; orientadora, Simone
Golgalves Cardoso ; coorientadora, Gislaine Kuminek. -
Florianépolis, SC, 2016.

164 p.

Dissertagao (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias da Salide. Programa de P&s
Graduagado em Farmacia.

Inclui referéncias

1. Farmécia. 2. Solubilidade. 3. Meloxicam. 4.
Cocristal. 5. Estabilidade. I. Cardoso, Simone Golgalves.
II. Kuminek, Gislaine. III. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pés-Graduagdao em Farmdcia. IV. Titulo.




SOLUBILIDADE E ESTABILIDADE TERMODINAMICA DE
COCRISTAIS DE MELOXICAM

por

Tatiane Cogo Machado

Esta Dissertacao foi julgada adequada para obtengdo do Titulo de

Mestre em Farmacia e aprovada em sua forma final pelo Programa de
P6s-Graduagdo em Farmacia.

Floriandpolis, 31 de margo de 2016.

Prof. Dr.” Tania Beatriz Creczynski Pasa
Coordenadora do Programa de P6s-Graduagdo em Farmacia da UFSC

Banca Examinadora:

Prof.* Dr.* Simone Gongalves Cardoso, Orientadora
(UFSC - Membro Titular)

Dr.? Gislaine Kuminek
Coorientadora
(University of Michigan)

Prof. Dr. Alexandre Luiz Parize
(UFSC - Membro Titular)

Prof.? Dr.? Lilian Sibelle Campos Bernardes
(UFSC - Membro Titular)

Prof.? Dr.? Silvia Lucia Cuffini
(UNIFESP - Membro Titular)






AGRADECIMENTOS

A minha familia, acima de tudo, mesmo estando longe sei que
posso contar com eles. Ao meu companheiro de vida, Binho Manenti,
por estar sempre ao meu lado, dando o apoio que precisei nessa
caminhada.

Simone Cardoso e Gis, como agradecer pessoas tdo especiais.
Primeiramente agradeco a minha orientadora Simone por todo suporte
dado, pela confianga, acolhimento e por permitir que continuemos
desenvolvendo os estudos nessa area. Sua alegria, generosidade e
profissionalismo servem de inspiragdo a todos.

Gis, minha coorientadora e amiga, foi difusora dos
conhecimentos trazidos da Universidade de Michigan e responsavel por
apresentar-me aos cocristais. Muito obrigada por estar sempre
disponivel desde os meus primeiros passos e principalmente por
acreditar que eu era capaz.

A professora Nair Rodriguez-Hornedo, que tive o imenso
privilégio de conhecer no inicio do mestrado, pela sua sabedoria e lado
humano e por ser a principal responsavel pela nossa “aventura” pelo
desconhecido, nos trazendo inspira¢do através da sua paix@o pelo que
faz.

A minha aluna de iniciagdo cientifica Juli, pessoa dedicada e de
coragdo enorme. Obrigada por ser meu brago direito, por dividir comigo
os momentos de afligdo e duvidas. Afinal ndo foram poucas as nossas
discussdes sobre cocristais, mas que certamente sdo as responsaveis pela
nossa evolucéo.

Ao professor Marcos Segatto e a professora Hellen Stulzer, pela
amizade, bom papo e por serem sempre solicitos.

Aos meus queridos colegas do laboratorio: Aline, Amarilis,
Ana, Vivi, Roberta, Brenda, Mano, Alanny, Cassi, Cinira, Jéssica,
Paola, Rafael, Thiaguinho, Maria, Fabi e Daia pelas boas risadas,
convivéncia e acima de tudo, pela troca de conhecimentos.

Ao professor Adailton Bortoluzzi, pelos ensinamentos e
colaboracdo neste projeto.

Aos colegas, professores e servidores de outros laboratorios da
UFSC, que contribuiram de alguma forma na realizacdo deste trabalho.

A UFSC, ao PGFAR e a CAPES, por possibilitarem a
realizagdo deste trabalho, através do apoio financeiro e/ou infraestrutura.

A todos minha enorme gratidao!






"Fechei os olhos e pedi um favor ao vento. Leve
tudo que for desnecessario. Ando cansada de
bagagens pesadas. Daqui pra frente s6 o que
couber no bolso e no coragdo".

(Cora Coralina)






RESUMO

Os cocristais apresentam-se como uma estratégia que utiliza a quimica
no estado solido para modificar as propriedades fisico-quimicas de
farmacos sem a necessidade de mudar sua estrutura molecular. Os
cocristais também sdo conhecidos por apresentarem alta solubilidade
aquosa em relacdo ao farmaco constituinte. Além disso, seu principal
beneficio esta na habilidade em modular a solubilidade. Neste contexto,
cocristais compostos de meloxicam, farmaco do tipo zwiterionico, e
coformers écidos (4cido salicilico e adcido maleico) foram produzidos e
utilizados como modelo nos estudos de solubilidade e de estabilidade
termodindmica de cocristais. Os resultados das técnicas de
caracterizacdo no estado soélido demonstraram que os cocristais de
meloxicam foram obtidos com sucesso. Os diagramas de solubilidade de
fases apresentados indicam que os cocristais estudados sdo mais
soliveis que o meloxicam. O cocristal meloxicam-acido salicilico
apresentou aumento de solubilidade de 18 a 146 vezes em relagdo ao
meloxicam em uma faixa de pH de 1 a 8, enquanto que o cocristal
meloxicam-acido maleico apresentou aumento de 305 a 41689 vezes na
mesma faixa de pH. Atraves dos estudos de solubilizagcdo micelar com
lauril sulfato de sodio foi possivel observar que o meloxicam apresentou
dependéncia linear da concentragdo de agente solubilizante, enquanto
que os cocristais apresentaram dependéncia ndo linear. A vantagem de
solubilidade do cocristal em relagdo ao farmaco (SA=Scocristal/S farmaco) d€
meloxicam-acido salicilico foi reduzida a 1 na presenca de 104 mM de
lauril sulfato de s6dio. A presenca deste aditivo induziu pontos de
transicdo do cocristal (CSC e S*), acima dos quais a vantagem de
solubilidade do cocristal foi eliminada. O cocristal meloxicam-acido
maleico apresentou redu¢do da SA de 305 para 8 na presenca de 104
mM de lauril sulfato de sdédio. Estes resultados evidenciam a influéncia
dos aditivos micelares na solubilidade e estabilidade destes sistemas. Os
estudos de dissolugdo permitiram observar os estados de supersaturagdo
promovidos pelos cocristais em solugdes de pH 1,0 com aumento
signifivo da concentragdo de meloxicam em solucdo. A presenga de
lauril sulfato de soédio em solucdo de pH 1,0, garantiu maior
concentragdo de meloxicam por maior periodo de tempo durante a
dissolucdo de meloxicam-acido maleico em comparagdo com a solugdo
sem o agente solubilizante. A utilizagdo de Soluplus® prolongou a
supersaturacdo deste mesmo cocristal e diminuiu a cristalizagdo cinética,
demostrando ser um aditivo promissor em formulagdes farmacéuticas
com cocristais. Além disso, os modelos matematicos desenvolvidos



descrevem a solubilidade do farmaco e dos cocristais em solugdes
aquosas e micelares com 6timo poder preditivo, confirmado através da
comparacdo dos valores calculados com os resultados experimentais.

Palavras-chave: Meloxicam. Cocristal. Ponto eutético. Solubilidade.
Estabilidade. Agente solubilizante.



THERMODYNAMIC STABILITY AND SOLUBILITY
OF MELOXICAM COCRYSTALS

ABSTRACT

Cocrystals have emerged as a useful strategy that uses solid-state
chemistry to modify the physicochemical properties of drugs without
changing their molecular structure. Aqueous cocrystal solubility can be
orders of magnitude higher than that of the constituent drug.
Furthermore, their main attribute consists in the ability of fine-tuning the
solubility. In this context, cocrystals composed of meloxicam, a
zwitterionic drug, and acidic coformers (salicylic acid and maleic acid)
were obtained and used as a model for solubility and thermodynamic
stability studies. The results of the solid state characterization techniques
demonstrated that meloxicam cocrystals were successfully obtained. The
phase solubility diagrams presented indicate that the cocrystals studied
are more soluble than meloxicam. The meloxicam-salicylic acid
cocrystal was 18 to 146 times more soluble than meloxicam at pH
ranges from 1 to 8, whereas meloxicam-maleic acid cocrystal was 305 to
41689 times more soluble in the same pH range. Through micellar
solubilization studies with sodium lauryl sulfate it was observed that
meloxicam solubility is linearly dependent on solubilizing agent
concentration, whereas cocrystal solubility exhibits nonlinear
dependence. The cocrystal solubility advantage over drug
(SA=Scocrystal/Sarug) for meloxicam-salicylic acid was reduced to 1 in the
presence of 104 mM sodium lauryl sulfate. The presence of this additive
induced cocrystal transition points (CSC and S*), above which the
cocrystal solubility advantage was eliminated. Meloxicam-maleic acid
exhibited a SA reduction from 305 to 8 in the presence of 104 mM
sodium lauryl sulfate. These results demonstrated the influence of
micellar surfactants on the solubility and stability of these systems.
Dissolution studies allowed the observation of the supersaturation
generated by cocrystals in pH 1,0 solutions, with a significant increase
of meloxicam concentration in solution. The presence of sodium lauryl
sulfate in the pH 1,0 solutions assured a higher concentration of
meloxicam for a longer period of time during meloxicam-maleic acid
dissolution compared to solutions without solubilizing agent. The use of
Soluplus® sustained the supersaturation of this same cocrystal and
decreased the kinetic crystallization, showing to be a promising additive
for pharmaceutical formulations with cocrystals. In addition, the
mathematical models developed describe drug and cocrystals solubility



in aqueous and micellar solutions with excellent predictive power,
confirmed through the comparison of calculated values and
experimental results.

Keywords: Meloxicam. Cocrystal. Eutectic point. Solubility. Stability.
Solubilizing agent.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os cocristais farmacéuticos surgiram como uma estratégia
promissora nas pesquisas de aprimoramento de moléculas pouco
soliveis e, nos ultimos anos, t€ém gerado uma série de conceitos,
paradigmas e modelos de estudo, ganhando interesse tanto na area de
engenharia de cristais como na farmacéutica (DUGGIRALA et al.,
2015; STEED, 2013). O crescimento das pesquisas nesta area surgiu a
partir do momento em que se descobriu a possibilidade de realizar
modificagdes drasticas nas propriedades fisico-quimicas dos farmacos,
incluindo o aumento significativo da solubilidade, resultando em
melhorias na taxa de dissolucdo e, consequentemente, da
biodisponibilidade, sem a necessidade de modificagdes na estrutura
molecular do farmaco (BLAGDEN; COLESB; BERRY, 2014;
BRITTAIN, 2012).

No entanto, cocristais que apresentam solubilidade maior que o
farmaco constituinte sdo caracterizados pela sua baixa estabilidade
termodindmica em solucdo, ou seja, estdo suscetiveis a conversdo para a
forma menos soluvel do farmaco quando expostos a solugdo, e esforcos
deliberados sdo necessarios para prevenir este efeito (ROY; LIPERT;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012).

Desta forma os estudos de solubilidade e estabilidade
termodindmica tornam-se um recurso importante e essencial, visto que
entender as interagdes dos cocristais em solugdo possibilita conhecer as
regides de estabilidade dos mesmos, evitando assim, a obtengdo de
valores erroneos ou subestimados quando utilizados outros métodos de
avaliacdo dos cocristais, como por exemplo os cinéticos (ROY;
LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012; THAKURIA et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que um mesmo cocristal pode
apresentar solubilidade maior, igual ou menor que o firmaco
constituinte, dependendo de condigdes como pH, concentracdo de
coformer e utilizacdo de agentes solubilizantes. Esta propriedade fisico-
quimica que os cocristais apresentam, conhecida como ponto de
transi¢cdo, ¢ extremamente importante para avaliar, por exemplo, se a
presenca de agentes solubilizantes como aditivos em formulagdes
farmacéuticas podem modificar a solubilidade do cocristal (HUANG;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2011a; LIPERT; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2015).

Neste contexto, o presente trabalho apresenta estudos de
solubilidade e estabilidade termodinamica de cocristais de meloxicam
(MLX) visando avaliar as interagdes destes em solugdes aquosas e na
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presenca de agentes solubilizantes. Os resultados dos estudos realizados
estdo apresentados da seguinte forma nesta dissertacdo: Capitulo 1 -
revisdo de literatura; Capitulo II - obteng¢do e caracterizacdo dos
cocristais de MLX; Capitulo III- mecanismo e predi¢do da solubilidade
de cocristais utilizando o MLX como farmaco modelo do tipo
Zwiteridnico, bem como os resultados de solubilidade e estabilidade
aquosa para estes cocristais;, Capitulo IV - estudos em relacdo a
solubilizagdo micelar e a influéncia de agentes solubilizantes nos pontos
de transi¢do do cocristal; Capitulo V - estudos de supersaturagdo durante
a dissolucdo dos cocristais.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Realizar estudos de solubilidade de cocristais, utilizando
meloxicam como farmaco modelo, a fim de avaliar a estabilidade
termodinamica em solugao.

1.1.2 Objetivos Especificos

e  Obter cocristais de meloxicam,;

e Caracterizar os cocristais obtidos, fairmaco e coformers por
técnicas térmicas, cristalograficas e espectroscopica;

e Desenvolver e validar metodologias analiticas de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantifica¢do de farmaco
e coformer;

e Propor modelos matematicos para predi¢do da solubilidade de
cocristais em meio aquoso € em meio micelar;

e Determinar a solubilidade dos cocristais através de métodos de
equilibrio no ponto eutético;

e Determinar regides termodinamicamente estaveis dos cocristais;

e Avaliar a influéncia de agentes solubilizantes na solubilidade do
farmaco e dos cocristais bem como encontrar pontos de
transi¢do do cocristal;

e Avaliar o poder preditivo dos modelos através da comparagio
dos valores calculados com os resultados experimentais;

e Observar a supersaturagdo promovida pelos cocristais durante a
dissolucdo, além das conversdes cinéticas e o impacto do uso de
agentes solubilizantes nestes experimentos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 COCRISTAIS: DEFINICAO E ASPECTOS GERAIS

O termo cocristal vem sendo estudado ha muito tempo pela area
de engenharia de cristais. J4 a denominacgdo cocristal farmacéutico é
relativamente recente, porém dentro das inovag¢des incrementais de
farmacos, eles tém ganhado destaque ao longo dos ultimos dez anos
(DUGGIRALA et al., 2015).

No ano de 2011 o Food and Drug Administration (FDA)
publicou um guia que classificou os cocristais farmacéuticos como
materiais solidos cristalinos compostos de duas ou mais moléculas na
mesma rede cristalina. Este guia gerou grande repercussdo dentro da
comunidade cientifica devido a classificagdo um tanto restritiva, ¢ a
partir dai, outras defini¢des surgiram demonstrando preocupagdo com a
definigdo proposta (AITIPAMULA et al, 2012; BRITTAIN, 2012;
FDA, 2011; THAKURIA et al., 2013).

O trabalho de Aitipamula e colaboradores (2012) definiu os
cocristais como materiais que apresentam uma Unica fase cristalina
formada por dois ou mais compostos moleculares ou i6nicos em
proporgdes estequiométricas e que, isolados, sdo sélidos em condigdes
ambientes (25°C/1 atm), defini¢do esta considerada mais adequada e
compreensivel.

No caso de cocristais farmacéuticos, um dos componentes
corresponde ao farmaco e o outro ao coformador, conhecido como
coformer (Figura 1), que ndo deve ser toxico quando a intencdo ¢
utilizar o cocristal como parte de uma formulacdo farmacéutica
(ALMARSSON; ZAWOROTKO, 2004; FDA, 2011; QIAO et al,
2011). O FDA disponibiliza uma lista de materiais s6lidos reconhecidos
como seguros, 0 GRAS, do inglés Generally Recognized as Safe. Esta
lista ¢ composta de uma centena de produtos, dentre eles aditivos
alimentares e outras substincias ja bastante estudadas (FDA, 2011;
WOUTERS; ROME; QUERE, 2012).

Para obten¢do de um cocristal, o coformer ¢é geralmente
selecionado com base nas regides de complementaridade molecular com
o farmaco, principalmente a presenca de grupos funcionais capazes de
formar as ligagdes de hidrogénio entre as moléculas do farmaco e do
coformer (BOND, 2012; ETTER, 1991). Uma das principais
particularidades dos cocristais estd na capacidade de obtencdo de novas
espécies cristalinas com farmacos neutros, ao passo que a formacdo de
sais ocorre somente com moléculas ionizaveis (BLAGDEN; COLESB;
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BERRY, 2014). E importante citar que, ao contrario de formas
farmac€uticas amorfas, os cocristais podem apresentar grande
estabilidade termodinidmica no estado solido e, comparado com os
polimorfos, os cocristais aumentam a solubilidade em uma escala muito
maior (SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009).

Figura 1 - Desenho esquematico ilustrando arranjos de estado solido cristalino
incluindo os cocristais e forma amorfa do farmaco.

AMORFO POLIMORFO HIDRATO/SOLVATO COCRISTAL SAL

VAV AVA A\WA WY R

§§ vy VAV W/EW AVAVA  EyEVE
o VAVAWA A\WA  WEY EEE
VAV VAV W/EW @ AVAVA AVEA

ﬂ Farmaco / Agua/Solvente A Coformer A Contra-ion

Fonte: Adaptado de Willians et al. (2013).

Os cocristais apresentam grande popularidade dentro da
industria farmacéutica devido a sua inovagdo e a vantagem de protegdo
por meio de patentes (DESIRAJU, 2012; HOFFMAN; JEFREY;
LINDEMAN, 2012). Porém, at¢é o momento ndo se sabe ao certo o
niamero de produtos farmacéuticos cocristalizados que estdo sendo
comercializados mundialmente, devido principalmente as implicacdes e
empasses relacionados a classificagdo e definicdo dos cocristais e a
diferenciacdo das outras formas solidas, especialmente dos sais
(DUGGIRALA et al., 2015; EMA, 2015 a).

O ultimo avango em relagdo a assuntos regulatorios foi o
produto Entresto® da Novartis, aprovado no ano de 2015 pelo FDA
como cocristal. Entresto® ¢ um medicamento utilizado nos EUA para
insuficiéncia cardiaca, com estrutura cristalina composta de sacubitril
monossodico, valsartana dissodica e agua, que assim como o Depakote®,
¢ outro exemplo de produto formado por dois farmacos cocristalizados
(BLAGDEN; COLES; BERRY, 2014; DUGGIRALA et al., 2015;
EMA, 2015 b).

2.2 VANTAGENS DOS COCRISTAIS
Os beneficios inerentes a cocristalizacdo ndo sdo limitados

apenas as melhorias na solubilidade, mas também ao aprimoramento de
outras propriedades como taxa de dissolucdo, estabilidade quimica,
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higroscopicidade, propriedades mecanicas e biodisponibilidade. (GAO,
ZU, ZHANG, 2011; SHAN, ZAWOROTKO, 2008; STEED, 2013).

E possivel encontrar centenas de estudos que relatam tais
melhorias, entretanto, dentre elas, a solubilidade ¢ a mais investigada
pela area farmacéutica, pois o incremento desta estd diretamente
relacionado a eficacia terapéutica do farmaco (AMIDON et al., 1995;
WILLIANS et al., 2013).

2.2.1 Solubilidade

A solubilidade é definida pelo equilibrio termodindmico de um
soluto entre duas fases, neste contexto, considera-se a fase solida e a
solucdo. Para este equilibrio ocorrer, a temperatura, a pressao e a energia
livrte de cada espécie em cada fase devem ser iguais (HIGUCHI;
CONNORS, 1965; HILDEBRAND, 1924).

As caracteristicas de solubilidade de uma molécula sio
determinadas por dois fatores: sua hidrofobicidade (solvatagdo) e
energia da rede cristalina, descrita pela energia de Gibbs (AG), que é o
somatorio das energias livres da solucdo (equacdo 1):

AGsolu(;éo= AGrede cristalina T AGsolvatagéo (1)

Isto demonstra que estratégias para melhorar a solubilidade
requerem combinac¢des de tecnologias que influenciam as forgas de
interagdo  solvente-soluto e  soluto-soluto (AVDEEF, 2007;
SERAJUDDIN, 2007; STELLA; NTI-ADDAE, 2007). Os cocristais,
diferente de outras estratégias, tém a habilidade de influenciar ambos os
fatores e em variada extensdo. Porém, devido aos coformers
apresentarem-se na maioria das vezes bastante hidrofilicos, o aumento
da solubilidade dos cocristais ¢ atribuida em maior parte a energia de
solvatacdo, a qual desempenha papel decisivo na solubilizacdo de
moléculas pouco soluveis. Dependendo da escolha do coformer, ¢ de
quao soluvel ele é, a razdo da solubilidade do cocristal (Scocristal) €M
relacdo ao farmaco constituinte pode variar de 1 a 100 vezes ou, em
alguns casos, até mais (GOOD, RODRIGUEZ- HORNEDO, 2009;
ROY; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012; THAKURIA et al.,
2013; WILLIANS et al., 2013).

Alguns exemplos ilustram como os cocristais podem
proporcionar mudangas significativas no desempenho do farmaco. Um
estudo com o cocristal indometacina-sacarina demonstrou solubilidade
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de 13-65 vezes maior que a indometacina na faixa de pH 1-3
(ALHALAWEH; ROY; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012). Outro
exemplo € o cocristal de danazol-acido hidroxibenzoico que apresentou
solubilidade em torno de 750 vezes maior que o farmaco em meio
biorrelevante (FeSSIF - Fed-state Simulated Intestinal Fluid) (LIPERT
et al., 2015). Weyna e colaboradores (2012) demonstraram que
cocristais de meloxicam-acido acetilsalicilico apresentaram aumento da
biodisponibilidade avaliada através da area sob a curva (AUC)
(WEYNA et al., 2012), assim como os cocristais de quercetina, que
apresentaram biodisponibilidade superior ao farmaco, com aumento de
10 vezes na AUC (SMITH, et al., 2011).

Outra importante habilidade dos cocristais ¢ a sua capacidade de
modular a solubilidade. Esta versatilidade ndo estd apenas relacionada
com a possibilidade de interagdo com coformers de diferentes
comportamentos de ioniza¢do, conforme demonstrado na Figura 2, mas
também dos processos moleculares de ambos os componentes em
solu¢do como: dissociacdo, complexagdo, ionizacdo e solubilizagdo
micelar (ROY; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012).

Os exemplos (a) e (b) da Figura 2 permitem observar que
cocristais formados por firmaco neutro e coformer ionizavel podem
exibir um perfil de solubilidade pH-dependente completamente diferente
um do outro. Esta caracteristica vai depender das propriedades de
ioniza¢do do coformer. A solubilidade do cocristal aumentard com o
aumento do pH, no caso de cocristalizacdo com coformers acidos
(Figura 2a). Porém, no caso de coformers anfotéricos (Figura 2b), o
perfil de solubilidade apresentara curvatura em U. Este perfil é similar
ao apresentado na Figura 2¢, no qual o cocristal ¢ formado por fairmaco
basico e coformer acido, sendo que neste caso os grupos ionizaveis estdo
presentes em ambas as moléculas. O perfil de solubilidade em forma de
U também ¢€ esperado para um cocristal formado de farmaco
zwiterionico e coformer acido (Figura 2 d), como € o caso dos cocristais
de meloxicam estudados neste trabalho (BETHUNE et al., 2009).
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Figura 2 — Diferentes perfis de solubilidade em funcdo do pH para: a) cocristal
de farmaco neutro com coformer acido diprotico; b) cocristal de farmaco neutro
com coformer acido anfotero; c) cocristal de farmaco basico com coformer
acido diprético; d) cocristal de farmaco zwiteridnico com coformer acido
diprotico. Os valores de pK, para farmaco e coformer estdo descritos em cada
grafico.
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Fonte: Adaptado de Roy; Lipert e Rodriguez-Hornedo (2012).

As curvas de solubilidade mostradas na Figura 2 foram
calculadas a partir de equagdes que descrevem a solubilidade dos
cocristais em fun¢do do pH, do produto da solubilidade (K) e da
constante de ionizagdo acida (K,). As reagdes de equilibrio quimico,
assim como as equacgdes para diferentes tipos de cocristais, estdo bem
descritas na literatura (BETHUNE et al., 2009; REDDY et al., 2009;
ROY; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012).

Diante dos perfis apresentados na Figura 2 é possivel observar
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que o pH da solugdo exerce influéncia significatica nos resultados de
solubilidade destes sistemas. Apesar disso, na literatura ainda se
encontram diversos estudos de dissolugdo ¢ solubilidade de cocristais
que desconsideram a importancia do pH nestes ensaios (KUMINEK, et
al., 2016).

2.3 METODOS DE OBTENCAO

Diversos métodos de cocristalizacdo apresentam-se descritos na
literatura. Dentre ecles destacam-se as reacgdes de cristalizacdo em
solucdo e a moagem, podendo-se citar, também, a exposicdo a umidade,
fluido supercritico, fusdo, micro-ondas e ultrassom (CHILDS 2005;
GOOD; MIRANDA; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2011; ISSA, 2012;
JAYSANKAR; GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2007; LU;
RODRIGUEZ-HORNEDO; SURYANARAYANAN, 2008; PADRELA
et al., 2009; PAGIRE et al., 2013).

Nesta dissertacdo, a abordagem principal encontra-se nos
métodos de cristalizagdo em solugdo, mais especificamente no método
de cristalizagdo por reagio (MCR) (RODRIGUEZ-HORNEDO et al.,
2006), motivo pelo qual este método de obtengdo sera destacado. O
MCR ¢ eficiente na triagem e na obtengdo de cocristais, uma vez que
permite formar cocristais sem que ocorra a cristalizagdo dos
componentes individuais. Apresenta 6timo rendimento, ¢ passivel de
escalonamento e varios solventes podem ser utilizados, especialmente
alcoois e agua (CHILDS; HARDCASTLE, 2007; CHILDS et. al., 2008).

O MCR baseia-se na geracdo de supersaturagdo da solugdo em
relacdo ao cocristal, enquanto a solugdo encontra-se apenas saturada ou
insaturada em relagdo aos componentes do cocristal. O diagrama de
solubilidade de fases do cocristal (Figura 3), no qual este método ¢é
baseado, demonstra condi¢des de insaturacdo, saturagdo e
supersaturacdo com relagdo ao cocristal e/ou as fases cristalinas
individuais. Sabe-se que a cristalizagdo ocorre em condi¢des
supersaturadas, enquanto a dissolu¢do ocorrera em condigdes de
insaturagao.
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Figura 3 - Diagrama de solubilidade de fases de um cocristal AB e do farmaco
A. Assume-se que solubilidade do farmaco A [A]r é independente da
concentragdo de coformer [B]r em um determinado solvente. Regides: I -
solugdo supersaturada em relagdo ao farmaco, o cocristal pode converter a
farmaco; II: solucdo supersaturada em relagdo ao farmaco e cocristal; III -
solugdo abaixo da saturagdo; IV- solucdo supersaturada em relagdo ao cocristal,
o farmaco pode transformar-se em cocristal.

1 II
o _Sﬁ)h_lb_iligaﬁle_dg é
111 v

[Alr

Solubilidade de AB

[Blr
Fonte: Adaptado de Nehm; Rodriguez-Spong e Rodriguez-Hornedo (2006).

Conforme ilustrado na Figura 3, o dominio I ¢ supersaturado
com relagdo ao componente A (farmaco), mas insaturado com respeito
ao cocristal (AB). Ambos A e AB estdo supersaturados no dominio II,
mas insaturados no dominio III. Por fim, o dominio IV é supersaturado
com relacdo a AB, mas insaturado em relagdo a A.

Logo, para obtencdo de um cocristal, deve-se acessar a regido
de supersaturagdo relacionada unicamente ao cocristal por meio do
preparo de solugdes dos reagentes A (farmaco) e B (coformer) de tal
modo que as concentragdes se encontrem na regido IV do diagrama.
Esta condig@o pode ser atingida através da mistura de solugdes, onde os
reagentes estdo dissolvidos, ou também dissolvendo-se o(s) reagente(s)
solido(s) A e/ou B no solvente puro ou em solu¢des ja contendo os
componentes solidos. As fases solidas A e B podem entdo transformar-
se em cocristal (AB) através de reagdo mediada em solu¢do. Enquanto o
cocristal AB ¢ formado, ele consome A e B da solugdo e mais reagentes
dissolvem-se até que o processo atinja o estado de equilibrio,
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determinado pela curva de solubilidade do cocristal. Importante ressaltar
que sdo os componentes dissolvidos que determinam a supersaturagdo e
nio a fase solida dos mesmos (NEHM; RODRIGUEZ-SPONG e
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006; RODRIGUEZ-HORNEDO et al.,
2006).

2.4 SOLUBILIDADE E ESTABILIDADE TERMODINAMICA DE
COCRISTAIS

A medida que um novo cocristal ¢ descoberto, a primeira
questdo que deve ser respondida € se este cocristal € mais soluvel que o
farmaco, se sim, o quanto mais soluvel. A segunda questdo a ser
levantada ¢ descobrir se este aumento de solubilidade do cocristal em
relagdo ao farmaco ird sobreviver frente a adicdo de agentes
solubilizantes ou outros ingredientes de uma formulacao. Para responder
estas questdes adequadamente, ¢ necessario entender como se estabelece
a solubilidade dos cocristais, que depende de alguns pardmetros e
propriedades que serdo discutidos ao longo deste capitulo.

Uma das propriedades que a maioria dos cocristais apresenta é a
alta solubilidade. A razdo desta solubilidade em relagdo ao farmaco
constituinte pode ser expressa por (Scocristal/Starmaco), denominada pela
sigla (SA), do inglés "solubility advantage over drug” ou vantagem de
solubilidade do cocristal com relagdo ao farmaco (KUMINEK et al.,
2016; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015).

No entanto, estes cocristais altamente solGveis sdo
caracterizados pela rapida conversdo para a forma menos soluvel do
farmaco quando expostos ao solvente ou a solucdo, prejudicando assim
o seu desempenho e constituindo a principal barreira no
desenvolvimento destes sistemas. Diante disso, um cocristal altamente
solivel nem sempre é o melhor candidato para um novo produto
farmacéutico, visto que sua alta solubilidade podera comprometer sua
vantagem de dissolugdo frente ao farmaco, sendo necessario aplicar
estratégias que mantenham uma concordancia entre os parametros
solubilidade e estabilidade termodinamica em solucdo (HUANG;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010; WILLIANS et al., 2013). Estes
cocristais sdo considerados formas metaestaveis, que assim como os sais
e as dispersdes solidas pertencem ao grupo de sistemas que promovem
supersaturacdo, do inglés "Supersaturating Drug Delivery Systems"
(SDDS), caracterizados pela baixa estabilidade termodinamica em
solu¢do (BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS, 2009; ROY;
LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012).
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Os experimentos cinéticos sdo comumente empregados na
avaliacdo da solubilidade de cocristais, porém estes métodos devem ser
utilizados com cautela em decorréncia das caracteristicas citadas acima.
A Figura 4 ilustra os processos que podem ocorrer durante a avaliacdo
por método cinético. A medida que ocorre a dissolu¢io de um cocristal
moderadamente soluvel, este pode atingir um maximo de concentracdo
em solugdo e em seguida dar inicio a cristalizagdo do farmaco estavel
(conversdo cinética). No entanto, esta concentragdo, que corresponde ao
pico (Cmax), ndo deve ser considerada a solubilidade do cocristal
(MARTIN et al., 2013; THAKURIA et al., 2013; WEYNA et al., 2012).

Por outro lado, no caso dos cocristais altamente soluveis, que
apresentam o potencial de gerar alta supersaturagdo em relacdo ao
farmaco, quando submetidos a ensaios de dissolucdo, a precipitagdo
pode ocorrer de forma imediata. Devido a esta rapida e imediata
conversdo, a concentragdo em solugdo ¢ mantida proxima ou a igual a da
Starmaco, Tesultando, algumas vezes, em valores subestimados ou até
mesmo erroneos, que ndao devem ser relacionados a solubilidade
termodinamica (ROY; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012).

Figura 4 - Representacdo da solubilidade por método cinético para cocristais
que apresentam conversao lenta e rapida para a forma cristalina do farmaco.

Cocristal moderadamente solavel

8

) & 7
E 4
pa
‘Q Q‘O Cocristal altamente ;54;:’
4% %
V4
_____________ Farmaco

Tempo
Fonte: Adaptado de Roy; Lipert; Rodriguez-Hornedo (2012).

Nesse ambito, estudos demostram que o método
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termodindmico, o qual utiliza concentragdes eutéticas para a
determinacdo da solubilidade dos cocristais sdo mais seguros, confidveis
e simples de serem acessados (GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO,
2009; 2010; HUANG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2011a).

Neste trabalho, concentragdes ecutéticas referem-se as
concentra¢des dos componentes formadores do cocristal [farmaco]., e
[coformer]e,, determinadas sob condigdes de equilibrio em um ponto
denominado ponto eutético, que sera discutido no proéximo item deste
capitulo (GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009).

Tanto os experimentos cinéticos quanto os termodindmicos sdo
uteis nos estudos com cocristais, no entanto, a partir dos experimentos
termodindmicos ¢ possivel obter informagdes a respeito do
comportamento e estabilidade dos cocristais em solucdo, que sdo
fundamentais para delinear estudos cinéticos com seguranca, sem que
convergdes cinéticas influenciem os resultados da solubilidade destes
sistemas (ROY; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012).

2.4.1 Propriedades fisico-quimicas dos cocristais
2.4.1.1 Ponto eutético e a constante eutética (K.,)

O termo eutético ¢ bastante conhecido dentro da darea
farmacéutica e geralmente estd presente em estudos que envolvem a
quimica do estado solido, especialmente em relagdo as misturas
eutéticas obtidas pela diferenca de temperatura, onde a técnica de
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) é normalmente utilizada
para determinar a natureza eutética de sistemas multicomponentes.
Diversas definigdes para eutético podem ser encontradas na literatura.
No caso do ponto eutético calorimétrico, ¢ definido como a fusdo de
dois componentes/materiais em uma mesma temperatura, menor que a
temperatura de fusdo dos componentes individuais, apresentando neste
ponto um equilibrio entre a fase liquida (fusdo) e a fase sodlida
(BROWN, 1998; CHERUKUVADA; NANGIA, 2014).

Em relagdo ao ponto eutético (P.,) utilizado neste trabalho,
assim como o descrito acima, ¢ um ponto invariavel isotérmico, porém
neste caso, duas fases solidas coexistem em equilibrio com uma solucio.
A partir deste ponto a solubilidade do cocristal pode ser acessada,
servindo como pardmetro chave na determinagdo das regides de
estabilidade termodinamica do cocristal relativo aos seus componentes
(GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010).
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Vale ressaltar que o cocristal pode apresentar dois pontos
eutéticos que sdo diferenciados pelas fases que estdo em equilibrio com
a solucdo, podendo ser farmaco e cocristal ou coformer e cocristal. Em
se tratando de cocristais farmacéuticos, que geralmente sdo formados de
farmaco pouco soltvel e coformer hidrofilico, o P, normalmente
utilizado ¢ a partir do equilibrio de farmaco, cocristal e solugdo, devido
ao farmaco ser menos soltvel que o coformer. Neste caso, este ponto ¢
caracterizado pela intersec¢do das curvas de solubilidade do farmaco e
do cocristal, ou seja o ponto onde Scocristat = Stirmaco (NEHM;
RODRIGUEZ-SPONG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006).

Este ponto pode ser acessado através da medida da
concentracdo de cada componente do cocristal ([firmaco]., e
[coformer]e,) quando a solug@o estd em equilibrio, ou seja, no ponto
onde a solu¢do ¢ duplamente saturada em relagdo ao farmaco e ao
cocristal. A partir destas concentragdes, obtém-se o produto da
solubilidade (Ky), que pode ser utilizado para determinar a solubilidade
estequiométrica dos cocristais em solugdes com diferentes condigdes,
como valores de pH; e a presenga de agentes solubilizantes.

A avaliagdo do P, proporciona também a solubilidade do
farmaco sob as condigdes avaliadas no experimento (pH, [coformer],
agentes solubilizantes, etc.). Desse modo, tanto a solubilidade do
cocristal como a do farmaco podem ser obtidas por meio dos
experimentos eutéticos (ROY; LIPERT, RODRIGUEZ-HORNEDO,
2012).

Para execucdo desta analise sdo requeridos, apenas, pequenos
volumes de amostra do farmaco e do cocristal, e um pequeno volume da
solucdo de interesse (no pH desejado, com ou sem aditivos), de modo
que a solugdo apresente-se saturada de farmaco e de cocristal, para que
as concentragdes de [farmaco]e, e [coformer]e, possam ser medidas em
equilibrio. E importante destacar que a verificagio do pH e da
temperatura no P,, € uma etapa essencial, juntamente com a
confirmagdo das fases solidas presentes em equilibrio (no caso farmaco
e cocristal), que pode ser avaliada por meio de Difragdo de Raios X de
P6 (DRXP) ou DSC. Somente deste modo é possivel saber se o sistema
esta em equilibrio, isto é, no P, em questio (GOOD; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2009).

A figura 5 apresenta um fluxograma para auxiliar na
determinacdo das concentracdes do farmaco e do coformer no P, que,
em alguns trabalhos, também s3o chamadas de concentracdes de
transicdo.
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Figura 5 - Fluxograma das etapas envolvidas na determinagdo das
concentragdes dos componentes do cocristal em solugdo, em equilibrio, no Pe,.
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até saturagdo ou [farmaco]., e até saturagdo ou
[coformer].,

equilibrio equilibrio

Fonte: Adaptado de Good e Rodriguez-Hornedo (2009).

A partir deste experimento é possivel determinar se o cocristal é
mais soluvel que o farmaco quando [farmaco]e, < [coformer]e, ou se o
cocristal ¢ menos solivel que o farmaco quando [farmaco]., >
[coformer]., (BETHUNE et al., 2009).

Utilizando as informagdes das concentragdes [farmaco]e, €
[coformer]., € possivel acessar a constante eutética (K,), indicadora da
estabilidade do cocristal ¢ definida pela razdo das atividades (a) do
coformer e do farmaco no P.. A K., é derivada de uma série de
equagdes descritas por Good e Rodriguez-Hornedo (2010) baseadas nas
reacdes de equilibrio do cocristal em solugdo, oriundas de estudos com
mais de 40 tipos de cocristais, e pode ser representada pela equacao 2:
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acoformer,eu - [coformer]eu (2)
Afirmaco,eu [férmaco]eu

Key =

Deste modo, valores de K., > 1 ou K, > 0,5, para cocristais de
estequiometria (1:1) e (2:1), respectivamente, indicam que o cocristal ¢
mais soluvel que o farmaco e, consequentemente, apresenta baixa
estabilidade termodindmica em solugdo. Ja valores de K¢, < 1 ou < 0,5
indicam que o cocristal € menos soluvel e mais estavel em relagdo ao
farmaco (GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010).

A relagdo entre as concentragdes eutéticas e a vantagem de
solubilidade do cocristal (SA) para um cocristal de razdo molar 1:1 pode
ser estabelecida pela equacao 3:

Keu

2
acoformer,eu _ (Scocristal )

3)

Afirmaco,eu Sfélrmaco

A equagdo 3 representa uma relacdo segura e de 6timo poder
preditivo para o estudo do comportamento dos cocristais em solugéo
(GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009).

Todos estes conceitos que envolvem o P, sdo mais bem
apreciados através da observagdo do diagrama de solubilidade de fases
(DSF, Figura 6), descrito por Good e Rodriguez-Hornedo (2009), que é
constituido pelas fases solidas do cocristal e firmaco (ou coformer) em
equilibrio com a solugdo. Neste diagrama € possivel observar dois tipos
de cocristais com comportamentos diferentes em relagdo ao farmaco. No
caso 1, o cocristal ¢ mais estdvel em solugdo, apresentando baixa
solubilidade. Ja o caso 2 é de um cocristal metaestavel que apresenta
alta solubilidade. A linha pontilhada do diagrama representa a
dissolucdo das concentragdes estequiométricas dos componentes do
cocristal em um solvente determinado, e a intersec¢do (circulos), com as
curvas dos cocristais indicam a concentragio maxima do farmaco
associada a Scocista- J& @ linha horizontal representa a solubilidade do
farmaco em equilibrio no solvente em questdo, assumindo que a mesma
€ menor que a solubilidade do coformer, que ndo esta demonstrada neste
diagrama.
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Figura 6 - Diagrama de solubilidade de fases contendo dois tipos diferentes de
cocristais considerando sua estabilidade e seus respectivos pontos eutéticos
(Cew)- A linha pontilhada indica as concentragdes estequiométricas dos
componentes do cocristal por meio da dissolugdo e os circulos representam a
solubilidade dos cocristais no solvente puro.

Caso 2
/’ C
C. 7 \ eu
‘ , Q
Cocristal mais soluvel

e Cocristal menos soluvel

[farmaco]

[coformer]

Ce, = concentragdes eutéticas (mensuravel nos dois casos)
Miéxima [farmaco] dissolvida proveniente do cocristal:
Caso 1 = < Sgrmaco = mensuravel

Caso 2 => Sgymaco = algumas vezes mensuravel

Fonte: Adaptado de Good e Rodriguez-Hornedo (2009).

A solubilidade de um cocristal metaestavel (caso 2) ndo ¢
tipicamente um equilibrio mensurdvel e estes cocristais sdo
denominados incongruentemente saturados. Conforme o cocristal
metastavel dissocia-se em solucdo, ocorre a supersaturagdo do farmaco
(a concentragdo de farmaco associado ao cocristal excede a Sgirmacos
linha horizontal) e este pode cristalizar-se. Esta supersaturagdo ¢ uma
condi¢@o necessaria, mas nao suficiente para cristaliza¢do. Vale ressaltar
que em alguns casos pode ocorrer atraso na cristalizacdo da forma
estivel do farmaco, permitindo a quantificagdo da verdadeira
solubilidade em equilibrio. Esta implicagdo pode estar relacionada a
nucleagdo lenta ou a outros fatores cinéticos que estejam atuando junto
com a supersaturagio (GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009).

A outra possibilidade sdo os cocristais menos soliveis que o
farmaco (caso 1), no qual a dissolugdo dos componentes do cocristal
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ocorre de maneira proporcional gerando, neste caso, uma saturagdo
congruente, apresentando assim concentragdo e solubilidade do fairmaco
menor que a Sgimaco puro (representada pela linha Sgpaco). Neste caso a
solubilidade do cocristal pode ser mensurada a partir da dissolugdo do
cocristal em equilibrio com a solugéo.

Desta maneira, para ambos os casos (1 ¢ 2) o P, representa o
ponto de intersec¢do entre as curvas de solubilidade do cocristal e do
farmaco e pode ser utilizado para separar as regides
termodinamicamente estaveis do farmaco e do cocristal (GOOD;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009). Através das concentragdes eutéticas
(Ceu) de farmaco e coformer neste ponto ¢ possivel obter o valor de K,
que permite acessar a solubilidade estequiométrica dos cocristais.

2.4.1.2 Ky, e a solubilidade dos cocristais

Os modelos matematicos de predicdo da solubilidade dos
cocristais que serdo apresentados neste subitem (2.4.1.2) estdo bem
descritos na literatura (BETHUNE, 2009; NEHM; RODRIGUEZ-
SPONG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006). Eles foram obtidos
considerando os conceitos das rea¢des de equilibrio quimico em solugdo
descrito por Henderson-Hasselbach (BUTLER, 1964), juntamente com
as propriedades dos cocristais aqui expostas.

Durante a dissolugdo, o cocristal dissocia-se em seus
componentes e o equilibrio entre o cocristal sélido e seus componentes
em solugdo € descrito pela constante de equilibrio denominada produto
da solubilidade (K,,) (Figura 7). E importante destacar que o termo
dissociagdo refere-se a reagdo de equilibrio do cocristal em solugdo
descrita nesta figura e ndo a precipitagdo dos componentes do cocristal
(NEHM; RODRIGUEZ-SPONG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006).

Figura 7 - Esquema da dissociag@o do cocristal em solugdo descrito pelo
produto da solubilidade (K,).
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Desta forma, assumindo que nenhum efeito de complexagdo ou
cristalizagdo ocorra com os componentes do cocristal, o equilibrio para
um cocristal (1:1) RHA composto de farmaco ndo-ionizavel (R) e
coformer ionizavel (HA) pode ser descrito pela dissociagdo de RHA
seguida da ionizagdo de HA.

A reagdo de equilibrio e as constantes associadas podem ser
representadas pela equagdo 4:

Kep
RHA

iy

+H
sélido solugdo solugdo (4)

Onde: K, é o produto da solubilidade do cocristal, definido por
(equagdo 5):
Ksp = [R]solugéo [HA]solugéo (5)

Desta forma, o K, ¢ obtido por meio da multiplicacdo das
concentracdes das espécies ndo ionizadas [R] e [HA] que podem ser
medidas no experimento de solubilidade em equilibrio, no P, descrito
anteriormente. Analisando a equag@o (5) € possivel perceber que a
solubilidade do cocristal diminui com o aumento da concentracdo de
coformer em solugdo.

O proximo passo € a ionizagdo do coformer (HA), descrito por
(equagdo 6):

K.
s A H+
solugdo solugdo solugdo (6)

em que Ka ¢ a constante acida de ionizac¢do (equacio 7):

_ [H*][A7]
"~ [HA]

K, (7

A medida que HA ioniza, de acordo com o seu pK, ¢ o pH da
solucdo, mais cocristal dissolve para manter o equilibrio de dissociagdo,
aumentando, deste modo, a concentragdo de farmaco em solug@o.

A concentragdo total analitica de coformer [A]r é a soma das
concentragdes das espécies ionizadas e ndo ionizadas. Para um coformer
acido monoprotico, ¢ dada por (equagdo 8):

[Alr = [HA] + [A7] ®)
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Enquanto que para um farmaco neutro, ¢ dada por (equagéo 9):
[RlT = [R] )

Desta forma, substituindo [HA] + [A™] pelas equagdes (5) e
(7), respectivamente, a equagao (8) é rearranjada como (equagao 10):

_ Ksp Ka,HA
[Alr = 22 (1+ i ) (10)

Para um cocristal de razdo molar 1:1, a solubilidade ¢ igual a
concentracdo total de cada espécie em solucdo (equagdo 11),

Scocristal = [Rlt = [A]T, (11)

entdo a equacgdo (9) pode ser redefinida como (equagdo 12):

Ka
Scocristal(RHA) 1:1 = Ksp (1 + [H+]) (12)

Interpretando a equagdo (12) ¢é possivel perceber que a
solubilidade do cocristal RHA aumenta com o aumento do pH
(diminui¢io da [H']). Nota-se também que a solubilidade ¢ dependente
de duas constantes, Ky, € 0 pK, do coformer, € uma variavel, o pH da
solugdo. Diante disto, a solubilidade do cocristal presente em uma
solugdo de pH << pK, do coformer, ou [H'] >> K, se aproximara da
solubilidade intrinseca \/K_Sp .

2.4.1.3 Pontos de transi¢cdo

Os pontos de transi¢do apresentam-se como uma propriedade
fisico-quimica dos cocristais e podem influenciar diretamente
estabilidade termodindmica dos mesmos. Embora ainda pouco relatados,
o conhecimento destes pontos representa uma ferramenta util na
modulagdo da solubilidade destes sistemas (LIPERT, RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2015).

Estudos recentes relatam que a utilizagdo de agentes
solubilizantes como os surfactantes, polimeros e lipidios podem induzir
pontos de transigdio nos cocristais (HUANG; RODRIGUEZ-
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HORNEDO, 2010; 2011a; 2011b; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO,
2015).

Nos pontos de transi¢do as solubilidades do farmaco e do
cocristal sdo iguais, e acima deles, o cocristal passa a ser menos soluvel
que o farmaco. Os cocristais podem apresentar mais de um ponto de
transi¢cdo, dependendo de fatores como ionizagdo dos componentes do
cocristal (pHp.) € a presenga de aditivos que solubilizam
preferencialmente o farmaco. Neste trabalho serd abordado somente o
ponto de transi¢do caracterizado pela constante S* e a CSC, que estdo
relacionados aos agentes solubilizantes (HUANG; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2011b; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015; ROY,
2013).

A Figura 8, apresenta um ponto de transi¢do obtido pela
intersecdo das curvas de solubilidade do cocristal ¢ do farmaco em
solucdo aquosa contendo um agente solubilizante do farmaco. A
concentracdo de agente solubilizante neste ponto ¢ referido como a
concentracdo de estabilizagdo critica (CSC) do inglés "critical
stabilization concentration” e a solubilidade neste ponto é determinada
como S*. Cabe ressaltar que a CSC ¢ uma concentracdo de agente
solubilizante acima da concentracdo micelar critica (CMC), a qual sera
abordada no item 2.4.2 (HUANG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010).
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Figura 8 - Pontos de transicdo S* e CSC para o cocristal (linha vermelha) e o
farmaco constituinte (linha azul) em meios contendo dois agentes solubilizantes
diferentes, a e b. O valor de S* neste caso ¢ uma constante e 0 CSC varia de
acordo com a extensdo de solubilizagdo do farmaco pelo agente solubilizante. O
farmaco apresenta maior solubilizagdo pelo agente a do que pelo b, logo CSC, <
CSC,. Curvas de predicdo elaboradas através do software Wolfram
Mathematica™10.
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Fonte: Adaptado de Lipert ¢ Rodriguez-Hornedo (2015).

Para melhor compreensdo do mecanismo que induz este ponto
de transi¢do, primeiramente faz-se necessario a elucidacdo de conceitos
e de como se¢ estabelece a solubilizagdo micelar do farmaco e do
cocristal.

2.4.2 Solubiliza¢ao micelar

Micelas podem ser definidas como nano ou micro estruturas
compostas por um nucleo hidrofobico e uma superficie hidrofilica. A
concentracdo onde inicia o processo de formacdo de micelas é chamada
concentragdo micelar critica (CMC). A CMC ¢ um dado importante e
facilmente encontrado na literatura para cada agente solubilizante e ¢
essencial para saber quando inicia o processo de solubilizagdo (MYERS,
2000).

A solubilizacdo micelar tem sido extensivamente estudada,
demonstrando influéncia significativa na solubilizacdo e dissolucdo de
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farmacos ionizaveis pouco soluveis (GRBIC et al., 2009; JINNO et al.,
2000; SHENG et al., 2006).

Surfactantes e polimeros sdo amplamente utilizados na industria
farmacéutica como parte de uma formulagdo, tanto para aumentar a
solubilidade de farmacos poucos soluveis, quanto para estabilizar
formas metaestaveis, atuando como inibidores da nucleagdo e
cristalizagdo e mantendo, assim, o estado de supersaturagdo (Figura 9)
(BEVERNAGE, et al., 2013; GUZMAN et al., 2007).

Figura 9 - Utilizacdo de aditivos como os polimeros e agentes solubilizantes que
atuam como "parachutes" prolongando o estado de supersaturagao ("spring"),
evitando a conversdo para a forma cristalina mais estavel do farmaco.

A

ttsPr"ng”
supersaturagao

“Parachute”
Inibidor da
precipitacao

[farmaco];

Stirmaco €M equilibrio

Tempo
Fonte: Adaptado de Guzman et al., (2007).

Os termos "spring” e "parachute" ilustrados na figura 9 sdo
normalmente utilizados para explicar o processo de dissolugdo de
sistemas que geram estado de supersaturacdo em solugdo. Spring esta
associado a supersaturacdo promovida pela forma metaestavel do
farmaco. Ja "parachutes" refere-se aos aditivos que podem ser utilizados
como inibidores da cristalizagdo em solucdo através da manutengdo do
estado de supersaturagdio (BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIINS,
2009; GUZMAN et al., 2007).

Tratando-se  de  cocristais  farmacéuticos, que  sdo
frequentemente formados de farmaco hidrofobico e coformer
relativamente hidrofilico, espera-se que diferentes afinidades e
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solubilizagdes ocorram com os componentes que formam o cocristal.
Deste modo, considerando os conceitos de solubilizagdo
diferencial/preferencial, aplicados até entdo em misturas oleosas binarias
(CHRISTIAN; SCAMEHORN, 1995), descreveu-se o modelo de
solubilizagdo diferencial em cocristais. Neste modelo as micelas
interagem preferencialmente com o componente mais hidrofébico do
cocristal, geralmente o farmaco, deixando o excesso de coformer, que
por sua vez € o componente hidrofilico na fase aquosa, desta forma
estabilizando o cocristal (Figura 10) (HUANG; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2010).

Figura 10 - Iustrag@o do equilibrio entre o cocristal e seus componentes no
meio aquoso e micelar. Este esquema representa a solubilizagdo micelar do
componente hidrofobico (neste caso o farmaco), deixando o excesso de
coformer na fase aquosa, desta forma estabilizando o cocristal.

y | micelar
& == K, j:lv} e
1 4 ny l'

Cocristal (RHA) (aquosa) di\*

o |
& coformer hidrofilico (HA) H+.lH+ +
W farmaco hidrofobico (R) iy |

Fonte: Adaptado de Huang e Rodriguez-Hornedo (2010).

2.4.2.1 Equagdes que descrevem a solubiliza¢do micelar do farmaco e
dos cocristais

De acordo com o apresentado na Figura 10, o equilibrio para
um cocristal 1:1 RHA, onde (R) representa um fairmaco ndo-ionizavel e
(HA) um coformer ionizavel, e M representa a concentragdo micelar de
surfactante, pode ser descrito pelas equacdes 13 a 16:
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Ksp
RHAS(’)lido S Raquoso+ HAaquoso
(13)
Kgérmaco
Raquoso +M : Rmicelar (14)
Kcofarmer
s
HAaquoso +M S HAmicelar (15)
K,
HAaquoso S A-aquoso+ H+aquoso
(16)

As constantes associadas as reagdes de equilibrio acima sdo
descritas pelas equacdes 17 a 20:

Ksp = [R]ag[HA]aq (17)
S [RlagM] (13)
HA [HA]m

=—202_ 1
s [HAJaq [M] (19)

[A"Jaq [H]ag

Ka = i,

(20)

Nas equagdes apresentadas, o subscrito (aq) refere-se as
espécies em meio aquoso (sem micelas) e (m) as espécies em meio
micelar. Ky, € o produto da solubilidade do cocristal em meio aquoso.
KHA e KR sdo as constantes de equilibrio para a solubilizagdo de R e
HA, respectivamente. K, € a constante de ionizagdo para o coformer HA
e [M] representa a concentracdo micelar do agente solubilizante,
calculada por meio da concentragdo total do agente solubilizante
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utilizado menos sua concentragdo micelar critica (CMC).

Dessa forma, considerando o equilibrio descrito na equacdo
(14), a solubilidade total do farmaco ndo ionizavel (R) em meio micelar
pode ser dada como (equagio 21):

Starmaco,T = Sfzirmaco,aq (1+Kfirmacoyyy), @h

onde Sgimaco,T representa a soma das solubilidades do farmaco em meio
aquoso e em meio micelar (Sgirmaco,T = Starmaco,aq T Sfarmaco,m).

Ja a solubilidade total do cocristal RHA pode ser dada por
(equagdo 22):

SrHAT = \/Ksp(l + Kfirmace[M]) (1 + KT M) + [:j‘]) (22)

Scocristal, RHA,T TEpPresenta a soma das solubilidade do cocristal em
meio aQUOSO € meio micelar (Scocristal,T = Scocrista, aq + Scocrista, mic)'

Para um cocristal onde somente o farmaco é solubilizado por
micelas, ou seja, constante de solubilizagdo micelar (Ks) coprmer = 0, @
equacdo (22) pode ser simplificada (equagdo 23):

Swiar = [Kop(1 + KE™o[M]) (1452 (23)

Estas equagdes preditivas auxiliam na selecdo do surfactante e
da concentragdo necessaria para alcancar a solubilizacdo desejada do
cocristal. As constantes Ky e K, sdo frequentemente encontradas na
literatura, desta forma para saber como serd o comportamento do
cocristal frente a determinado surfactante, faz-se necessario apenas um
experimento em determinado pH (meio aquoso). Com esse experimento
¢ obtido o K, possibilitando a constru¢do da curva de predi¢do da
solubilizagdo micelar do cocristal a partir destas equagdes apresentadas.

A razdo de solubilizagdo (SR), do inglés Solubilization Ratio,
também ¢ util na predi¢do da solubilizagdo micelar do cocristal. Esta
razdo de solubilizacdo ¢ definida por (equagdo 24):

SR = (SS—T) (24)

aq
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Onde SR ¢ a solubilidade total em um meio contendo agente
solubilizante (St) dividido pela solubilidade aquosa, na auséncia de
micelas (Saq).

Dessa forma, a solubilizacdo micelar do cocristal pode ser
estimada a partir da solubiliza¢do do farmaco, por meio da relagdo entre
a SR do farmaco e do cocristal.

Esta relacdo pode ser encontrada combinando as equagdes (21)

(52) = ) es)

cocristal farmaco

e (23):

Por exemplo, se uma determinada concentragdo de agente
solubilizante aumenta a solubilidade do farmaco em 100 vezes, a partir
desta relacdo ¢é possivel estimar um aumento da solubilidade do cocristal
de 10 vezes na presenga deste mesmo agente solubilizante.

Dessa maneira, espera-se que SRiocistal S€ja Muito menor que
SRfsrmaco, decorrente da solubilizagdo preferencial do farmaco
hidrofébico, conforme ilustrado pelas curvaturas do grafico (Figura 11).

Figura 11 — Dependéncia de SR qisiar €M SRgmaco para cocristais de
estequiometria 1:1 (—) e 2:1 (---).
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Fonte: Adaptado de Lipert e Rodriguez-Hornedo (2015).
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2422 S eCSC

Dados recentes demonstram que o mesmo cocristal pode
apresentar solubilidade maior, igual ou menor comparada com o
farmaco constituinte, dependendo da natureza e da concentracdo de
agente solubilizante utilizado. Estes pontos de transi¢do sdo
caracterizados por uma constante denominada (S*) e a concentragdo de
agente solubilizante neste ponto é chamada de concentracdo de
estabilizagdo critica (CSC) (HUANG et al., 2010; 2011; LIPERT e
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015).

Este comportamento pode ser matematicamente explanado
através da equacdo (21), que demonstra que o farmaco exibe
dependéncia linear de solubilizagdo, enquanto que a equagdo (23)
demonstra a dependéncia ndo linear do cocristal (HUANG,
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2011a).

S* é o ponto onde o farmaco e o cocristal apresentam a mesma
solubilidade na presenca de agentes solubilizantes. O S* ndo € o Gnico
pardmetro indicativo dos pontos de transi¢do, porém ¢ uma maneira
simples de acessa-los. Nos casos em que o coformer ndo € solubilizado
por micelas, o S* pode ser calculado por meio da solubilidade aquosa do
farmaco e do cocristal. De acordo com a equagdo 26 para um cocristal
1:1:

S* — (Scocristal,aq)2 (26)

Sférmaco,aq

A equacdo (26) foi obtida considerando a seguinte relagdo no
ponto de transigao:

Scocristal = Sférmaco =S* (27)

A razdo de solubilizacdo do cocristal e do farmaco no ponto de
transi¢do pode ser reescrita em funcdo de S* a partir da equacao (25):

(Ssq) - (ssq) (28)

cocristal farmaco

A equacdo (26) exprime que o valor de solubilidade no ponto de
transi¢do ¢ governado por dois pardmetros fundamentais, a solubilidade
aquosa do cocristal e do farmaco. S,q refere-se a solubilidade aquosa
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(espécies ionizadas + espécies ndo ionizadas) tanto para o cocristal
quanto para o fairmaco. Uma vez calculado o S*, o CSC pode ser obtido
a partir da concentracdo de agente solubilizante onde Sgmaco = S*, sem a
necessidade de avaliar experimentalmente toda curva de solubilidade do
cocristal, nem utilizar toda equagdo (23) que descreve a solubilizagdo
micelar do cocristal.

O S* também pode ser expresso em termos da SA, conforme
(equagdo 29):

SA = (Scocristal) (29)

Sfirmaco

S* em termos da vantagem de solubilidade do cocristal, para
um cocristal 1:1: pode ser reescrita como (equacdo 30):

§*= Scocristal,aq (SAaq) (30)

A partir desta relagdo & possivel perceber que quanto menor a
SA,, menor o S* ou seja, menor serda a concentracdo de agente
solubilizante necessaria para que a vantagem de solubilidade do
cocristal em relagdo ao fAirmaco seja eliminada.

Em algumas situacdes a solubilizacdo micelar do coformer pode
ocorrer, geralmente quando se trata de coformers que ndo sdo
extremamente hidrofilicos. Ou seja, quando Kcoformee > 0, a
solubilizagdo micelar do coformer deve ser considerada nas equacdes
que descrevem o S* (HUANG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010;
LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015).

Substituindo a equacdo (22) na equagdo (25), uma nova razao
de solubilizagdo do cocristal pode ser expressa (equagdo 31):

@),

cocristal farmaco

E a solubilidade no ponto de transi¢cdo passa a ser expressa
como (equacao 32):
2
S* =¢ (Scocristal,aq)

, (32)

Sfénrmaco,aq
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onde € é expresso como (equagdo 33):
Ka,coformer
1+ —mt + Ks,coformer [M]

Ka.coformer
(1+ =g

(33)

A equag@o 33 demonstra que, o valor de € sera igual a 1
quando 0 K coformer € 1gual a 0 (K comer > 0 gera € >1). Os valores de
€ sdo proporcionais ao Ks.ommer € @ concentragdo de agente
solubilizante [M].

Desta maneira, o conhecimento dos pontos de transi¢do (S*)
permite modular a vantagem de solubilidade do cocristal em relagdo ao
farmaco através de um simples ajuste do pH e/ou da concentragdo do
agente solubilizante. Deste modo, a supersaturagdo gerada durante a
dissolugdo do cocristal pode ser modulada, evitando possivel
cristalizagdo da forma mais estavel do farmaco (LIPERT;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015).

2.5 MELOXICAM

O meloxicam ¢ um anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE)
amplamente utilizado para o tratamento de osteoartrites dolorosas e
artrite reumatdide e estd disponivel na forma so6lida oral em doses de 7,5
mg ¢ 15 mg (GOODMAN; GILMAN, 2008; HANFT et al. 2001).
Pertence a classe Il do Sistema de Classifica¢do Biofarmacéutica (SCB)
proposto por Amidon et al., (1995), que qualifica os firmacos em quatro
classes de acordo com a solubilidade e a permeabilidade intestinal
(Figura 12). De acordo com a SCB o MLX apresenta baixa solubilidade
e alta permeabilidade. Farmacos pertencentes a esta classe sdo alvos de
estudos em tecnologia farmacéutica justamente por apresentarem
problemas de solubilidade, dissolu¢do e, consequentemente, de
biodisponibilidade (AMIDON et al., 1995; TAKAGI et al., 2006).
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Figura 12 - Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica.

A SISTEMA DE CLA§SIFICACAO
BIOFARMACEUTICA

E CLASSE I CLASSE 11

<«

=) Alta solubilidade Baixa solubilidade
E Alta permeabilidade Alta permeabilidade
<

E CLASSE III CLASSE IV

5 Alta solubilidade Baixa solubilidade
A~ Baixa permeabilidade Baixa permeabilidde

- < SOLUBILIDADE ||]|

Fonte: Adaptado de Kawabata et al. (2011).

Devido a sua baixa solubilidade em condi¢Ges acidas (pH de 1 a
5), o meloxicam pode levar mais de 2 horas para alcangar niveis
terapéuticos, dificultando sua utilizagdo em casos de dores agudas que
necessitam de alivio rapido (DAVIES; SKJODT, 1999). Diante disto, a
cocristalizagdo demonstra ser uma ferramenta interessante, visto que a
mesma permite a modulacdo da solubilidade desejada, podendo
proporcionar um inicio de agdo mais rapido ao farmaco.

Cocristais de meloxicam com diversos coformers estdo
relatados na literatura, conforme demonstrado na Tabela 1, porém néo se
encontram at¢é o momento estudos de solubilidade e estabilidade
termodinamica com cocristais de MLX.

Tabela 1 - Cocristais de meloxicam relatados na literatura.

Cocristais (estequiometria MLX:coformer)

MLX-4cido adipico (2:1) MLX-MLX cation - L-acido
MLX-4cido canférico (1:1)*(3:2)" malico (1:1:1)*

MLX-4cido glicolico (1:1)* MLX- DL-4cido malico (2:1)
MLX-4cido benzéico (1:1)" ML X-4cido salicilico (1:1)*
MLX-4cido malénico (1:1)* MLX-4cido fumarico (2:1)"
MLX-4cido gentisico (1:1)" MLX-4cido succinico (2:1)"
MLX-4cido 4-hidroxibenzoico (1:1)* MLX-4cido maleico (1:1)*
MLX-4cido 1-hidroxi-1-naftéico (1:1)" MLX-4cido hidroxicindmico (1:1)"
MLX-4cido glutérico (1:1)" MLX-4cido acetilsalicilico ( 1:1)b

*(CHENEY et al. 2010)
°(CHENEY et al., 2011)
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Diante destas caracteristicas que o MLX apresenta ¢ do grande
numero de cocristais relatados associados a caréncia de estudos de
solubilidade, este farmaco foi selecionado como farmaco modelo do tipo
zwiteridnico para realizacdo dos estudos de solubilidade e estabilidade
termodinamica de cocristais.

2.5.1 Caracteristicas fisico-quimicas

O MLX possui formula molecular C14H3N304S; e apresenta-se
fisicamente como um p6 amarelo, com massa molar de 351,40 g/mol e
estrutura quimica conforme apresentado na Figura 13. E praticamente
insoluvel em 4gua e levemente soluvel em solventes orgénicos
(BRITISH PHARMACOPOEIA, 2013; USP, 2008).

Apresenta-se como uma molécula de carater zwiteridonico de
ionizagdo, que de acordo com Luger et al. (1996), possui dois valores de
pK., 1,09 e 4,18, correspondendo a ionizacdo do anel tiazol e ao grupo
OH endlico, respectivamente. Dependendo das condig¢des de polaridade
do solvente e do pH da solu¢do em que se encontra, 0 meloxicam pode
apresentar quatro diferentes formas: catidnica, anidnica, enodlica e
zwiterionica (CHENEY et al., 2010; LUGER et al., 1996; SEEDHER;
BHATIA, 2003; USP, 2008).

Figura 13 - Estrutura molecular do meloxicam - forma 1 enol.

CHg
OH (@] S
\
N
PN §
N
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Fonte: Luger et al. (1996).

O meloxicam ¢ um farmaco que possui desejavel
permeabilidade, baixa solubilidade e uma baixa velocidade de
dissolucdo, fatores limitantes para a sua taxa de absorgdo. Possui dados
relatados de logP de 2,43 (octanol-tampao pH 2) e solubilidade em agua
de 0,034 mM a 25°C. (PICOT; LOLL; GARAVITO, 1994, SEEDHER;
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BHATIA, 2003). Possui cinco formas polimérficas relatadas que estdo
descritas na patente de nimero U.S.2003/0109701A1, sendo a forma I a
de atividade terapéutica. Os dados cristalograficos de monocristal do
polimorfo I estdo depositados no Cambridge Structural Database (CSD)
e foram descritos por Luger et al. (1996) e posteriormente por Fabiola et
al. (1998).

2.5.2 Farmacodinimica

O meloxicam ¢ um AINE da classe dos &cidos enolicos,
derivado dos oxicans, que apresenta propriedades anti-inflamatorias,
analgésicas e antipiréticas. E um potente inibidor da ciclooxigenase,
apresentando preferéncia e seletividade pela isoenzima COX-2
responsavel pelos efeitos terapéuticos dos AINEs, enquanto que a
inibi¢do da COX-1 esta relacionada com os efeitos colaterais gastricos
(BAE et al., 2007; CHURCHILL et al., 1996). Este farmaco demonstra
uma incidéncia menor de eventos adversos gastrintestinais como
dispepsia, vOomitos, nausea e dor abdominal em compara¢do com outros
farmacos da mesma classe (DISTEL et al., 1996).

2.5.3 Aspectos farmacocinéticos

O MLX ¢ bem absorvido pelo trato gastrintestinal, o que ¢
refletido por uma alta biodisponibilidade (em torno de 90% apds
administragdo oral). Seu pico de concentragdo maximo no plasma é
atingido depois de 5-9 h apos a administracdo de uma dose oral sob a
forma de comprimido e o tempo médio para o inicio da acdo é de 80 a
90 minutos apds a ingestdo (DEL TACCA et al., 2013; GOODMAN;
GILMAN, 2008).

A taxa de ligacdo do meloxicam as proteinas plasmaticas ¢é
superior a 99% e ¢ extensamente metabolizado, principalmente por
oxidag¢do, no seu principal metabdlito 5-carboximeloxicam, excretado na
urina e nas fezes. Menos do que 5% da dose é excretada sob a forma
inalterada nas fezes, enquanto que apenas tragos do composto inalterado
sdo excretados na urina. A meia-vida de eliminag¢do varia de 13 a 25
horas apds administragdo oral (SWEETMAN, 2011; AMBRUS et al.,
2009).
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3 COCRISTAIS DE MELOXICAM: OBTENCAO E
CARACTERIZACAO

3.1 INTRODUCAO

Dentro da area de pesquisa de aprimoramento de moléculas
pouco soliveis a cocristalizagdo apresenta-se como uma ferramenta
interessante de estudo, visto que dentre as suas propriedades estd a
possibilidade de modular a solubilidade desejada. Além disto, cocristais
podem proporcionar grande diversidade de formas cristalinas do mesmo
farmaco, com caracteristicas  fisico-quimicas diferentes  dos
componentes cristalinos individuais (BABU; NANGIA, 2011; ELDER;
HOLM; DIEGO, 2013).

Em se tratando de cocristais farmacéuticos, a estratégia de
cocristalizagcdo apresenta-se promissora, especialmente em farmacos
pertencentes a classe I do SCB, como ¢ o caso do MLX, que exibe alta
permeabilidade e baixa solubilidade. J4 com relagdo as moléculas
empregadas como coformers, os acidos carboxilicos estdo entre as mais
utilizadas na grande maioria das vezes, principalmente devido aos seus
grupamentos disponiveis para interagir com o farmaco por meio de
ligagdes de hidrogénio (FABIAN; FRISCI, 2012; QIAO et al., 2011;
STANTON, et al., 2009).

Diversas estratégias para obteng@o de cocristais estdo descritas
na literatura, no entanto neste trabalho foi escolhido reproduzir o
método descrito por Cheney et al. (2010) para obtengdo de cocristais de
MLX com os acidos carboxilicos, salicilico (SLC) e maleico (MLC).
Este método, denominado pelos autores como "slurry", pode ser
inserido na abordagem do diagrama de solubilidade de fases (DSF), o
qual orienta o método de cristalizagdo por reacdo (MCR)
(RODRIGUEZ-HORNEDO et al., 2006).

Diante do processo de obtencdo de um novo material cristalino,
a caracterizagdo no estado solido apresenta extrema importancia,
principalmente nos estagios iniciais de desenvolvimento. Os cocristais
podem ser usualmente caracterizados por meio da combinagdo de
técnicas termoanaliticas, espectroscopicas, e a mais importante dentre
elas, a difracdo de raios X de po (DRXP). Uma ferramenta 1til consiste
no banco de dados estruturais da Cambridge (CSD - Cambridge
Structural Database), que fornece informacdes essenciais para a
caracterizacdo por meio da comparagdo entre padroes de difracdo de
raios-X da amostra com o padrio de difracdo calculado, quando
existente (QIAO et al., 2011; REUTZEL-EDENS, 2012).
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Neste contexto, o presente capitulo apresenta a metodologia de
cocristalizagdo utilizada para obtengdo dos cocristais MLX-SLC e
MLX-MLC e a posterior caracteriza¢do no estado sélido dos materiais
cristalinos obtidos.

3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Materiais

A matéria-prima de MLX foi adquirida de Technodrugs &
Intermediates - India, lote TDM/ML/002/11/12-13. O coformer SLC,
lote Y1307011, foi adquirido de Xiamen Fine Chemical, China e o
MLC, lote S6625480, de Merck KGaA, Alemanha. Os solventes
tetrahidrofurano e acetato de etila apresentavam grau analitico.

3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Teécnica de cocristalizagdo

Para a obtencdo de cocristais do meloxicam foram utilizadas
quantidades de reagentes descritas por Cheney e colaboradores (2010).
Esta reacdo de cristalizacdo em solugdo foi realizada em temperatura
ambiente, por meio da adi¢do de quantidades estequiométricas de MLX
e coformer em um frasco contendo um volume determinado de solvente
(Figura 14). MLX-SLC (1:1) foi preparado em acetato de etila, enquanto
MLX-MLC (1:1) foi preparado em tretrahidrofurano (THF). As
suspensdes foram mantidas sob agitagdo magnética durante 24 horas e,
em seguida, filtradas em filtro de papel quantitativo sob vacuo. A
identidade das amostras foi confirmada por IV, DSC e DRXP.
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Figura 14 - Desenho esquematico do preparo dos cocristais de MLX pelo
método de reacdo de cristaliza¢do em solugio.
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v DRXP
v DSC
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3.2.2.2 Técnicas de caracteriza¢do
3.2.2.2.1 Difracdo de raios x de po (DRXP)

Os difratogramas foram obtidos utilizando-se equipamento 6-0
D2 Phaser (Bruker), com radiagdio de cobre Ka (A = 1,5418 A),
operando em corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV, equipado com
detector de cintilacdo unidimensional LINXEYE. As medidas foram
realizadas a temperatura ambiente, em porta amostra com cavidade,
através de varredura angular a 20 na faixa de 5° a 35° e com step
angular de 0,091°/s.

3.2.2.2.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em célula Shimadzu DSC-50
utilizando cadinhos de aluminio (modelo 201-52943) hermeticamente
fechados com aproximadamente 1,5 mg das amostras. A faixa de
temperatura analisada foi de 25 a 280 °C, a uma razdo de aquecimento
de 10 °C/min e sob atmosfera dindmica de N, de 100 mL/min. Os dados
obtidos foram processados em software TA-60. O equipamento foi
previamente calibrado com indio (ponto de fusdo: 156,6 °C, entalpia de
fusdo = 28,54 J/g) e zinco (ponto de fusdo 419,6 °C).
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3.2.2.2.3 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FT-
IR)

Os espectros IV foram obtidos em equipamento PerkinElmer
FT-IR (Frontier Spectrometer), em uma faixa espectral de 600 cm™ a
4000 cm™.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mencionado anteriormente, a metodologia para
obtengdo dos cocristais utilizada neste trabalho pode ser inserida na
abordagem do diagrama de solubilidade de fases (DSF, pagina 39, figura
3). Assim, a partir das quantidades de reagentes utilizados no método de
cocristalizacdo foi possivel acessar a regido IV do diagrama de
solubilidade de fases, ou seja, durante o experimento a solugdo
encontrava-se saturada de MLX, proxima da saturagdo de coformer, e
supersaturada em relacdo ao cocristal, condigdes necessarias para
formacdo do cocristal. Dessa maneira, foi possivel obter a
precipitagdo/cristalizagdo dos cocristais de MLX, a medida em que a
reacdo ocorria mais reagentes eram consumidos, ou seja, dissolviam-se
no solvente utilizado até que o sistema atingisse o equilibrio.

Esta metodologia de preparo demonstrou ser eficaz,
reprodutivel e de bom rendimento. O método para preparo de MLX-
SLC foi reprodutivel em volumes de até 12 mL, com rendimento de
89%, enquanto que para 0 MLX-MLC foi reprodutivel em 10 mL, com
rendimento de 92%. O rendimento foi determinado por meio da
pesagem do so6lido obtido ao final da reagdo em comparagdo com o total
de reagentes solidos adicionados.

Existem, até o momento, 5 formas polimorficas de MLX, sendo
o polimorfo I a forma utilizada para fins terapéuticos (COPPI;
SANMARTI; CLAVO, 2005; LUGER et al.,, 1996). Diante deste
conhecimento, a caracterizagdo da matéria-prima de MLX, a fim de
identificar o polimorfo presente neste solido, demonstrou ser importante.

Inicialmente a matéria-prima de MLX foi caracterizada por
DRXP. Observou-se, através da comparagdo com o padrdo de difracdo
calculado de MLX forma I, que a amostra apresentou picos de difracdo
bem definidos, de acordo com o padrdo, confirmando, assim, que a
amostra compreende o polimorfo I (Figura 15).
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Figura 15 - Difratograma comparando a amostra de MLX matéria-prima com o
padrdo de difracdo calculado para o polimorfo I de MLX.
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" Padrio de difragdo calculado para MLX polimorfo I relatado por Luger et. al,
1996.

As curvas DSC do MLX, assim como a andlise por IV,
encontram-se apresentadas nas Figuras 16 e 18, juntamente com a
caracterizacdo dos cocristais.

O espectro no IV da amostra de MLX matéria-prima (Figura 16
C) revelou a presenga das bandas caracteristicas de grupamento (N-H),
em 3286 cm™; (C=0) do grupamento amida, em 1622 cm™; (C=C) do
anel aromatico, em 1456 cm-', e grupamentos sulfonil (S=0), em 1345 ¢
1135 cm-', relacionadas & estrutura molecular deste farmaco (COPPI,
SANMARTI, CLAVO, 2005; BRITISH PHARMACOPOEIA, 2011).

Como pode ser verificado na curva DSC, a amostra de MLX
matéria-prima (Figura 18C) apresentou um unico evento endotérmico,
com ponto de fusdo em 258,66 °C (AH=203,77 J/g). Estes resultados
encontrados estdo de acordo com o intervalo de fusdo descritos na
literatura para este farmaco (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2013;
POMAZI et al., 2011; USP, 2008; WU et al., 2014).

Os materiais solidos obtidos na reagdo de cocristalizacdo foram
caracterizados inicialmente por meio da técnica de IV e os espectros
comparando o material cocristalizado com os demais componentes do
cocristal estdo demonstrados nas Figuras 16 e 17.

De acordo com o demonstrado nos espectros do material
cocristalizado (A), Figuras 16 e 17, foi possivel observar a diminui¢ao
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da intensidade da banda referente ao grupamento (-NH), em 3286 em™.
Também ocorreu a diminui¢do da intensidade e deslocamento da banda
em 1622 cm'l, referente a carbonila da amida do MLX (Figura 16 ¢ 17).
Além disso, o grupamento acido carboxilico presente nos coformers
apresentou estiramento da banda O-H, entre 3200-2500 cm'l, e
deslocamento C-O, em 1698 cm™. Estas modificagdes sdo atribuidas as
interagcdes de hidrogénio que ocorrem entre o acido carboxilico e os
grupamentos sufadiazol/NH do MLX na formagdo do cocristal. O
grupamento carbonila também estd envolvido em ligacdes
intermoleculares que ocorrem nas moléculas do farmaco (CHENEY et
al., 2010).

Figura 16 - Espectros de IV da amostra cocristalizada (A) e dos componentes
individuais SLC (B) e MLX (C).
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Figura 17 - Espectros de IV da amostra cocristalizada (A) e dos componentes
individuais MLC (B) e MLX (C).
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No que se refere ao comportamento termoanalitico das
amostras, foi possivel observar, por meio das curvas DSC, que a amostra
cocristalizada apresentou um evento endotérmico com ponto de fusdo
em 209,25°C (AH= 72,38 J/g) localizado entre os eventos de fusdo do
coformer e do farmaco (Figura 18). Estes dados sdo correspondentes aos
encontrados na literatura para o cocristal de MLX-SLC, bem como o
evento endotérmico do SLC, com ponto de fusdo de 156,33°C
(AH=180,47 J/g) (CHENEY et al., 2010; USP, 2008).
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Figura 18 - Resultado das analises por DSC da amostra cocristalizada (A) do
coformer SLC (B) e do MLX (C).
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Ja a curva DSC da amostra cocristalizada de MLX com MLC
apresentou ponto de fusdo em 194,34°C (AH=248,44 J/g), também
localizado entre os dois eventos endotérmicos dos componentes do
cocristal (Figura 19). Estes dados também estdo de acordo com
encontrados na literatura para o cocristal de MLX-MLC, bem como o
ponto de fusdo do MLC em 140,63°C (AH=275,89 J/g) (CHENEY et
al., 2010).

Figura 19 - Resultado das analises por DSC da amostra cocristalizada (A) do
coformer MLC (B) e do MLX (C).
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A DRXP ¢ considerada uma técnica fundamental e definitiva na
analise de materiais solidos cristalinos, permitindo a caracterizacdo das
amostras de acordo com seus padroes de difracdo (BRITTAIN, 2009).
Por meio da analise dos difratogramas das amostras cocristalizadas foi
possivel observar reflexdes bem definidas e com picos de maior
intensidade em 9,18; 14,5; 16,10; 23,2; 25,4° para MLX-SLC e 8,0;
15,0; 19,3; 21,2 e 26,8° para MLX-MLC. Comparando o difratograma
da amostra MLX-SLC com o padrio de difragdo calculado desse
cocristal (Figura 20), foi possivel observar que as reflexdes sdo
equivalentes e diferentes dos materiais de partida MLX e SLC. Estes
dados, em conjunto com os resultados obtidos por DSC e IV, confirmam
a identidade da amostra como cocristal MLX-SLC. A amostra
cocristalizada de MLX-MLC foi comparada com a difragdo de raios X
de po6 do cocristal, relatado por Cheney et al. 2010 (Figura 21), pois até
o momento ndo ha estrutura cristalina resolvida para este cocristal.
Pode-se observar que a amostra apresenta o mesmo perfil de difragao,
com reflexdes coincidentes e diferentes dos perfis de difracdo dos
materiais de partida MLX e MLC, indicando a identidade da amostra
como sendo o cocristal MLX-MLC. Desta forma, juntamente com as
outras técnicas de caracterizagdo no estado solido pode-se confirmar que
ambos cocristais constituem da mesma fase cristalina daquelas relatadas
por este autor.
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Figura 20 - Difratogramas comparando a amostra obtida por cocristalizagao
com os materiais de partida MLX e SLC e o padrdo de difragdo calculado para
MLX-SLC.
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" Padrdo de difragdo calculado para o cocristal MLX-SLC relatado por Cheney
etal., 2010.
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Figura 21 - Difratogramas comparando a amostra obtida por cocristalizagao
com os materiais de partida MLX e MLC e o DRXP do cocristal MLX-MLC
relatado por Cheney et al. (2010).
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"Resultado da DRXP do cocristal MLX-MLC relatado por Cheney et al., 2010.

3.4 CONCLUSOES

O método utilizado para obtencdo dos cocristais de MLX foi
considerado simples, passivel de reprodutibilidade em maiores escalas e
apresentou bom rendimento. A partir dos resultados encontrados nas
técnicas de caracterizagdo no estado sélido foi possivel identificar a
matéria-prima de MLX como o polimorfo I. Em relagdo as amostras
cocristalizadas, os eventos de fusdo observados para esses materiais
estdo em concordancia com o relatado para os cocristais MLX-MLC e
MLX-SLC. A técnica de IV apresentou as bandas caracteristicas para
cada cocristal relatado, indicando as interagdes que ocorrem na
formacgdo do cocristal. As analises de DRXP apresentaram picos de
difracdo bem definidos, diferentes dos insumos de partida e em
concordancia com padrdoes de referéncia. Estes dados sdo
complementares aos obtidos por DSC e em conjunto com os resultados
obtidos através da técnica espectroscopica permitiram a confirmagao das
fases cristalinas dos so6lidos obtidos como cocristais MLX-SLC e MLX-
MLC.
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CAPITULO 3

MECANISMO, PREDICAO E DETERMINACAO DA
SOLUBILIDADE DE COCRISTAIS COMPOSTOS DE
FARMACO DO TIPO ZWITERIONICO E COFORMERS
ACIDOS
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4 MECANISMO, PREDICAO E DETERMINACAO DA
SOLUBILIDADE DE COCRISTAIS COMPOSTOS DE
FARMACO DO TIPO ZWITERIONICO E COFORMERS
ACIDOS

4.1 INTRODUCAO

Os cocristais sdo caracterizados por apresentar alta solubilidade
em relacdo ao farmaco e esta propriedade estd relacionada a diferente
energia de rede do cocristal, associada ao processo de solubilizagdo, e
especialmente das interacdes dos componentes do cocristal em solugao,
a solvatagio (BASAVOIJU; BOSTROM; VELAGA, 2008; GOOD;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009; ROY; LIPERT; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2012).

Apesar do grande numero de publicagdes que abordam a
sintese, resolugdo de estruturas e caracterizagdo dos cocristais, existe
ainda uma caréncia de estudos em relagdo a solubilidade destes
sistemas, principalmente direcionados a area farmacé€utica. Entender as
interagdes dos cocristais em solugdo bem como os mecanismos
envolvidos na determinagdo da sua solubilidade e estabilidade, é de
extrema importancia nos estudos envolvendo estes solidos (CAIRA et
al., 2012; CHILDS; HARDCASTLE, 2007; ROY; LIPERT;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012; WEYNA et al., 2012;).

A solubilidade dos cocristais pode ser acessada por meio de um
simples experimento, realizado no P, onde cocristal e farmaco estdo
em equilibrio com uma solucdo. Este experimento proporciona
informagdes uteis na determinacdo das regides de estabilidade do
cocristal, estabelece pontos de transicdo e fornece uma escala da
verdadeira solubilidade do cocristal em relagdo ao farmaco. Trabalhos
que utilizam esta metodologia juntamente com a abordagem de modelos
matematicos de predicdo da solubilidade de cocristais estdo bem
descritos na literatura (BETHUNE et al., 2009; GOOD; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2009; 2010).

Para desenvolvimento das equacdes de predi¢do foi utilizado o
MLX como farmaco modelo do tipo zwiteridnico, com dois valores de
pKa, 1,09 € 4,18, e os coformers, SLC, molécula ionizavel do tipo acido
monoprotico, com um valor de pKa de 2,97, enquanto que o MLC ¢ do
tipo acido diprotico, apresentando dois valores de pK, 1,93 e 6,58
(DAWSON, 1959; LUGER et al., 1996; THE MERCK, 2001;
WOUTERS; ROME; QUERE, 2012).



80

Dentro deste panorama geral, o presente capitulo apresenta o
desenvolvimento de equacdes de predi¢do da solubilidade dos cocristais
em termos das constantes de equilibrio associadas a ioniza¢do dos seus
componentes em solugdo e traz também os resultados da determinagdo
da solubilidade dos cocristais por meio de experimentos no P,

4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Materiais

Foram utilizados reagentes (acidos, bases, solventes e sais) de
grau analitico e grau cromatografico. A dgua ultrapura foi obtida a partir
de sistema de gradiente Milli-Q (Millipore, Bedford, Estados Unidos).

4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Modelos matematicos de predi¢do da solubilidade dos cocristais

Os modelos matematicos de predicdo da solubilidade dos
cocristais compostos de farmaco zwiteridnico e coformers acidos foram
desenvolvidos com base nos conceitos de equilibrio quimico descritos
por Henderson-Hasselbach (BUTLER, 1964) e nas propriedades dos
cocristais em solugdo (BETHUNE et al., 2009; NEHM; RODRIGUEZ-
SPONG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006).

4.2.2.2 Medida da solubilidade dos cocristais

Os experimentos de solubilidade no P, foram realizados em
diferentes solugdes (agua, solugdes de HCI 0,08 e 0,1M e tampao
acetato de amonio 25 mM pH 6,8). O P, entre cocristal, farmaco e
solucdo foi acessado por meio da adicdo de excesso de cocristal (~ 1g) e
de MLX (~ 250 mg) em 30 mL de cada solu¢do mencionada. Estas
suspensdes foram mantidas sob agitacdo magnética a 25 + 0,2°C,
utilizando um banho termostatizado. Em intervalos de 24 horas,
aliquotas de 5 mL foram coletadas e filtradas em membrana de
poliamida 0,45 pum, e as concentragdes de MLX e coformer foram
determinadas por CLAE. O pH também foi verificado e a fase solida
coletada e analisada por DRXP e DSC para assegurar que o sistema
encontrava-se no P., (confirmado através da presenga de cocristal e
MLX so6lido). Este procedimento foi realizado a cada 24 horas até que o
sistema alcangasse o equilibrio. Os experimentos foram realizados em
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triplicata.

O K, foi calculado através da média da multiplicagdo das
concentragdes ndo ionizadas de farmaco e coformer (Kg, =
[farmaco][coformer]) obtidas a partir dos resultados experimentais
no P, enquanto que a solubilidade experimental dos cocristais foi
calculada a partir da equagao:

Scocristal 1) = \/[férmaco]eu [coformer]ey (34)
4.2.2.3 Solubilidade do MLX

A solubilidade do MLX (Syrx) foi determinada a partir da
adi¢do de excesso de farmaco em meios aquosos em diferentes pHs. Em
seguida, as suspensdes foram mantidas sob agitagdo magnética durante
72 horas a temperatura de 25 £+ 0,2 °C. Apds intervalos de 24, 48 ¢ 72
horas, aliquotas de 5 mL foram coletadas e filtradas em filtros de
poliamida 0,45 pm. A fase liquida foi analisada por CLAE e a fase
solida foi verificada por DRXP para garantir que ndo houve transi¢ao de
fase durante o ensaio.

4.2.2.4 Instrumentagdo e condi¢oes cromatogrdficas

Para quantificacdo do MLX e dos coformers por CLAE foram
desenvolvidas metodologias baseadas em pardmetros descritos na
literatura (BREZOVSKA; JAMPILEK; OPATRILOVA, 2013;
STAREK; KRZEK, 2009). Posteriormente ao desenvolvimento dos
métodos, os mesmos foram validados de acordo com as normas
nacionais ¢ internacionais recomendadas (FDA, 2015; ICH, 2005;
BRASIL, 2003). A descrigdo dos métodos e a validagdo encontram-se
detalhadas no Apéndice 1.

4.2.2.5 Caracterizacdo dos solidos no P,,
As técnicas de DRXP e a DSC foram utilizadas para identificar

as fases solidas que estavam em equilibrio com a solugdo no P, As
metodologias das técnicas estdo descritas no Capitulo 2, item 3.2.2.2.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Equacdes de prediciao da solubilidade dos cocristais

O equilibrio quimico de um cocristal em solugéo € descrito pelo
produto de solubilidade (Kp). Quando os componentes dos cocristais
sdo ionizaveis o equilibrio 4cido ou base também deve ser considerado
(NEHN; RODRIGUEZ-SPONG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006).

Para determinar a solubilidade dos cocristais por meio de
equagdes de predigdo, é necessario primeiramente descrever as reagdes
de equilibrio quimico envolvidas no sistema em estudo. Vale ressaltar
que neste trabalho foram desconsiderados efeitos como de complexagdo
e interagdes i0nicas.

Desta forma, considerando-se um cocristal "ABH HA na
estequiometria 1:1 onde "ABH representa o MLX, farmaco zwiteri6nico
e HA representa o acido salicilico, coformer acido monoprético, as
reacoes de equilibrio para a o cocristal MLX-SLC podem ser ilustradas
de acordo com a Figura 22.

Figura 22 - Equilibrio quimico para o cocristal ABH HA, onde ABH"
representa um farmaco zwiterionico e HA representa um coformer ionizavel.
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Inicialmente foi considerada a dissocia¢do do cocristal descrita
pelo produto da solubilidade (equacdo 35):

K., =[ ABH'][HA] (35)
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E, posteriormente, a ionizagdo do farmaco e do coformer que
estdo descritas na Figura 22.

De acordo com o comportamento do tipo zwiterionico de
ionizagdo do MLX, as reacdes de equilibrio podem ser representadas
por:

HABH* s HY + "ABH* S “AB + H* (36)

Resultando em trés espécies diferentes que estabelecem o
equilibrio, denominadas como:

"ABH" = (neutra)
HABH' = (ionizada, que corresponde ao pK,1,09)
"AB = (ionizada, que corresponde ao pK, 4,18)

Desta forma, as constantes associadas ao equilibrio quimico do
MLX sao:

o o _ [ABH'J[H'] _[ABH'][H']

[HABH'] —

“ [HABH'] AnH
! (37

K;?BH+ _ [‘AB][I:V] . [AB]- K[ A+BH ]

A concentragdo total ou analitica do MLX pode ser dada a partir
da soma das seguintes espécies em solucdo (equagdo 39):

[AB],=[ ABH"]+[HABH"]+[ AB] (39)

Substituindo as equagdes (37) e (38) em [HABH*] + [AB]
obtem-se (equacdo 40):

Ht Ka
Swuxr = So (1451 +32), (40)

onde Syrefere-se a solubilidade intrinseca do MLX.
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As reacdes de equilibrio e as equagdes para coformer acido
monoprotico HA, que é o caso do SLC, ja se encontram descritas no
Capitulo I, pelas equagdes de numeros (6) a (10). Entretanto, vale
relembrar que a constante acida de ionizagdo para HA ¢ descrita como
(equagdo 41):

HY][A~ _ [HA] K,
Kapa = % = [A ]=[H—+]HA (41)

e que a concentracdo total analitica de SLC em solugdo pode ser dada
pela soma das concentragdes das espécies ionizadas e ndo ionizadas
(equagdo 42):

[Alr = [HA] + [A7] (42)

Desta forma, substituindo [HA] + [A™] pelas equagdes (35) e
(41), respectivamente, a equagdo (42) ¢é rearranjada como (equagdo 43):

_ Ksp Ka,HA
[Alr = [~ABH*], (1 T ) (43)

Substituindo a equacdo (40) na equacdo (43) e considerando
que para um cocristal de razdo molar 1:1 a sua solubilidade ¢é igual a
concentracdo total de cada espécie em solucdo, obtém-se (equagido 44):

Scc 1) = [AB]r = [Alr (44)

Assim, a equacdo final de solubilidade do cocristal MLX-SLC
1:1 CABH HA) pode ser dada como (equagio 45):

(45)
Ja no caso do cocristal MLX-MLC composto por farmaco

zwiteridnico e coformer acido diprotico (ABH H,A) foi considerado o

seguinte equilibrio quimico para o coformer MLC (equacdes 46 e 47):

H,A 2 HA- + H* (46)

HA- 2 A2- + Hf (47)
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E as constantes associadas sdo apresentadas como (equagdes 48

e 49):
[H*] [HAT] - [H2A] Kay,
Katn,a = A [HA™] = — 2~ [H,,]leA (48)
Ht] [AZ- - [HAT] Kaz,
Kaziia = it [}]“[\_]] =[] = (49)

Ja a concentracdo total analitica de MLC em solugdo pode ser
dada pela soma das concentragdes das seguintes espécies (equagdo 50):

[Alr = [HoA] + [HAT] + [A*7] (50)
Desta forma, substituindo [H,A], pela equagdo (51):
Ky =[ABH'] [H,A] (51)

e [HA]e[A?"] pelasequagdes (48) e (49), respectivamente, a
equagdo (50) € rearranjada como (equagdo 52):

_ Ksp Kai,HzA Kal,HzA Kaz,HzA
[Alr = [‘ABH+]0(1+ TR ) (52)

Substituindo a equacdo (40) na equacdo (52) e considerando

que para um cocristal de razdo molar 1:1 a sua solubilidade ¢ igual a
concentracdo total de cada espécie em solucdo, obtém-se (equagdo 53):

Sccu:1) = [AB]r = [A]T, (53)

Assim, a equacdo final de solubilidade do cocristal MLX-MLC
1:1 (—ABH*H,A) pode ser dada como (equacdo 54):

_ [H*] Kap —ABH+ Kain,a |, Kain,a Kazn,a
See —\/KSp <1+K31’_ABH++ e )(1+ TR R ) (54)

Por meio da andlise das equagdes finais obtidas para MLX-SLC
(45) e para MLX-MLC (54), é possivel observar que as mesmas
permitem prever o aumento da solubilidade dos cocristais com o
aumento do pH (diminuigdo de [H']), e que sdo dependentes dos valores
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de K, € dos pKss do farmaco e dos coformers. Em um pH << que o pK,
do coformer, ou [H'] >> K,, a solubilidade do cocristal aproxima-se da
sua solubilidade intrinseca, entdo a solubilidade serd /K.

Devido ao comportamento acido de ionizagdo dos coformers,
quanto mais espécies HA ou H,A ionizem-se, de acordo com os seus
pKas € com o aumento do pH da solu¢@o, mais cocristal dissolve-se para
manter o equilibrio de dissociagao.

Estas equacdes que descrevem a solubilidade estequiométrica
dos cocristais indicam que uma vez obtido o K, a solubilidade dos
cocristais pode ser calculada em qualquer valor de pH (ROY; LIPERT;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012).

4.3.2 Solubilidade do MLX e dos cocristais

Os experimentos de solubilidade no P, permitiram quantificar a
concentracdo total de farmaco e coformer no momento em que a solugao
encontrava-se em equilibrio com a fase solida (cocristal e farmaco). O
pH da solugdo foi monitorado, visto que a solubilidade deste sistema ¢
dependente do pH e, além disso, a fase so6lida presente no P, foi
identificada por DRXP e DSC.

A identificacdo por DRXP da fase solida no P, dos cocristais
MLX-SLC e MLX-MLC foi realizada por meio da andalise da presenga
dos picos de difracdo caracteristicos de MLX e dos cocristais nas
amostras coletadas. As Figuras 23 e 24 exemplificam como foi realizada
esta identificacdo em um dos experimentos de solubilidade no P, em
agua. Conforme demonstrado na Figura 23, foi possivel verificar que a
amostra presente no P, constitui-se de MLX e cocristal MLX-SLC,
evidenciada pela presenca das reflexdes caracteristicas de cada espécie,
como os picos de difragdo em 6,50° referente ao MLX e 9,18° referente
ao cocristal MLX-SLC.
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Figura 23 - Identificagao por DRXP da fase solida presente no experimento de
solubilidade no P, em 4dgua com o cocristal MLX-SLC.
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A Figura 24 demonstra a caracterizagdo por DRXP da fase
solida coletada no experimento de solubilidade no P., em agua para o
cocristal MLX-MLC. Também foi possivel observar picos de difracdo
caracteristicos do MLX em 6,50° do cocristal MLX-MLC, em 7,90°,
evidenciando a presenga de ambos no P,.

Figura 24 - Identificagao por DRXP da fase solida presente no experimento de
solubilidade no P, em dgua com o cocristal MLX-MLC.
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A técnica de DSC também permitiu identificar a presenca de
farmaco e cocristal no P.,. Conforme ilustrado nas Figuras 25 e 26, foi
possivel a identificagdo dos eventos de fusdo correspondentes ao MLX,
em 259°C, e¢ aos cocristais MLX-SLC ¢ MLX-MLC, em 208°C e
195°C, respectivamente.

Figura 25 - Curvas DSC comparando o cocristal MLX-SLC (A) com a fase
sélida coletada em um dos experimentos de solubilidade no P, (B) e com o
MLX (C). E possivel observar na curva B a presenga dos dois eventos de fuséo,
que correspondem ao cocristal em 208 °C e ao MLX em 259°C.
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Figura 26 - Curvas DSC comparando o cocristal MLX-MLC (A) com a fase
sélida coletada em um dos experimentos de solubilidade no P, (B) e com o
MLX (C). E possivel observar na curva B a presenca dos dois eventos de fuséo,
que correspondem ao cocristal em 195°C e ao MLX em 259°C.
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As concentraces totais de farmaco e de coformer no P,
quantificadas por CLAE, estdo descritas nas Figuras 27 e 28, bem como
os valores de K., para cada experimento. Os valores de pH indicados
referem-se aqueles verificados no final do experimento. Nota-se que
como os cocristais sdo formados de coformers acidos carboxilicos, estes
ionizam e liberam [H'], promovendo efeito auto-tamponante, o que leva
a diminui¢do do pH da solugdo para valores proximos aos valores de
pK. dos coformers, tornando, na maioria dos casos, inacessivel o
experimento em solu¢des aquosas com pHs mais elevados.

Também com relagdo aos valores de pK, dos coformers, foi
possivel observar concentragdes maiores de coformer em solucdo com o
aumento do pH da solugdo. No caso do SLC ficou mais evidente o
aumento da sua concentracdo em solugdes de pH acima de seu pK, de
2,97 (Figura 27).
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Figura 28 - Concentragdes de MLX e MLC obtidas no experimento de
solubilidade do cocristal no P, em solugdes aquosas, em diferentes pHs. As

fases solidas presentes no P, avaliadas por meio de DRXP e DSC, foram
MLX-MLC e MLX. A K., esta descrita para cada pH
(Ke=[coformer].,/[farmaco].,).
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A K., é uma constante eutética calculada que representa a razao
das atividades de cada componente do cocristal em solugdo, no P, ¢ ¢
indicativa da estabilidade termodinamica do cocristal em relacdo ao
farmaco (GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010).

Em uma primeira analise por meio da K, foi possivel verificar
que os cocristais obtidos apresentam solubilidade maior que a do
farmaco, visto que valores de K., > 1 indicam que o cocristal ¢ a fase
metaestavel (mais solavel). A K., aumentou com o aumento do pH,
indicando que os cocristais sdo mais soliveis em pHs mais elevados.
Este dado demonstra que excesso de coformer em solucdo sera
necessario para estabelecer as condi¢des eutéticas, onde o cocristal € a
fase termodinamicamente estavel, prevenindo, assim, a conversao para o
farmaco.

E importante ressaltar que a solubilidade do MLX no P,
corresponde a mesma Syyx. Por outro lado, as concentragdes dos
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coformers variam de acordo com a concentragdo necessaria para atingir
o P., (DSF, figura 6, pagina 46).

As espécies ndo ionizadas de farmaco e coformer no P, foram
calculadas a partir das concentracdes das Tabelas 2 e 3, utilizando
equagdes previamente descritas. A partir destas concentracdes ndo
ionizadas de farmaco e coformer foi calculado o K,

Tabela 2 - Concentragdes eutéticas ((MLX],, e [SLC].,) e suas respectivas
espécies ndo ionizadas utilizadas para calcular o K,. O pH inicial e final da
solugdo esta descrito e fase solida final foi identificada por DRXP e DSC.

pH:
inicial -

final
1,1-1,1 2,02x107+1,01x10™ 1,02x10°  0,63+0,01 0,62  6,31x10"
1,3-1,5 1,94x10°+6,34x107 1,40x10°  0,66+0,03 0,64  891x10"
6,3-3,1 1,05x107°+4,22x10° 9,63x10*  1,87+0,01 0,83  7,99x10™
6,8-4,3 2,16x107°+4,60x10° 9,33x10”  19,81+0,33 0,95  8,82x10™

Média K,: 8,01x10™

[MLX]ey [MLX]o [SLClee  [SLClo K
(mM)+DP* (mM) (mM)+DP*  (mM) (mM?)°

* DP =Desvio Padrio
® Obtido através da equagdo (35)

Tabela 3 - Concentragdes eutéticas ((MLX],, e [MLC].,) e suas respectivas
espécies ndo ionizadas utilizadas para calcular o K,. O pH inicial e final da
solugdo esta descrito e fase solida final foi identificada por DRXP e DSC.

pH:
inicia -
final

[MLX ey [MLX]o [MLC]ey [MLCJo K
(mM)+DP* (mM) (mM)+DP* (mM) (mM?)°

1,0-1,0  2,17x107°+6,46x10° 9,73x10"*  201,22+4,22 180,07 1,75x10™
12-1,2 2,07x107°+6,37x10° 1,16x10°  213,04+£5,83 179,60  2,09x10"
63-15  1,74x10%+2,11x10” 1,12x10°  246,66£522 179,84  2,23x10"

Média Ks,: 2,02x10™

* DP =Desvio Padrio
® Obtido através da equagdo (51)

Uma vez calculado o K, as curvas de solubilidade dos
cocristais podem ser estimadas e comparadas com a curva da Sgmaco
(Figura 29). A curva de solubilidade do MLX foi construida utilizando a
equacdo (40), enquanto que as curvas de solubilidade dos cocristais
foram construidas utilizando as equacdes (45 e 54) aplicando os valores
da média do Ky, descritos nas Tabelas 2 e 3 (8,01x10™ mM? para MLX-
SLC e 2,02x10" mM? para MLX-MLC).
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Figura 29 - Diagrama de solubilidade de fases para os cocristais MLX-SLC,
MLX-MLC e para o farmaco MLX. Os simbolos representam as solubilidades
avaliadas experimentalmente sob condi¢des de equilibrio, em triplicata.
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De acordo com os diagramas de solubilidade de fases exposto é
possivel observar que as curvas apresentam solubilidade dependente do
pH. A curva de predigdo da solubilidade do MLX apresenta uma
discreta forma em U, com solubilidade mais alta préoximo do pH 1,0,
que decresce e permanece quase constante até valores de pH proximos a
4,0 e a partir deste valor, apresenta um aumento exponencial da
solubilidade, decorrente do comportamento zwiterionico de ionizagdo
relacionado aos valores de pK,; 1,09 e pK,, 4,18 (LUGER et al., 1996).
Os pontos experimentais de solubilidade do MLX demonstrados pelos
simbolos no diagrama estdo em concordancia com os valores calculados.

Em relagdo as curvas de solubilidade dos cocristais, a forma da
curva permanece a mesma do farmaco, entretanto, estas apresentam um
aumento da solubilidade em relacdo ao farmaco, comportamento
decorrente da ionizagdo dos coformers que apresentam-se como
moléculas acidas somado ao perfil de ionizagdo do MLX.

Os valores experimentais de solubilidade dos cocristais estdo de
acordo com os valores calculados através das equagdes. Diante disso, os
modelos aqui apresentados representaram Otimo poder preditivo da
solubilidade de cocristais formados por farmaco zwiteriénico e
coformers acidos, que além de anteciparem o comportamento destes
sistemas em meio aquoso ainda demonstram que a consideracdo do pH é
imprescindivel para obtencdo de valores de solubilidade destes
cocristais.
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Conforme observado no diagrama, ambos cocristais apresentam
solubilidade maior que o MLX. No pH 1 o cocristal de MLX-SLC
apresenta solubilidade 18 vezes maior que o MLX enquanto que o
MLC-MLC apresenta solubilidade 305 vezes maior. Estes valores
correspondem a SA (solubility advantage over drug) que representa a
vantagem de solubiliza¢do do cocristal em relagdo ao farmaco (SA =
Scocristal/ Starmaco)- Para estes cocristais a SA aumenta com o aumento do
pH, de modo que o MLX-SLC apresenta-se 18 a 146 vezes mais soluvel
que o MLX em uma faixa de pH de 1 a 8 e 0 MLX-MLC de 305 a
41689 vezes.

Conhecer esta correlagdo ¢ extremamente importante, pois ela
fornece um indice de estabilidade do cocristal em solucdo, permitindo
conhecer em qual pH o cocristal sera mais soluvel e em quais situagdes
deve-se ter cuidado em monitorar possiveis transi¢oes de fase (GOOD;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010).

Outra aplicagdo da K., estd na correlagdo com a SA, que para
um cocristal 1:1 é obtida por meio de (equacdo 55):

eu S ri 2
Keu — [coformer] — ( coc stal) (55)

[farmaco]ey Sfirmaco

A Figura 30 apresenta esta relagdo e a influéncia do pH na K.
E possivel observar que os valores experimentais da dependéncia do Ko,
na SA apresentam excelente concordincia com os valores preditos.
Estes resultados também demonstram que a solubilidade dos cocristais e
a SA podem ser moduladas pelo pH da solucdo.
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Figura 30 — Dependéncia do K., na SA (Scocristal/Stirmaco) Para os cocristais (1:1):
MLX-SLC e MLX-MLC. A linha pontilhada foi predita a partir da equagao
Kew=(Scocristal/ Sférmaco)z. Os niimeros proximos aos simbolos representam os
valores de pH dos experimentos de solubilidade no Pe.
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A relagdo da SA com a razdo Scoformer/Starmaco €Sta ilustrada na
Figura 31. Este grafico, bem como a Figura 32 foram elaborados a partir
de dados de cocristais obtidos da literatura (KUMINEK et al., 2016). Os
pontos experimentais dos cocristais de MLX foram plotados nestes
graficos a fim de observar se os mesmos obedeciam tal comportamento.

A Figura 31 demonstra que a SA parece ser diretamente
proporcional a razdo S oformer/Starmaco Obedecendo a relacdo estabelecida
pela equagdo (55). Além disto a literatura indica que cocristais formados
por coformers que sejam pelo menos 10 vezes mais soluveis do que o
farmaco terdo sua solubilidade aumentada, ou seja, Scoormer/Stirmaco > 10
leva a Scocrista/Stirmaco > 1 (GOOD, RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009;
KUMINEK et al., 2016).
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Figura 31 - Vantagem da solubilidade do cocristal sobre o farmaco

(Scocristal/ Starmaco) versus a razdo da solubilidade entre coformer e farmaco
(Scoformer/Stirmaco)- Os dados experimentais sdo em solugdo aquosa em um
determinado pH. Meloxicam (MLX), piroxicam (PRX), sacarina (SAC),
indometacina (IND), danazol (DNZ), vanilina (VAN), acido hidroxi-benzdico
(HBA), carbamazepina (CBZ), 4cido glutarico (GTA), nicotinamida (NCT),
teofilina (THP), &cido oxalico (OXA), acido succinico (SUC), cafeina (CAF),
acido salicilico (SLC), nevirapina (NVP), acido maleico (MLC).
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Fonte: Adaptado de Kuminek et al. (2016).

Observou-se, também, que os valores de K., tendem a ser
proporcionais a razdo de solubilizagdo do coformer em relagdo ao
farmaco (Figura 32). Outro aspecto observado € que cocristais que
possuem maior fracdo molar do componente menos soluvel,
apresentardo menor solubilidade e tal resultado pode ser observado para
cocristais 2:1 (farmaco:coformer) em relagdo com 1:1 descritos na
Figura 31 e 32.

Apesar de alguns autores relatarem pouca correlagdo entre
Scocristal € Scoformer» POr meio dos estudos aqui apresentados juntamente
com os cocristais demonstrados nas figuras 31 e 32 que apresentam
diferentes estequiometrias, ionizagdes e hidrofobicidade € possivel
confirmar que a solubilidade dos cocristais esta diretamente relacionada
a solubilidade dos coformers (WEYNA et al., 2012). Também foi
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possivel observar por meio destes graficos, que o cocristal MLX-MLC
estd entre 0s cocristais que apresentam maior 1azao Scocristal/Stirmaco ©
maior K., evidenciando, mais uma vez, a alta solubilidade deste
cocristal.

Figura 32 — Relagdo entre K., € Scocistal/Searmaco para cocristais em solugéo
aquosa em um determinado pH. Meloxicam (MLX), piroxicam (PRX), sacarina
(SAC), indometacina (IND), danazol (DNZ), vanilina (VAN), acido hidroxi-
benzoico (HBA), carbamazepina (CBZ), 4cido glutarico (GTA), nicotinamida
(NCT), teofilina (THP), acido oxalico (OXA), acido succinico (SUC), cafeina
(CAF), acido salicilico (SLC), nevirapina (NVP), acido maleico (MLC).
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Fonte: Adaptado de Kuminek et al. (2016).

4.4 CONCLUSOES

Neste capitulo foram desenvolvidas equagdes matematicas de
predicdo da solubilidade de cocristais formados por farmaco
zwiteridnico e coformers acidos. Estes modelos estdo baseados nas
constantes de ionizagdo relacionadas a cada componente € no K,
obtidos por meio dos experimentos eutéticos. As solubilidades do
farmaco e dos cocristais foram obtidas por meio de experimentos em
equilibrio no P.,. Os resultados encontrados permitiram as seguintes
conclusdes:
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(1) as técnicas de caracterizagdo no estado sélido - DRXP e DSC -
permitiram determinar, com seguranca, a presenca de farmaco e de
cocristal no Pey; (2) a solubilidade dos cocristais foi acessada através de
um simples experimento, sem a necessidade de grandes volumes de
amostra ¢ de solucdo; (3) as concentragdes eutéticas ¢ a K, obtidas
representaram importantes indicadores da solubilidade e estabilidade
dos cocristais e proporcionam informagdes Uuteis na selegdo de
cocristais; (4) a solubilidade dos cocristais ¢ do MLX aumenta com o
aumento do pH; (5) os cocristais apresentam-se mais soluveis e menos
estdveis que o farmaco em toda faixa de pH demonstrada; (6) a
solubilidade dos cocristais estd relacionada com a solubilidade do
coformer, visto que quanto maior a razao Scofprmer/Starmaco MAIOL SErA a
solubilidade do cocristal em relacdo ao farmaco, (7) os modelos
matematicos baseados na dissociacdo do cocristal, seguida da ionizacdo
dos seus componentes, demonstraram 6timo poder preditivo, verificado
através da comparagdo entre os valores calculados e experimentais.



CAPITULO IV

IMPACTO DOS AGENTES SOLUBILIZANTES NA
SOLUBILIDADE E ESTABILIDADE DOS COCRISTAIS DE
MELOXICAM

99




100



101

5 IMPACTO DOS AGENTES SOLUBILIZANTES NA
SOLUBILIDADE E ESTABILIDADE DOS COCRISTAIS DE
MELOXICAM

5.1 INTRODUCAO

Os cocristais podem apresentar solubilidades diferentes em
relagdo ao farmaco constituinte e esta propriedade esta diretamente
relacionada as interagdes moleculares de ambos os componentes do
cocristal em solugdo. A medida que o cocristal dissolve, seus
componentes dissociam-se ¢ podem interagir com a solugdo por
diferentes processos moleculares, incluindo complexagdo, ionizacdo e
solubilizagdo micelar (ROY; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO,
2012).

Agentes solubilizantes, tais como surfactantes, polimeros,
lipidios, entre outros, sdo utilizados ha muito tempo com finalidade de
solubilizar e aumentar a molhabilidade de farmacos pouco soluveis
durante ensaios de dissolu¢do, além de conferir estabilidade as
formulagdes farmacéuticas metaestaveis (WILLIAMS; PHILLIPS;
MYSELS, 1955). Também encontram-se na literatura diversos estudos
que descrevem, por meio de modelos matematicos de equilibrio
quimico, a solubilizagdo micelar de fArmacos ionizaveis na presenga de
agentes solubilizantes, como o lauril sulfato de sodio (LSS) e o
polissorbato 80 (Tween™) (GRBIC et al., 2009; JINNO et al., 2000;
SHENG et al., 2006).

Os estudos envolvendo solubilizagcdo micelar com cocristais sdo
recentes, porém eles tém sido apontados como uma ferramenta
importante de investigacdo. Estudos demonstraram que aditivos
micelares com diferentes capacidades de solubilizagdo dos constituintes
do cocristal podem influenciar significativamente a estabilidade
termodinamica dos cocristais. Dependendo da natureza e concentragdo
do aditivo utilizado, o cocristal pode ter sua solubilidade diminuida em
relagdo ao farmaco. O ponto onde ocorre uma intersec¢do das curvas de
solubilidade do farmaco e¢ do cocristal em func¢do da concentragdo de
agente solubilizante, a partir de onde ocorre inversdo de solubilidade, ¢
conhecido como ponto de transicio (ALHALAWEH; ALI; VELAGA,
2014; HUANG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010; 2011a; LIPERT et
al., 2015; REMENAR, et al., 2007). Dados recentes da literatura
demonstram que este ponto de transi¢ao € caracterizado por um valor de
solubilidade e de concentragdo do agente solubilizante. O ponto em que
a solubilidade do farmaco e do cocristal sdo iguais na presenca de um
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agente solubilizante ¢ definido como S*, e a concentragdo de agente
solubilizante neste ponto ¢ chamada de concentracdo de estabilizagdo
critica (CSC) (LIPERT et al., 2015).

A CSC obedece ao mecanismo da solubilizagdo preferencial e é
diretamente proporcional a solubilidade do cocristal, ou seja, quanto
maior a solubilidade aquosa de um cocristal, maior serd o valor de S* e
de CSC (ROY; LIPERT; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012).

A relevancia destes estudos esta no fato que a utilizagdo de
agentes solubilizantes em meios de dissolugdo e como parte de
formulacoes farmacéuticas sdo extremamente comuns ¢ além disto foi
evidenciado que estes aditivos micelares influenciam significativamente
o comportamento do cocristal em solugdo (ROY, 2013).

Diante disso, a proposta deste capitulo foi desenvolver modelos
matematicos de predicdo da solubilidade do MLX e dos cocristais,
baseados na dissociagdo do cocristal e na ioniza¢do de seus constituintes
em meio contendo aditivo micelar. Também foi explorado a influéncia
da utilizacdo de agentes solubilizantes na solubilidade dos cocristais,
bem como a identificagdo de pontos de transi¢do na presenca destes
agentes.

5.2 METODOLOGIA
5.2.1 Materiais

Os seguintes agentes solubilizantes foram utilizados no
desenvolvimento  deste trabalho: Kolliphor®P188, Tween®80,
Cremophor®RH40, LSS e Soluplus® (Tabela 4). Foram utilizados
também reagentes (&cidos, bases, solventes e sais) de grau analitico e
grau cromatografico. A dgua ultrapura foi obtida a partir de sistema de
gradiente Milli-Q (Millipore, Bedford, Estados Unidos).

5.2.2 Métodos

5.2.2.1 Modelos matematicos de predi¢do da solubiliza¢do micelar do
MLX e dos cocristais

Os modelos matematicos de predi¢do da solubilizagdo micelar
do MLX e dos cocristais compostos de farmaco zwiteridonico e
coformers acidos foram desenvolvidos baseados no equilibrio quimico
descrito na Figura 33 considerando as espécies referentes ao MLX
descritas no Capitulo III, equagdo (36).
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Figura 33 - Equilibrio quimico para um cocristal RHA de um farmaco nao
ionizavel (R) e um coformer acido (HA) em solugdo micelar.

Rnncela H‘_\nnc@la
KS.R T l T l KS.HA
K, Kc
RHA,,, < > R + HA > RHA
Sg T l T l K,
R.lido H™ +A

e

“* micela

Adaptado de Roy, Lipert e Rodriguez-Hornedo, 2012.

Para a elaboragdo das curvas de predigdo da solubilizagdo
micelar a partir das equagdes derivadas foi utilizado o software Wolfram
Mathematica®10. A metodologia utilizada para a adaptagdo das
equacdes neste software foi baseada no livro Enzyme Kinetics
(ALBERTY, 2011).

5.2.2.2 Solubilizagcdo micelar do MLX

Para os estudos de solubilizagdo micelar com os cocristais,
primeiramente foi avaliada a solubilizagdo micelar do MLX frente aos
aditivos relatados na Tabela 4, a fim de selecionar aquele que apresentou
melhores resultados de solubilizagao.
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Tabela 4 - Agentes solubilizantes utilizados para avaliar a solubilizagdo micelar

do MLX.
o CMC Fabricante /
Agente solubilizante (%) Lote
Kolliphor@j P188 (Polyoxyethylene—polyoxypropylene
copolymer) 20,36 BASF/
o] [ 0as | WPwiesc
H © 0 OH
X y z
Tween" 80 (Polyoxyethylene sorbitan monooleate)
OH{H,CH,CO)g
0
0 b0.0013 Oxiteno /
R ’ 110916M4751
OH(H,CH,CO)y (OCH,CHy)y0
OH(H,CH,COp
Cremophor® RH40 (Polyoxyl hydrogenated castor oil)
o] OH
O{/\ggk/vv\/a/k/\/\/% R 0.02 BASEF/
o P I : 44236888Q0
O{VOM\AACHa
0 OH
LSS (Lauril sulfato de sodio)
o0 d Dindmica /
(0] O~ Na
Soluplus® (Glycerol polyethylene glycol oxystearate)
HO,
20 Cl . BASF/
" 0.00076 1 35977970

HO\/\P /\4/0 b a
o R Q
o}

“BASF, 2011.

® CHATTERJEE et al., 2001; ULLAH; BALOCH; DURRANI, 2011.

“BASF, 2011.

¢ WILLIAMS; PHILLIPS; MYSELS, 1955; ROWE; SHESKEY; QUINN,

2009.
¢ BASF, 2010.
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Para a realizacdo dos estudos de solubilizagdo micelar elegeu-se
o pH 1,0 (HC1 0,1 M) como pH de trabalho. Esta escolha foi realizada
levando em consideracdo o fato de que os cocristais de MLX sdo menos
soluveis neste pH, possibilitando melhor avaliagdo dos pontos de
transicdo através de menores concentragdes de agentes solubilizantes,
visto que quanto maior a solubilidade do cocristal, maior o CSC. Outro
motivo da escolha é que este pH refere-se a primeira ionizagdo do MLX
quando em contato com o fluido gastrico, o qual apresenta valores de
pH tipicos médios entre 1 e 2 (MUDIE; AMIDON; AMIDON, 2010).

A Syx micelar foi determinada a partir da adi¢do de excesso de
farmaco em solugdes de HCI 0,1 M contendo 0,5% (m/v) de cada agente
solubilizante, com exceg¢do de Kolliphor®P188, o qual foi utilizado 1,0
% (m/v), de modo que estas concentracdes ficassem acima da CMC, a
qual estd descrita na Tabela 4. Em seguida as suspensdes foram
mantidas sob agitacdo magnética em banho termostatizado a
temperatura de 25 + 0,2°C até atingirem o equilibrio. Em intervalos de
24 horas o pH foi verificado e aliquotas de 5 mL foram coletadas e
filtradas em filtros de poliamida 0,45 um. A fase liquida foi analisada
por CLAE e a fase solida foi verificada por DRXP para garantir que néo
houve transicdo de fase durante o ensaio. Os experimentos foram
realizados em triplicata. As metodologias de CLAE encontram-se
descritas no Apéndice I e DRXP no Capitulo II.

5.2.2.3 Determinacdo da K,y x

Para a construg¢do das curvas de predigdo da solubilizagdo
micelar do MLX e dos cocristais em meio contendo LSS foi necessario,
primeiramente, obter a K v x em funcdo de diferentes concentracdes de
LSS.

Excesso de MLX solido foi adicionado a diferentes solugdes de
HC1 0,1 M contendo LSS nas concentragdes de 17 mM a 69 mM (0,5%
a 2,0 % m/v), valores acima da CMC. Em seguida as suspensdes foram
mantidas sob agitacdo magnética, em banho termostatizado, a
temperatura de 25 £ 0,2 °C até atingirem o equilibrio. Em intervalos de
24 horas o pH foi verificado e aliquotas de 5 mL foram coletadas e
filtradas em filtros de poliamida 0,45 um. A fase liquida foi analisada
por CLAE e a fase solida foi verificada por DRXP para garantir que néo
houve transi¢do de fase durante o ensaio. As metodologias de CLAE
encontram-se descritas no Apéndice I e DRXP no Capitulo II.

O K foi calculado por meio da regressdo linear das Syyx em
funcdo das diferentes concentragdes de LSS e também pela equagio
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(56). A metodologia para determinag¢do do Kg encontra-se descrita por
Huang (2011).

S 1+KfS{ABH* [H ] [M]

MLX,T ~ “ag,0 K’ABH*
a1l

S
(56)

Smrx 1 refere-se a solubilidade total do MLX, S ¢ a solubilidade
intrinseca do MLX em meio aquoso sem agente solubilizante, [M] ¢ a
concentracdo micelar de surfactante calculada através da concentracdo
total de agente solubilizante utilizado menos a CMC ([agente
solubilizante]r - CMC). Assume-se que a CMC para LSS seja constante,
e, neste trabalho, sera utilizado o valor relatado de 8 mM™!
(WILLIAMS; PHILLIPS; MYSELS, 1955; ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009).

5.2.2.4 Medida da solubilidade dos cocristais na presen¢a de LSS

O P, entre cocristal, farmaco e solucdo foi acessado por meio
da adicdo de excesso de cocristal (~ 1 g) e de MLX (~ 250 mg) em 15
mL de HCI 0,1 M contendo diferentes concentragdes de agente
solubilizante. Em seguida essas suspensdes foram mantidas sob agitagio
magnética a 25 + 0,2 °C, utilizando um banho termostatizado para
controle da temperatura. Em intervalos de 24 horas, uma aliquota de 5
mL foi coletada e filtrada em membrana de poliamida 0,45um, ¢ as
concentragdes de MLX e coformer analisadas por CLAE. O pH também
foi verificado e a fase solida coletada e analisada por DRXP e DSC para
assegurar que o sistema encontrava-se no P, (confirmado através da
presenca de cocristal e MLX so6lido). Este procedimento foi realizado a
cada 24 horas at¢é que o sistema alcangasse o equilibrio. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

A solubilidade estequiométrica dos cocristais na presenga de
LSS foi calculada a partir da equagao:

Scocristal (1) = \/[férmaco]eu [coformer]ey (57)

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.3.1 Equacdes que descrevem a solubilizacdo micelar do firmaco e
dos cocristais

Para simplificar o desenvolvimento dos modelos matématicos
de solubilizagdo micelar, assume-se que a complexacdo dos
componentes do cocristal em solugdo seja insignificante, e por isso ¢
desconsiderada. Dessa forma as expressdes envolvidas no equilibrio
quimico do MLX em solu¢do micelar sdo representadas pelas equagoes
58 a 60:

K apn"
- + —> - +
ABH' + M &= -ABH"_ 58)
Ksnasn'
HABH*+ M &— HABH"
m (59)
K aB
- e
AB+ M &= ‘AB, (60)

As constantes relacionadas ao equilibrio quimico em solugdo
micelar descrito pelas equagdes (58), (59) e (60) sdo:

TABHT [~agutIm
= 1
KS [_ABH+]aq (M] (6 )
HABH* _ _ [HABH'lm
Ks ~ [HABH*]3q [M] (62)
K-AB — [-aBlm (63)
s [_AB]aq M]

Considerando o equilibrio quimico em solugdo aquosa (equacao
36) somado ao equilibrio quimico em meio micelar (equacdes 58 a 60),
a concentragdo total ou analitica do MLX em meio micelar pode ser
dada a partir da soma das seguintes espécies em solu¢ao:

[MLX]r = [ABH ],y + [HABH ,q + [AB], + [ABH ],, + [HABH ], + [AB],,
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Substituindo as constantes (37), (38), (61), (62) e (63) nas
respectivas espécies, obtem-se a equagdo de solubilizacdo micelar total
do MLX (equagdo 64):

~ABH* ~ABH*

a - * + H+ - a
+ 22— K A [M]+K —[,ABP]F [M]+KSAB—[ P';] M]

a1l

[H']

S;dLX =S0 1+K,ABH+ [H+]
al

(64)

A equacdo 64 foi entdo utilizada para simular curvas da
solubilizagdo micelar do MLX com o objetivo de prever o
comportamento de solubilizagcdo micelar do MLX no pH 1,0, visto que
este foi o pH escolhido para os estudos. Observou-se que em solugdo de
pH 1,0 a ionizagdo correspondente ao pK,, do MLX ndo exercia efeito
significativo nas curvas de predicdo, podendo ser desconsiderada no
decorrer deste trabalho.

A equacdo de solubilidade do MLX na presenga de micelas
pode entdo ser simplificada considerando somente a ionizacdo do pK,; e,
desse modo, somente o valor de KS,HABH+ foi aplicado.

Dessa forma a solubilidade do MLX em solugdo micelar de pH
1,0 pode ser expressa pela equagdo 65:

S 1_"_1<]S'IABH+ [H ] [M]

MLX,T ~ “agq,0 K’ABH*
a,l

S

(65)

O equilibrio quimico e as constantes associadas a solubilizagdo
micelar de coformer do tipo acido monoprético HA, como o SLC,
encontram-se descritas no Capitulo 11, item 2.4.2.1.

Trabalhos relatados na literatura com cocristais de SLC
descrevem que este coformer apresenta solubilizacdo micelar, com
valores de K variando de 0,018 a 0,06 mM'l, o qual sera considerado
nestes modelos mateméticos (HUANG; RODRIGUEZ-HORNEDO,
2010; 2011a).

Desse modo, considerando a metodologia apresentada para
derivar as equagdes em meio aquoso (Capitulo III 4.3.1) somado ao
equilibrio quimico das espécies em meio micelar, a equagdo de
solubilidade estequiométrica do cocristal MLX-SLC 1:1 CABH 'HA) em
soluc¢do micelar de pH 1,0 pode ser dada pela equagdo 66:
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T KHA
S = |K_| 1+K™" —[, ]+ M] || 1+—=2L+KM[M]
cc sp S ABH [H+] S

al

(66)

Ja para o cocristal MLX-MLC, onde somente o MLX ¢
solubilizado por micelas, ou seja Ksmrc = 0, a equagdo de solubilidade
para (—ABH*H,A) 1:1 em uma solucdo micelar de pH 1,0, sob condi¢des
estequiométricas pode ser dada pela equagdo 67:

H,A H,Ay H,A

. H+ K 2 2 2

S.=,[K,,| 1+Kg™ [—ABL [M] || 1+ 2+ 222
[H]  [H]

a1l

(67)

Scer representa a soma das solubilidades do cocristal em meio
aquoso ¢ em meio micelar. A partir destas equacdes nota-se que a
solubilidade do MLX aumenta linearmente em solu¢des de LSS acima
do CMC ¢ a solubilidade dos cocristais, em contraste, apresenta-se nao
linear em respeito a concentragdo de surfactante, pois os componentes
do cocristal sdo diferentemente solubilizados pelo aditivo micelar. Este
comportamento ndo linear é dependente da magnitude de K opmmer €
K farmaco- Consequentemente, a estabilidade termodindmica do cocristal
em relag@o ao farmaco € dependente da concentragdo micelar.

Estas equacdes derivadas auxiliam na determinacdo do ponto de
transi¢do (S*), e da CSC. Em concentra¢des acima do CSC, o cocristal
passa a ser a fase termodinamicamente estavel em relacdo ao farmaco.
Desse modo, o mesmo pode persistir em solugdo sem que ocorra
transicdo de fase.

5.3.1 Solubilizacdo micelar do MLX

Os resultados de Sy x na presenca dos agentes solubilizantes
testados encontram-se ilustrados na Figura 34. A concentragdo utilizada
de cada agente solubilizante em solugdo de HCl 0,1M foi 0,5% (m/v)
com excecdo de Kolliphor®, utilizado na concentracdo de 1,0 % (m/v).
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Figura 34 - Sy x em solugdes de HC1 0,1 M contendo os agentes solubilizantes
descritos. pH final das solugdes em equilibrio = 1,0.

0.8

Smrx (mM)

A figura 34 apresenta a solubilizagdo micelar do MLX nos
diversos aditivos utilizados, em comparagdo com a solugdo de HCI 0,1M
(sem aditivo/branco 0%). A partir destes resultados, foi definido
prosseguir os estudos de solubilizagdo micelar com o agente
solubilizantes LSS, pois além de ter apresentado bons resultados de
solubilizagdo do MLX, o mesmo é amplamente utilizado em ensaios de
dissolucdo e em formulagdes.

5.3.1.2 Ky ix

Os resultados da Sy x em diferentes concentragdes de LSS em
solucdo de pH 1,0 estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Sy x na presenca de diferentes concentragdes de LSS em solugdo de
HC1 0,1 M utilizadas para obtengdo da K, pH final da solugido = 1,0.

LSS (mM) Smrx (mM) (& DP)
0 0,002 (+ 0,00003)
17 0,373 (£ 0,004)
35 0,882 (+ 0,003)
52 1,378 (£ 0,002)
69 1,775 (£ 0,065)

A partir dos resultados apresentados na Tabela 5, o Ksmrx foi
calculado de duas maneiras:

1) Através da regressdo linear das solubilidades descritas na
Tabela 5 em funcdo das concentracdes de LSS, resultando em
valor de Ksyix = 14,5 mM™,

2) Atra\{és da equacdo (56), resultando em valor de K pix = 17,0
mM .

Foi observado boa concordancia entre os valores de Kg
calculados pelas duas maneiras.

Uma vez determinado o K, mix, foi possivel obter a curva de
solubilidade do MLX na presenca de diferentes concentracdes de LSS.
A figura 35 demonstra o aumento linear da solubilidade do MLX em
relacdo a concentragdo de LSS em pH 1,0. Os valores de solubilidade
experimentais apresentam excelente concordancia com o predito pela
curva.

Ainda, ¢ possivel observar que a solubilidade do MLX nio ¢
afetada pela presenca de coformer em solugdo, visto que os pontos
experimentais referentes a [MLX],, (simbolo azul) estdo muito
proximos daqueles referentes a Sy x (simbolo vermelho).
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Figura 35 — Solubilidade do MLX em fun¢do da concentragdo de LSS. Os
simbolos representam dados experimentais obtidos a partir das medidas de
solubilidade do MLX na auséncia de coformer (vermelho) e no P, (azul). A
curva foi calculada a partir da equagdo (65) utilizando os valores Syixaq0 =
0,000751 mM, Ks, MLX= 17,0 mM"', CMC ;s = 8,0 mM".
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3,5 1
3,0 1 |
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0,0 “ T T T T T 1
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5.3.2 Solubilidade dos cocristais na presenca de LSS e determinacio
dos pontos de transicio

Predigbes de solubilizagdo micelar dos cocristais MLX-SLC e
MLX-MLC foram realizadas com base nas equagdes (65), (66) e (67),
considerando solu¢do de pH 1,0 e a presenca de LSS em diferentes
concentra¢des (Figuras 36 e 37). Considera-se importante conhecer o
comportamento dos cocristais frente a agentes solubilizantes, como o
LSS, visto que este surfactante anidnico é frequentemente utilizado em
ensaios de dissolucdo e em formulag¢des farmacéuticas (HUANG, 2011;
WILLIAMS; PHILLIPS; MYSELS, 1955; ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009).

A partir destas curvas de predigdo foi possivel prever os pontos
de transi¢do para o cocristal (S*) bem como as concentragdes de LSS
necessarias para estabilizar o cocristal sem que a SA seja desperdigada.
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Figura 36 — Curvas de predicdo da solubilizagdo micelar do cocristal MLX-
SLC e do MLX versus a concentragdo micelar de LSS [M] em solugdo de pH
1,0. O ponto de transig@o ¢é caracterizado por (S*) e pela concentrag@o de agente
solubilizante (CSC). As curvas foram elaboradas a partir das equagdes (65) e
(60).
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Figura 37 — Curvas de predicao da solubilizagdo micelar do cocristal MLX-
MLC e do MLX versus a concentragdo micelar de LSS [M] em solugdo de pH
1,0. O ponto de transig@o ¢é caracterizado por (S*) e pela concentrag@o de agente
solubilizante (CSC). As curvas foram elaboradas a partir das equagdes (65) e
(67).
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O S* foi determinado a partir dos resultados experimentais de
solubilidade dos cocristais em meio aquoso apresentados no capitulo III,
utilizando a equacdo 68:

S* — (Scocristal,aq)2 (68)

Sfélrmaco,aq

Através da aplicagdo da equacdo (68) nos valores de solubilidade
aquosa do cocristal MLX-MLC e do MLX no pH 1,0, obteve-se o valor de
S* de 220 mM. Diante destas predi¢des e calculos foi observado que para
este cocristal seriam necessarias quantidades muito grandes de LSS para
alcangar o ponto de transigdo previsto. Desse modo o que pode ser apontado
¢ que o ponto de transicdo para este cocristal encontra-se em um valor de
CSC inacessivel experimentalmente.

O MLX-MLC ¢é um cocristal altamente solivel, com SA de
aproximadamente 305 vezes em solugdo aquosa de pH 1,0. E evidente que
as concentragdes necessarias para estabilizar os cocristais, ou seja, induzir
pontos de transi¢do, estdo diretamente relacionadas com a S;ocistal- Quanto
maior a Scocrisalaqg Maior a CSC necessaria para induzir os pontos de
transicao.

Para o calculo do S* do cocristal MLX-SLC foi considerado o €
devido a solubiliza¢do micelar do SLC. Para isto foram utilizados os
valores de K g .c= 0,06mM'1 e CMC=8mM' (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de € e de S* calculado para MLC-SLC.

CSC (mM)? €b (mM) Skc (mM) S*ubservadud(mM)

104 6,70 4,20 3,09

a Valor de CSC determinado através das curvas de predicdo apresentadas na
Figura 36.

Ka,cu ormer
<1+ # + Ks,cnfnrmer [M])

b XA —
Calculado pela equagdo: & = (1+ Kocor Tmer)
[H¥]

2
. S .
¢ Calculado pela equacio. S* = g Seocristaiag)
Sfa’rmaco,aq
¢ Obtido experimentalmente por meio da solubilidade do cocristal no ponto
eutético (S*: Scocristal = SMLX) (Figura 39)

As concentracdes eutéticas obtidas no experimento de
solubilidade do cocristal MLX-SLC no ponto eutético na presenca de
LSS encontram-se descritos na Figura 38. A fase solida em equilibrio
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com a solu¢do neste experimento é constituida de MLX-SLC ¢ MLX,
determinadas por DRXP. Vale ressaltar que o pH final do experimento
manteve-se em 1,0.

Figura 38 - Concentragdes eutéticas de MLX e SLC na presenga de diferentes
concentragdes de LSS. pH final das solugdes em equilibrio = 1,0.

5

[MLX],, [ [SLC],
Ko =098

Concentracao eutética (mM)

=

[LSS] (mM)

Foi possivel observar que as concentragdes de MLX e SLC
aumentam com o aumento de LSS em solu¢do. A concentragdo de SLC
foi muito maior que MLX na auséncia de LSS, indicando que o cocristal
requer grande quantidade de coformer em solugdo para que ocorra o
equilibrio entre cocristal ¢ MLX. No entanto a razdo [SLC]Je/[MLX]e,
comegou a diminuir com o aumento de LSS em solugdo. Este efeito,
assim como a diminui¢do da SA, esta relacionado ao conceito da
solubilizagdo preferencial do farmaco.

A Figura 36 permite observar o ponto referente ao S* e a
concentracdo de LSS neste ponto, chamada de CSC, neste caso 104 mM.
No S* a solubilidade do MLX ¢ igual a do cocristal, ¢ acima desse
ponto, o cocristal perde a vantagem de solubilizacdo em relacdo ao
MLX, ou seja, em concentragdes acima de 104 mM de LSS, o cocristal ¢
termodinamicamente estavel em relagdo ao farmaco, portanto menos
soluvel.
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Figura 39 - Syix € Scouristal DA presenca de diferentes concentragdes de LSS.
Scoaristal fO1 calculado através da equacdo (57). pH final das solugdes em
equilibrio = 1,0.
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O S* ¢ um parametro calculado que esta relacionado ao ponto
de transi¢do determinado pelas curvas de predicdo elaboradas. Diante da
observacdo e comparagdo dos valores preditos com os experimentais, o
ponto de transicdo para MLX-SLC apresenta S* de aproximadamente
3,0 mM e CSC de 104 mM (LSS), pois os valores de Scocristal/Starmaco
nesta concentragdo de LSS sdo muito proximos de 1,0.

Dados da literatura semelhante a estes foram encontrados para
cocristais de carbamazepina-acido salicilico, o qual apresentou reducgdo
dos valores de K., de 4,75 em agua para 0,56 em 35 mM de LSS,
evidenciando que o cocristal instdvel em agua tornou-se estivel em
solugdo com adi¢do de LSS (HUANG; RODRIGUEZ-HORNEDO,
2010).

As concentragdes eutéticas obtidas no experimento de
solubilidade do cocristal MLX-MLC no ponto eutético, na presenga de
LSS, encontram-se descritos na Figura 40. A fase solida em equilibrio
com a solucdo neste experimento ¢ constituida de MLX-MLC ¢ MLX,
determinadas por DRXP. O pH final do experimento permaneceu em
1,0.
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Foi possivel observar que a K, diminui consideravelmente na
presenca de LSS assim como a SA (Figuras 40 e 41). Estes resultados
corroboram com o conceito de solubilizagdo preferencial do cocristal,
evidenciada a partir da sua solubilizagdo ndo linear. No caso deste
cocristal, ndo foi possivel atingir experimentalmente o ponto de
transi¢do, pois grandes quantidades de LSS seriam necessarias de acordo
com a curva de predi¢do apresentada (Figura 37).

Figura 40 - Concentragdes eutéticas de MLX e MLC na presenca de diferentes
concentragdes de LSS. pH final das solugdes em equilibrio = 1,0.
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Figura 41 - Sypx € Scoeristal N presenca de diferentes concentragdes de LSS.
Scoaristal fO1 calculado através da equacdo (57). pH final das solugdes em
equilibrio = 1,0.
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A Figura 42 demonstra como a SA pode ser reduzida na
presenca de apenas 17 mM de LSS (0,5% m/v), concentracio
usualmente utilizada em formulagdes e em ensaios de dissolugdo. Com a
reducdo da SA pode-se diminuir a probabilidade de precipitagdo do
farmaco, pois se diminui a supersaturacdo do sistema que ¢ a forca
motriz para cristalizagdo e, assim, a supersaturacdo pode ser prolongada
durante a dissolucdo. Porém, deve-se ter cuidado para que a vantagem
de solubilidade do cocristal em relagdio ao farmaco ndo seja
desperdigada. Desta forma, os estudos apresentados neste capitulo
podem ser utilizados como um guia na escolha do agente solubilizante
bem como a sua concentragdo, para que o cocristal selecionado possa
apresentar maior solubilidade sem que ocorra a conversdo para o
farmaco.
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Figura 42 - Redugao da SA (Scocrisal/Smrx) em solucdo de HC1 0,1 M contendo
17 mM de LSS. Soeistat fo1 calculado através da equacdo (57). pH final das
solugdes em equilibrio = 1,0.
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Os resultados experimentais de solubilidade do MLX e dos
cocristais MLX-SLC e MLX-MLC ja apresentados nas figuras 39 e 41,
respectivamente, foram plotados nas figuras 43 e 44 juntamente com as
curvas de predigdo destas solubilidades, com o objetivo de avaliar o
poder preditivo dos modelos mateméticos. E possivel observar que os
pontos experimentais encontram-se satisfatoriamente em concordancia
com os valores calculados, demonstrando que os modelos de predigdo
sd30 uma maneira Util e rdpida de prever o comportamento destes
sistemas na presenga de aditivos micelares em uma solugao.
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Figura 43 - Ponto de transi¢@o do cocristal MLX-SLC induzido pela presenga
de LSS em solucdo de pH 1,0. O ponto de transi¢do ¢ caracterizado por (S*) e
pela concentragdo de agente solubilizante (CSC). Os simbolos representam as
solubilidades experimentais do MLX (circulo preto) e do cocristal MLX-SLC
(circulo vermelho). As curvas foram elaboradas a partir das equagdes (65) e (66)
utilizando software Wolfram Mathematica™10.
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Figura 44 - Ponto de transi¢do do cocristal MLX-MLC induzido pela presenca
de LSS em solucdo de pH 1,0. O ponto de transi¢do ¢ caracterizado por (S*) e
pela concentragdo de agente solubilizante (CSC). Os simbolos representam as
solubilidades experimentais do MLX (circulo vermelho) e do cocristal MLX-
MLC (circulo azul). As curvas foram elaboradas a partir das equagdes (65) e
(67) utilizando software Wolfram Mathematica®10.
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A SRocistal pode ser antecipada pelas seguintes relacdes para
cocristais 1:1 (equagdes 69 e 70):

(52 = G2 ©)

cocristal farmaco

ou,

SReocristal = vV SResrmaco (70)

Vale lembrar que a SR ¢ definida pela solubilidade total em
solugcdo contendo agente solubilizante (St) dividida pela solubilidade
aquosa (Saq). Estas equacgdes foram aplicadas aos cocristais de MLX e
estdo apresentadas na Figura 45. Os valores de SReocristal © SResrmaco
experimentais sobrepdem-se a linha de SR prevista, demonstrando o
enorme poder preditivo destas equagoes. Isto significa que se a SRgimaco
for conhecida, algo que muitas vezes ja apresenta-se relatado na
literatura, um simples calculo de raiz quadrada pode prever a SR do
cocristal, que também pode ser utilizada para guiar a escolha do
cocristal e da concentragdo de agentes solubilizantes em uma futura
formulagdo farmacéutica.

Figura 45 - Dependéncia de SR qcristal €M +/ SResrmaco  para cocristais 1:1. A
linha pontilhada representa a relacdo de acordo com a equagéo (69). Simbolos
representam a SR determinada experimentalmente para os cocristais MLX-SLC
e MLX-MLC em solugdes de pH 1,0 com diferentes concentragdes de LSS no
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5.4 CONCLUSOES

Neste capitulo foram apresentados modelos matematicos de

predi¢do da solubilidade do MLX e dos cocristais MLX-SLC ¢ MLX-
MLC em solugdes contendo o agente solubilizante LSS. Também foi
determinada a solubilidade do MLX frente a agentes solubilizantes,
além da avaliacdo da solubilizacdo micelar dos cocristais por meio de
experimentos em equilibrio no ponto eutético. Os resultados
encontrados permitiram as seguintes conclusdes:
(1) os melhores resultados de solubilizagdo micelar do MLX foram
observados com os agentes solubilizantes LSS ¢ Soluplus™; (2) foi
observada boa concordancia entre os valores de Ksmx calculados pela
regressdo linear e por meio da equagdo (56); (3) foi demonstrado que
Smrx aumenta linearmente em fungdo da concentracdo de LSS, enquanto
que os cocristais apresentam-se com solubilizagdo ndo linear, decorrente
do mecanismo de solubilizag¢do preferencial do farmaco hidrofébico; (4)
ambos cocristais exibiram menor vantagem de solubilidade em LSS
comparada com a solugdo de HCI 0,1M; (5) o cocristal MLX-SLC
apresentou SA de 1,0 na presenca de 104 mM de LSS indicando o ponto
de transicdo experimental (CSC) para este cocristal; (6) O S* foi
facilmente calculado e forneceu informagdes uteis na correlagdo entre os
dados preditos e os experimentais (7) foi possivel compreender que
quando o farmaco ¢ preferencialmente solubilizado pelo agente
solubilizante a razdo Scocristal/Starmaco diminui; (8) esta razdo pode ser
predita a partir dos modelos matematicos aqui apresentados, e os valores
obtidos podem ser utilizados para antecipar o comportamento dos
cocristais durante a dissolu¢do ou em solu¢do de variadas concentragdes
de agente solubilizante, além de axiliar na sele¢do de aditivos para uma
formulagéo farmacéutica.
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CAPITULO V

SUPERSATURACAO DURANTE A DISSOLUCAO
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6 SUPERSATURACAO DURANTE A DISSOLUCAO
6.1 INTRODUCAO

As caracteristicas de solubilidade e permeabilidade estdo
diretamente relacionadas a biodisponibilidade de farmacos. No caso
daqueles pertencentes a classe II do SCB, como o MLX, que sdo
facilmente permeaveis no trato gastrointestinal, a taxa de dissolugdo por
sua vez € o fator determinante para o bom desempenho do farmaco
(AMIDON et al., 1995; LIPINSKI, 1997).

O aumento da taxa de dissolug@o ¢ uma das grandes vantagens
que os cocristais formados de coformers hidrofilicos apresentam devido
ao aumento da solubilidade do cocristal em relagdo ao farmaco.
(SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009; CHILDS, et al., 2013; JUNG et
al., 2010). No entanto, uma vez que a Scocristal €Xcede a Sgimaco, @
supersaturacdo pode ocorrer durante a dissolugdo do cocristal e esta
pode tanto ser mantida no periodo do ensaio como pode ocasionar a
precipitagdo da forma mais estdvel do farmaco (ROY; LIPERT;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012).

Os experimentos cinéticos sdo usualmente os mais utilizados
para avaliar os cocristais, no entanto deve-se ter cautela ao utiliza-los,
pois a supersaturagdo ¢ estado cinético que constitui a forga motriz para
que ocorra a precipitacdo do farmaco e, muitas vezes, cocristais
altamente soluveis convertem-se rapidamente durante a dissolucdo,
levando a uma avaliagdo subestimada se utilizada para determinar a
solubilidade do cocristal (BEVERNAGE, et al., 2013; MARTIN et al.,
2013; THAKURIA et al., 2013; WEYNA et al., 2012).

Inumeros exemplos de cocristais exibem maior solubilidade e
maior taxa de dissolugdo quando comparados com o farmaco
constituinte. No entanto, nem sempre resultam em uma maior
biodisponibilidade, o que pode estar associado a rapida conversdo para o
farmaco quando in vivo. Aditivos como surfactantes, polimeros e meios
biorrelevantes tém sido utilizados para melhorar o desempenho dos
cocristais em solugdo por meio da inibi¢do da cristalizagdo para a forma
mais estavel do farmaco e manutencdo da supersaturagdo
(ALHALAWEH; ALI; VELAGA, 2014, CHILDS; KANDI;
LINGIREDDY, 2013; REMENAR et al., 2007; ROY, 2013).

Entender as interagdes quimicas entre os constituintes do
cocristal e 0 meio de dissolugdo e seus aditivos é muito importante,
principalmente no que diz respeito aos cocristais que apresentam SA de
grande magnitude. Diante disto os estudos termodindmicos realizados
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previamentes demostram relevancia, pois através deles ¢ possivel
determinar e prever a solubilidade e estabilidade dos cocristais em
qualquer pH e frente a presenca de aditivos que sdo facilmente
encontrados em formulagdes e em ensaios de dissolucdo (LIPERT;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015).

Neste capitulo foi avaliada a supersaturagdo promovida pelos
cocristais durante a dissolugdo em meio aquoso e a influéncia de agentes
solubilizantes na inibi¢do da conversio e manuten¢do dos estados de
supersaturacao.

6.2 METODOLOGIA
6.2.1 Materiais

Foram utilizados reagentes (acidos, bases, solventes e sais) de
grau analitico e grau cromatografico. A dgua ultrapura foi obtida a partir
de sistema de gradiente Milli-Q (Millipore, Bedford, Estados Unidos).
Os agentes solubilizantes utilizados, LSS e Soluplus” estdo descritos no
Capitulo IV.

6.2.2 Métodos
6.2.2.1 Estudos de supersaturagdo

A supersaturagdo promovida pelos cocristais foi avaliada em
solugdes de HC1 0,1 M (pH 1,0) e na presenga de agentes solubilizantes.
A escolha foi baseada na correlagdo in vivo, pois este pH corresponde a
primeira ionizagdo do MLX quando em contato com o fluido gastrico
(pH entre 1 e 2) e também para possibilitar a correlacdo com os estudos
termodinamicos de solubilizacdo micelar realizados neste mesmo pH. A
descricdo das solugdes utilizadas com e sem agente solubilizante, bem
como as quantidades de cocristal adicionadas estdo descritas na Tabela
7.

A amostra foi previamente passada pelo tamis de malha 1,18
mm, para uniformiza¢do do tamanho de particula, e em seguida foi
adicionada lentamente em um frasco contendo 100 mL das solugdes
mencionadas na Tabela 7, as quais foram mantidas sob agitacdo
magnética (150 rpm) a 25 £ 0,2 °C utilizando um banho termostatizado.
Em intervalos de tempo pré-determinados uma amostra foi coletada e
filtrada com membrana de poliamida 0,45um. As solugdes foram
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analisadas por CLAE e a fase solida final analisada por DRXP, DSC e
IV, conforme metodologias descritas no Apéndice I e no Capitulo II.

Tabela 7 - Solugodes utilizadas para os estudos de supersaturagcdo e quantidades
adicionadas de cada cocristal.

Solugdo Quantidades adicionadas
Volume: 100 ml MLX-SLC (mg) MLX-MLC (mg)
HC10,1 M 8,35" 7,98°
0,5% Soluplus® (m/v) - 800
2% LSS (m/v) - 800

"As quantidades de cocristal descritas na Tabela 7 foram calculadas
considerando a relagdo da dose number (Dy) (equagdo 71):

M
Do = £
Cs Vo

(71)

M, refere-se a massa de MLX, neste caso considerou-se 15 mg,
pois corresponde a dosagem dos comprimidos comercializados. Cj
corresponde a Sypx em pH 1,0 (0,00075 mg/ml) e Vo ao volume
gastrico inicial (= 250 ml), considerando o volume de liquido ingerido
durante administragdo do comprimido. Desse modo a concentragdo de
MLX estaria aproximadamente 85 vezes acima da sua solubilidade. As
quantidades adicionadas de cocristal foram calculadas respeitando esta
relagdo.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente os estudos com SDDS encontrados na literatura sdo
geralmente realizados por meio da adaptacdo de métodos oficiais de
dissolugdo. Estes métodos cinéticos oficiais geralmente trabalham em
condi¢des sinkl, utilizando grandes volumes de meio. No entanto, para
uma avaliacdo adequada, sugerem-se os estudos em condi¢des ndo sink,
pois estes permitem explorar a supersaturagdo gerada por estes sistemas
metaestaveis e a precipitacdo da forma estavel (AUGUSTIINS;
BREWSTER, 2011; BEVERNAGE, et al., 2013).

! condicdo sink: pode ser definida como uma quantidade de solvente ndo inferior a 3 vezes o
volume de meio necessario para obter a solugdo saturada de farmaco (ABDOU, 1989).
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Por meios de experimentos em condi¢des ndo sink foi possivel
observar a supersaturacdo promovida pelos cocristais de MLX em
solu¢des de HCI 0,1 M e na presenga de LSS e Soluplus®. O pH das
solucdes foi monitorado e ao final do ensaio e estava em 1,0.

A Figura 46 apresenta a dissolucdo dos constituintes do
cocristal MLX-SLC em fun¢do do tempo. A partir desta figura ¢
possivel observar que as concentracdes de MLX aumentam até 180
minutos e a partir deste ponto diminuem lentamente, aproximamdo-se
da Syrx em 24 horas. Por outro lado, as concentragdes de coformer
aumentam em solucdo, alcangando a quantidade molar adicionada, o que
ndo ocorre em nenhum momento para o MLX, indicando que houve
conversdo do cocristal para o farmaco durante o ensaio, a qual foi
confirmada através da caracterizagcdo por IV da fase sdlida final do
experimento (Figura 47).

Figura 46 - Perfil da concentragdo versus tempo para os constituintes do
cocristal MLX-SL.C durante a dissolu¢ao em solugdo de HC10,1 M a 25+ 0,2
°C. A linha reta pontilhada refere-se a Sy xem pH 1,0. pH final da solugdo =
1,0.

0,12 -
3 o104 T
£ | e e
£ 0,08 e -
&= ; MLX
Zoosy [ e SMLX
.E H
o041 f
2 i
800247

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Tempo (min)

=

(=3
(=}
A

Vale ressaltar a importancia de avaliar a pureza do cocristal
antes da realizacdo dos estudos de supersatura¢do. Cocristais que
apresentam excesso de coformer podem prolongar o estado de
supersaturacdo em solugdo, devido a diminui¢do da solubilidade do
cocristal, retardando, assim, a conversao.
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Figura 47 - Analise por IV da fase sélida final do experimento de
supersaturagdo com o cocristal MLX-SLC em HC1 0,1 M a25+0,2 °C (A) em
comparagdo com MLX-SLC (B) e MLX (C).
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Os resultados também podem ser expressos pela razdo da
concentragdo total de MLX medida durante o experimento em relagao a
Smrx (IMLX]r /Smrx) (Figura 48), denominada como "degree of
supersaturation” (DS) ou grau de supersaturagdo em relagdo ao farmaco
estavel (BEVERNAGE, et al., 2013; SUGANO, 2012).

O MLX-SLC apresentou pico de concentragdo (Cpax) de 0,011
mM em 180 minutos, o que corresponde a uma concentragdo 5,5 vezes
maior que a Syrx. A supersaturagdo ¢ mantida por aproximadamente 30
minutos e apds esse periodo a [MLX]r diminui lentamente até
aproximar-se da Sypx, conforme demonstrado na Figura 46 e 48.



130

Figura 48 - Supersaturacdo gerada pelo cocristal MLX-SLC em HC1 0,1M a 25
+ 0,2 °C expressa por [MLX]1/Stmix. pH final da solugdo = 1,0.
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O mesmo comportamento foi observado com o cocristal MLX-
MLC, porém de uma maneira mais rapida. Na Figura 49 ¢é possivel
observar que as concentragdes de MLC aumentam até a solubilizacdo
total (que corresponde a concentragdo molar de MLC adicionada), ja o
MLX atinge um maximo de concentracdo em 10 minutos ¢ logo em
seguida inicia a diminuigdo lenta de sua concentragdo até atingir a Sypx
observada apds 4 horas de experimento. Este comportamento indicando
a conversdo do cocristal para o farmaco durante o ensaio foi confirmado
pela analise de IV da fase solida precipitada (Figura 51).

Embora o MLX-MLC ndo consiga manter a supersaturagdo
durante todo o ensaio, ele atinge uma concentragdo de 0,018 mM,
aproximadamente 10 vezes em relacdo a Syrx, € a solugdo permanece
supersaturada por até 4 horas, demonstrando a grande vantagem de
solubilidade desse cocristal.

Os resultados apresentados neste capitulo reforcam mais uma
vez a importancia dos estudos prévios de solubilidade termodinamica.
Conforme evidenciado, a solubilidade do cocristal MLX-MLC néo pode
ser atingida através de métodos cinéticos pois neste caso, seria
subestimada.

Embora a conversdo de ambos os cocristais em solucdo de pH
1,0 ja fossem esperadas, pois os estudos termodindmicos apresentados
no capitulo Il haviam indicado que os cocristais MLX-SLC e MLX-
MLC sdo mais soliveis que 0 MLX, a SA neste pH € menor em relagdo
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a valores de pH maiores o que pode prolongar o tempo de
supersaturacdo do farmaco.

Figura 49 - Perfil da concentra¢do em fung¢do do tempo para os constituintes do
cocristal MLX-MLC durante a dissolugdo em solugdo de HC1 0,1 M a 25+ 0,2
°C. A linha reta pontilhada refere-se a Sy; x nestas condigdes. pH final da
solugdo = 1,0.
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Figura 50 - Supersaturacéo gerada pelo cocristal MLX-MLC durante a
dissolu¢do em HCI1 0,1 M a 25 £ 0,2 °C. A linha reta pontilhada refere-se a Sy x
nestas condi¢des. pH final da solucdo = 1,0.
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Figura 51 - Analise por IV da fase sélida final do experimento de
supersaturagao com o cocristal MLX-MLC em HC1 0,1 M (A) em comparagao
com MLX-MLC (B) e MLX (C).
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Nesta dissertagdo optou-se em avaliar a influéncia dos agentes
solubilizantes LSS e Soluplus® apenas na supersaturagdo de MLX-MLC,
pois comparando com MLX-SLC ele apresenta maior SA em relagdo ao
MLX, ou seja apresenta-se menos estavel em solugdo aquosa,
demonstrando ser interessante a observacao da influéncia destes aditivos
na sua solubilidade.

Umas das estratégias para diminuir as taxas de conversdo dos
cocristais estd na diminui¢do da SA. No capitulo anterior foi
demonstrado que a utilizagdo de agentes solubilizantes como o LSS,
reduziram significativamente a SA dos cocristais em relagdo ao MLX.
Além disso, na literatura encontram-se alguns estudos, como os
apresentados por Alhalaweh, Ali e Velaga (2014), que avaliaram a
dissolugdo do cocristal de indometacina-sacarina na presenga de
polivilpirrolidona (PVP) e LSS, demonstrando que a supersaturacdao do
cocristal foi mantida por maior tempo, evitando conversdes cinéticas.
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Figura 52 - Supersaturagido do cocristal MLX-MLC versus tempo durante a
dissolu¢do em solugdo de HC1 0,1 M contendo 69 mM de LSS em comparagdo
com somente HC1 0,1M a 25 £ 0,2 °C. pH final da solugdo = 1,0.

10 1

8 4 ——HC1 0,1M
' =& 1SS 69 mM

0 50 100 150 200 250
Tempo (min)

A Figura 52 apresenta os resultados da supersaturagdo do
cocristal MLX-MLC na presenga de 69 mM de LSS em solugdo de pH
1,0. Cabe lembrar que, como apresentado no capitulo IV, o cocristal
MLX-MLC apresentou redugdo da SA de 305 em HCI 0,1 M, para 11
vezes na presenca de 69 mM de LSS.

A presenga de LSS proporcionou aumento da Cpax € Thax A
Cmax de 0,018 mM e T de 10 minutos em HCl 0,1M sofreram
aumento de 7,15 mM e 15 minutos em solugido contendo LSS no pH 1,0.

As Figuras 53 e 54 apresentam os resultados de supersaturagéo
de MLX-MLC em 0,5% de Soluplus® (m/v). Observa-se que a razao
[MLX]1/Smrx foi reduzida de 8,8 em HCI 0,1 para 1,6 na presenca de
Soluplus®. A redugdo do grau de supersaturacdo observada esta
relacionada a manutengdo do estado de supersaturacdo e diminuigdo da
cristaliza¢do da forma estavel de MLX. A caracterizagdo da fase solida
durante o experimento corrobora com este resultado (Figura 55).
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Figura 53 - Supersaturagdo gerada pelo cocristal MLX-MLC em solugdo de
0,5% (m/v) de Soluplus” a 25+ 0,2 °C, expressa por [MLX]1/Stmix. pH final
da solugdo = 1,0.
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Figura 54 - Perfil da [MLX] versus tempo para o cocristal MLX-MLC em
comparagdo com MLX puro durante a dissolugdo em solugdo de HC10,1 M
contendo 0,5% de Soluplus® a25+0,2 °C. pH final da solugdo = 1,0.
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Outra observagdo importante estd na comparacdo entre a
[MLX]r do cocristal e o MLX puro (Figura 54), Nota-se que o cocristal
atinge concentragdes maiores em menor tempo, quando comparadas
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com o experimento realizado com o MLX puro. Este efeito pode estar
relacionado a supersaturagdo promovida por este cocristal, que esta
relacionada ao aumento da solvatacdo na presenga do coformer
extremamente hidrofilico.

(0] Soluplus® ¢ um copolimero solubilizante com estrutura
quimica do tipo anfifilica amplamente utilizado em formulacdes
farmac€uticas. Devido a essa caracteristica, o Soluplus® pode atuar
como matriz polimérica e também como agente solubilizante de
farmacos pouco soluveis em meio aquoso (BASF, 2010; SHAMMA;
BASHA, 2013). Estas caracteristicas podem estar relacionadas ao bom
resultado alcangado com Soluplus® em comparagdo com o LSS.

Um estudo interessante utilizou de meios biorrelevantes para
controlar a supersaturagdo gerada pelos cocristais de piroxicam-sacarina
(PRX-SAC) e obteve resultados semelhantes aos econtrados com
Soluplus®. Neste trabalho de Lipert e colaboradores (2015) foi
observado a manuten¢do da supersaturagdo durante a dissolugdo de
PRX-SAC em FeSSIF além da redug¢do da SA, resultado associado
solubilizagdo preferencial do farmaco pelas micelas mistas formadas
pelo taurocolato de sodio e lecitina presentes no meio FeSSIF (LIPERT
etal., 2015).

Figura 55 - Difratograma da fase sélida coletada durante experimento de
supersaturagdo de MLX-MLC em solugdo de HC1 0,1 M + 0,5% de Soluplus®
(m/v). A transicdo de fase ¢ observada por meio da comparagdo com os
difratogramas do MLX e do MLX-MLC.
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A partir dos difratogramas apresentados na figura 55 ¢ possivel
notar que em 4 horas de experimento ndo se observa a presenga de
MLX, indicando que o cocristal permaneceu estavel nas condigdes da
solu¢do. Porém no periodo de 24 para 48 horas a conversdo do cocristal
comegou a ficar evidente, o que pode ser observado pelo surgimento das
reflexdes caracteristicas de MLX, destacadas na figura 55. Estes
resultados corroboram com os apresentados na Figura 53 e 54.

Diante destes resultados, a utilizagdo de Soluplus® com o
objetivo de prolongar a supersaturacdo demonstra ser promissora
também pelo fato de que altas concentragdes de Soluplus podem ser
incorporadas a formulagdes farmacéuticas, enquanto que o LSS
apresenta concentragdo limite de utilizacdo, em torno de 2%, para a
forma farmac€utica comprimidos, de uso oral (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009).

6.4 CONCLUSOES

Os estudos de supersaturacdo apresentados neste capitulo
permitiram as seguintes conclusdes: (1) o cocristal MLX-SLC
apresentou supersaturagdo de 5,5 vezes em 3 horas de experimento em
solucdo de HCI1 0,1 M (pH 1,0) e taxa de conversao lenta; (2) o cocristal
MLX-MLC apresentou supersaturacdo de 8,8 vezes em solugdo de HCI
0,1 M em 10 minutos de experimento, apos este periodo iniciou a
conversdo aproximando-se de Sy x apds 4 horas de experimento; (3) o
cocristal MLX-MLC na presenga de LSS apresentou maior Cyax € Tiax
em relagdo a solugdo de HCI 0,1 M (4) o cocristal MLX-MLC exibiu
conversdo cinética lenta mantendo a supersaturagcdo por maior tempo em
solu¢do com 0,5% de Soluplus® comparado com a solugdo sem agente
solubilizante, proporcionou também alcangar concentragdes maiores de
MLX em menor tempo quando comparadas com o MLX puro; (5) o
Soluplus® apresentou ser um o6timo aditivo podendo ser adicionado em
formulagdes farmacéuticas com o objetivo de estabilizar o cocristal sem
perder a sua vantagem de solubilidade em relagdo ao farmaco. (6) de
maneira geral, os resultados obtidos com os estudos de supersaturagdo
permitiram observar que os cocristais de MLX proporcionam grande
vantagem de solubilidade em relagdo ao farmaco. A Sypx ¢
extremamente baixa em pHs acidos, diante disso as concentracdes de
MLX alcangadas durante a dissolu¢do do cocristal podem representar
melhorias no desempenho deste farmaco.
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CONSIDERACOES FINAIS

O aprimoramento de moléculas pouco soliveis tem sido um dos
grandes desafios da industria farmacéutica, sendo alvo de intmeras
pesquisas na atualidade. Diversas estratégias vém sendo utilizadas para
este fim, destacando-se os cocristais farmacéuticos. A versatilidade dos
cocristais no aprimoramento da solubilidade de farmacos pouco soluveis
faz desta propriedade uma das suas caracteristicas fisico-quimicas mais
investigadas, conforme observa-se pelo numero crescente de
publicagdes com este tema. Entretanto, as pesquisas que vém sendo
conduzidas com cocristais utilizam métodos que avaliam apenas a
resposta cinética destes solidos frente a uma solugdo. Além disso,
geralmente as condi¢des desta solu¢do, como o pH ou a presenca de
aditivos, ndo sdo consideradas.

Ja é conhecido que cocristais altamente soliveis podem sofrer
rapida conversdo em uma forma menos solivel do farmaco quando
expostos a solucdo, prejudicando o seu desempenho. Assim, os estudos
atuais visam avaliar a solubilidade e a estabilidade termodinamica dos
cocristais, propondo modelos matematicos para predizer a solubilidade
destes sistemas frente as variaveis como pH e presenca de aditivos
micelares. Este tipo de abordagem vem sendo bastante investigada pela
Prof* Dr* Nair Hornedo e seu grupo, em Michigan (EUA), desde 2001, a
qual vem estudando farmacos e cocristais de diversas naturezas. Em
nosso grupo no Brasil, esta é a primeira vez que estes estudos estdo
sendo realizados e, at¢é o momento, ndo foram encontrados relatos de
estudos desta natureza no Brasil, demonstrando o ineditismo da proposta
de trabalho.

O farmaco utilizado para a realizag@o dos estudos neste trabalho
foi 0 meloxicam, por ser um composto de solubilidade muito baixa em
pHs acidos e por ndo haver relatos de estudos de solubilidade e
estabilidade termodinamica para os cocristais ja relatados para este
farmaco.

Os resultados obtidos permitiram verificar que a solubilidade
dos cocristais de meloxicam foi maior que a Sy x em solugdes aquosas,
em qualquer valor de pH. Os estudos de solubilizagdo micelar
permitiram observar que a presenga de agentes solubilizantes
influenciam a solubilidade e a estabilidade dos cocristais em solugdo,
podendo provocar mudangas significativas na vantagem de solubilidade
do cocristal em relagdo ao farmaco. Também foi possivel evidenciar que
a predi¢do e determinagdo do S* ¢ util na sele¢@o de aditivos que podem
ser utilizados para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, os



138

quais poderiam garantir estabilidade aos cocristais € a0 mesmo tempo
auxiliar na manutencdo da supersaturagdo. Além disso, os estudos de
supersaturacdo permitiram conferir que solugdes contendo agentes
solubilizantes apresentaram o potencial de aumentar e prolongar a
supersaturacio do MLX por periodo de tempo significativo para
absorcdo do fAirmaco no trato gastrointestinal (TGI).

Em suma, os estudos e parametros apresentados neste trabalho
demonstraram ser extremamente relevantes nessa area, pois fornecem
informagdes fundamentais a respeito da estabilidade dos cocristais,
podendo servir de base para estudos futuros com diferentes tipos de
cocristais farmacéuticos. A partir destes conhecimentos, estratégias
podem ser adotadas com o objetivo de ajustar a solubilidade desejada
destes sistemas, melhorar as propriedades de dissolug¢do e dessa forma,
otimizar a absor¢do oral dos farmacos.
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIAS
ANALITICAS

1 METODOLOGIA
1.1 MATERIAIS

Utilizaram-se as matérias-primas adquiridas de fornecedores
descritas na Tabela 1. Os insumos foram armazenados em dessecadores
e protegidos da luz. A substancia quimica referéncia de MLX (SQR) foi
adquirida de United States Pharmacopeia - USP (lote HOJ100 e teor de
99,99 %), armazenada em geladeira, lacrada e protegida da luz. Para os
ensaios por CLAE utilizaram-se solventes de alta pureza (grau
cromatografico).

Tabela 1 — Relagdo das substincias utilizadas, com seus respectivos
fabricantes e lotes.

Substancia Fabricante Lote
MLX Technodrugs & Intermediates ~ TDM/ML/002/11/12-13
SLC Xiamen Fine Chemical Y1307011
MLC Merck S6625480

As andlises por CLAE foram realizadas em cromatografo
Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japdo), equipado com bomba LC-10AD,
desgaseificador DGU-14A, detector de comprimento de onda (L) SPD-
10AV e unidade controladora de sistema SCL-10AVP. A aquisi¢do dos
dados foi realizada por meio do sofiware CLASS-VP" V 6.14.

1.2 METODOS

1.2.1 Desenvolvimento dos métodos para quantificacio de MLX,
SLC e MLC

Devido a auséncia de métodos por CLAE descritos na literatura
para a quantificagdo de MLX na presenga dos coformers utilizados, foi
necessario o desenvolvimento de metodologias para este fim, que foram
baseadas em parametros ja descritos na literatura para estas substancias
(BREZOVSKA; JAMPILEK; OPATRILOVA, 2013; LIAN, et al,
1999; STAREK; KRZEK, 2009).

Nesta dissertagdo foram desenvolvidos trés métodos de CLAE,
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identificados da seguinte maneira:
e M¢étodo 1 = para quantificagdo isolada de MLX;
e  M¢étodo 2 = para quantificacdo de MLX e SLC;
e M¢étodo 3 = para quantificacdo de MLC.

As analises foram conduzidas de acordo com os parametros
descritos nas Tabela 2, 3 e 4. Todas as amostras foram filtradas em
membrana de poliamida 0,45um e analisadas em triplicata.

Tabela 2 - Parametros utilizados para execug¢do do método 1 para quantificagdo
de MLX.

Parametro Dados
Phenomenex” Gemini C18
Coluna i
(5u 110A, 250 mm x 4,6 mm d.i.)
Fase movel Acetonitrila (ACN):tampao acetato de
amonio 25 mM pH 6,8 (35:65, v/v)
Modo Isocratico
Vazao 1,0 mL/min.
Comprimento de onda 360 nm
Volume de injecdo 20 pul
Temperatura 25°C £1°C
Tempo 12 min.

Tabela 3 - Parametros utilizados para execu¢do do método 2 para quantificagdo
de MLX e SLC.

Parametro Dados
Coluna Phenomenex” Gemini C18
(5u 110A, 250 mm x 4,6 mm d.i.)
- ACN
Fase movel - Solugdo A: tampéo acetato de amonio
25 mM, pH 6,8
Tempo (min.)  (ACN:solugdo A, v/v) /A
_— 0 20:80 /230 nm
Rk 4 50:50 /230 nm
5 80:20/ 360 nm
8 20:80/ 360nm
12 20:80/ 230 nm
Vazao 1,0 mL/min.
Volume de injecéo 20 pl

Temperatura 25°C £1°C
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Tabela 4 - Parametros utilizados para execu¢do do método 3 para quantificagdo
de MLX e MLC.

Parametro Dados
Coluna Phenomenex” Gemini C18
(51 110A, 250 mm x 4,6 mm d.i.)
- ACN
Fase mével - Metanol (MeOH)
- Solugdo A: tamp@o acetato de amonio 25 mM, pH
2,5
Tempo (min.) Proporgédo (v/v) / A
- 0 2:98 (MeOH: Sol. A) / 240 nm
Modo de eluigdo:
Gradiente 6 90:10 (ACN: Sol. A) /240 nm
14 2:98 (MeOH: Sol. A) / 360 nm
18 2:98 (MeOH: Sol. A) / 240 nm
Vazao 1,0 mL/min.
Volume de injecéo 20 pl
Temperatura 25°C + 1°C

1.2.2 Validagao

Os métodos desenvolvidos foram validados de acordo com
FDA (2015), BRASIL (2003) e ICH (2005), seguindo os pardmetros:
especificidade, linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo
(LQ), precisdo, exatiddo e robustez.

1.2.2.1 Especificidade

A especificidade dos métodos foi avaliada através da
interferéncia/coeluicdo do MLX e dos coformers utilizados e também
foi avaliada por meio da andlise de solu¢des contendo as mesmas
concentragdes dos agentes solubilizantes nos estudos de solubilidade,
com o objetivo de verificar se estes componentes interfeririam na
quantificagdo das substancias.

1.2.2.2 Linearidades, limites de detec¢do (LD) e de quantificagdo (LQ)

A linearidade de cada método foi obtida pela analise de 5
concentragdes crescentes, em triplicata, em trés dias diferentes. Os
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resultados foram avaliados pela analise da regressao linear e pela analise
da variancia (ANOVA) (GraphPad Prism 6.0).

Os LD e LQ foram calculados a partir das equagdes das retas
obtidas, e que correspondem a, respectivamente, 3,36/S e 100/S, onde ¢
¢ o desvio padrdo do intercepto das curvas com o eixo Y ¢ S € a
inclinagdo da curva de calibragdo.

1.2.2.3 Precisdao

A precisdo dos métodos foi determinada pela medida da
repetibilidade (precisdo intradia) em triplicata, no mesmo dia e sob as
mesmas condigdes experimentais. Também foi determinada através da
precisdo intermedidria (precisdo interdia), analisada em trés dias
diferentes e por trés analistas diferentes. Todos os resultados foram
expressos como desvio padrio relativo (DPR).

1.2.2.4 Exatiddo

A exatiddo dos métodos foi verificada pelo teste de recuperagio
de quantidades conhecidas de MLX, SLC e MLC adicionadas as
solu¢des, em trés niveis de 80 a 120 %, realizadas em triplicata.

1.2.2.5 Robustez

Foi analisada a partir de pequenas e deliberadas modificacdes
nas condigdes do método, como o comprimento de onda de deteccio,
pH da fase movel, fluxo, temperatura do forno e a proporgdo de solvente
organico na fase movel.

2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 DESENVOLVIMENTO DAS METODOLOGIAS

Em virtude da grande diferenga de solubilidade entre 0 MLX e
os coformers foi evidenciado que a quantificacdo simultdnea ndo seria
possivel nos casos em que a solubilidade do MLX encontrava-se baixa
(solugoes de pH 1 a 5, sem agente solubilizante na solu¢?o).

Em fun¢do disso foi necessario desenvolver um método para
quantificacdo isolada do MLX (método 1) e outros dois métodos (2 e 3)
com elui¢do em gradiente para a quantificagdo dos coformers. Estes
métodos garantem a eluigdo dos coformers no método de quantificagdo
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do MLX e a eluigdo do MLX nos métodos para quantificagdo dos
coformers (remogdo/eluicio de ambas as substiancias durante o
procedimento de analise/corrida).

Nos experimentos em que foram utilizados agentes
solubilizantes, a Syrx aproximou-se da solubilidade dos coformers,
permitindo a quantificagdo simultanea de MLX e SLC pelo método 2.
Em relacdo ao método 3, este foi exclusivamente utilizado para a
quantificacdo de MLC.

2.2 ESPECIFICIDADE

A analise da especificidade permitiu verificar que ndo houve
coelui¢do de MLX com os coformers nos métodos de quantificacio.
Também ndo foi observada interferéncia dos agentes solubilizantes na
eluicdo das substancias em analise.

Na utilizagdo do método 1 para quantificagio de MLX na
presenca dos coformers, foi observado que tanto SLC como MLC nio
interferem na quantificagdo do MLX (Figura 1).

As figuras 2 e 3 demonstram que ndo houve coeluigdo de MLX
com os coformers pelos métodos 2 e 3, porém a quantificagdo de MLX
pelo método 3 ndo demonstrou ser robusta, apresentando variagdo da
area do pico quando o MLX encontrava-se em baixas concentragdes
analiticas. Desta forma foi determinado utilizar o método 3 somente
para quantificacdo de MLC.

Figura 1 — Cromatograma obtido utilizando o método 1 para quantificagdo de
MLX.
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Figura 2 — Cromatograma obtido utilizando o método 2 para quantificag@o de
MLX e SLC.
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Figura 3 — Cromatograma obtido utilizando o método 3 para quantificag@o de
MLC.
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2.3 LINEARIDADES, LQ e LD

O MLX apresenta solubilidade extremamente dependente do
pH e baixa em pHs acidos (1 a 5), ndo permitindo, em alguns casos, a
diluicdo prévia da amostra, devido a concentrag@o analitica muito baixa.
Em funcdo disso houve a necessidade de realizar a avaliagdo da
linearidade em diferentes condigdes para os casos em que o MLX
deveria ser analisado sem a diluicdo da amostra. Assim para a
quantificagdo de MLX pelo método 1 foram elaboradas 3 curvas de
calibracdo com diferentes faixas de linearidade e diluentes.

Os resultados das curvas de calibragao e os LQ ¢ LD calculados
encontram-se descritos nas Tabelas 5, 6 e 7. A analise estatistica de
varidncia (ANOVA) permitiu observar que a regressdo linear foi
significativa e o desvio de linearidade nao foi significativo (p<0,05) para
as linearidades apresentadas, com coeficientes de correlagdo superiores
a 0,99 (BRASIL, 2003).

Tabela 5 — Resultados das curvas analiticas obtidas para o método 1 de
quantificagdo do MLX.

Parametro Curva . Curva . Curvaa

HCI0,IM pH 1,0 Tampao acetato pH 3,5 MeOH
Faixa (ug/mL'l) 0,075 -5,0 0,075 -5,0 2,0-75,0

LD (pg/mL‘l) 0,005 0,0075 0,15
LQ (pg/mL‘l) 0,0160 0,025 0,40
Intercepto (a) 24472 141,0 24064
Inclinacao (b) 33810 18972 55596

C‘Z‘;i";fa‘;t;ode 0,9995 0,9993 0,9998

? Refere-se ao diluente utilizado na curva de calibracio.

Tabela 6 - Resultados das curvas analiticas obtidas para o método 2 de
quantificagdo do MLX e SLC.

Parametro MLX SLC
Faixa (ug/mL™") 10,0 — 100,0 10,0 -100,0
LD (ug/mL™) 1,00 1,30
LQ (ng/mL™) 3,35 434
Intercepto (a) 32940 26436
Inclinagao (b) 46697 52033
Coeficiente de correlagdo 0,9999 0,9999

Curvas preparadas utilizando tampao acetato de aménio 25 mM pH 6,8:MeOH
(50:50 v/v) como diluente.
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Tabela 7 — Resultados da curvas analiticas obtidas para o método 3 de
quantificagdo do MLC.

Parametro MLC
Faixa (ug/mL™") 10,0 — 100,0
LD (ug/mL™) 2,47
LQ (ng/mL™) 8,14
Intercepto (a) 6969,3
Inclinagao (b) 14418
Coeficiente de correlagdo 0,9998

Curva preparada utilizando tampao acetato de amonio 25 mM (pH 2,5) como
diluente.

2.4 PRECISAO

A precisdo dos métodos foi demonstrada através da
repetibilidade (intra-dia, n=6) e precisdo intermediaria (inter-dia, n=3).
Os valores de DPR obtidos para a repetibilidade e para a precisdo
itermedidria foram: < 1,0 para MLX, SLC ¢ MLC, estando em acordo
com o critério de aceitacdo de 5,0% (BRASIL, 2003).

2.5 EXATIDAO

A exatiddo dos métodos foi calculada pela porcentagem de
recuperacio, cujos valores compreenderam a faixa de (99,81 — 101,31)
% de MLX, (99,98 — 101,02) % de SLC e (100,02 — 101,13) % de MLC,
com DPR menor que 2,0 %.

2.6 ROBUSTEZ

Os resultados e a faixa experimental das varidveis avaliadas
para cada método estdo descritos nas Tabelas 8, 9 e 10.

Os ensaios de robustez demonstraram que a resposta dos
métodos ndo foi influenciada por pequenas e deliberadas modificacdes
avaliadas. Nao foram verificadas diferencas significativas nos teores de
MLX, SLC e MLC nas condigdes testadas, com DPR inferior a 1,5%.
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Tabela 8 — Condigdes cromatograficas e faixa investigada durante o teste de
robustez do método 1.

Variavel Faixa investigada Teor (%)* DPR (%)b
6,7 99,62 1,03
pH fase movel 6,8 99,35 1,09
6,9 100,04 0,90
Temperatura 20 99,61 0.96
da coluna (°C) 25 99,56 0,81
30 99,91 0,37
Comprimento de 358 99,79 0.78
360 99,60 1,33

onda (nm)

362 99,10 1,15

*M¢édia das trés replicatas
b . ~ . .,
Desvio padrio relativo de cada variavel

Tabela 9 — Condigdes cromatograficas e faixa investigada durante o teste de
robustez do método 2.

Variavel . Fai?ca Teor . DP}E Teor . DPIE

investigada  SLC (%) (%) MLX(%) (%)

6,7 99,62 1,03 99,67 1,41

pH fase movel 6,8 99,35 1,09 100,01 1,34

6,9 100,04 0,90 99,78 0,70

I 20 100,73 0,39 100,02 0,89

daecrgﬁfﬁ:t;% 25 99,56 0,81 100,21 0,61

30 101,41 1,03 99,08 1,33

El 0,9 99,87 0,78 99,56 1,45

uxo 1,0 99,89 0,98 100,42 0,96
(mL/min)

1,1 100,3 1,01 100,04 1,32

*M¢édia das trés replicatas
b . ~ . .,
Desvio padrio relativo de cada variavel
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Tabela 10 — Condigdes cromatograficas e faixa investigada durante o teste de
robustez do método 3.

Variavel Faixa investigada Teor (%)* DPR (%)"
2 100,32 0,91
% MeOH 4 99,76 0,51
6 99,57 0,40
Temperatura 20 99,76 0,70
da coluna (°C) 25 100,79 1,34
30 99,78 0,66
Comprimento de 238 99,95 0,88
onda (nm) 240 100,72 1,58
242 100,01 0,84

*M¢édia das trés replicatas
b . ~ . .,
Desvio padrio relativo de cada variavel

3 CONCLUSAO

Os métodos desenvolvidos e validados mostraram-se adequados
para a quantificagdo de MLX e SLC e MLC nos estudos realizados nesta
dissertagao.
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