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RESUMO

A nevirapina (NVP) é um farmaco antirretroviral pertencente a classe
dos inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa, usado para o
tratamento da infeccdo pelo virus HIV. Pertence a classe 1l do Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), ou seja, é pouco hidrossolivel
com alta permeabilidade. A sua solubilidade intrinseca em &gua é baixa,
0 que da origem a dificuldades na formulacdo e leva a taxas de
dissolugcdo  varidveis, com uma resultante diminuicdo na
biodisponibilidade. Portanto, estratégias para melhorar as propriedades
de dissolucdo sdo relevantes. Algumas delas podem apresentar
modifica¢cBes na quimica do composto (por ex: cocristal), na estrutura
cristalina (por ex: polimorfo) e/ou na morfologia (por ex: cristal oco).
Este trabalho tem como objetivo desenvolver metodologias de
cristalizacdo para a preparagdo de cristais modificados de NVP
(cocristais e cristais ocos), visando aplicacbes para a industria
farmacéutica. Os cristais modificados morfologicamente, denominados
cristais ocos foram obtidos a partir da cristalizacdo antissolvente e a
nova morfologia do cristal proporcionou um aumento no perfil de
dissolucdo do farmaco. A partir da classificacdo dos cristais 0cos no
SCB, verificou-se correspondéncia a classe Il, com um aumento da
eficiéncia de dissolugdo em pH 1,2 de 9% quando comparado a matéria-
prima. A mecanossintese foi utilizada como metodologia para preparar
cocristais de NVP em forma pura com possibilidade de aplicagdo para a
indGstria farmacéutica. Foram estudados os coformadores: 4&cido
salicilico (AS), cafeina (CAF), sacarina (SAC), ureia (URE) e teofilina
(TEO). No processo de mecanossintese UsOu-se, como varidveis:
diferentes equipamentos de moagem, assistido por solventes ou a seco;
modifica¢cBes na propor¢do molar e no tempo de moagem. Foram
obtidos cocristais ja reportados com os coformadores SAC e AS e
também houve a formacgéo de um possivel novo polimorfo do cocristal
com o coformador AS ou nova forma cristalina.

Palavras-chave: Nevirapina. Cristais ocos. Cocristais. Mecanossintese.






ABSTRACT

Title: Strategies for the crystallization and characterization of
Nevirapine cocrystals and modified crystals.

Nevirapine (NVP) is an antiretroviral drug classified as a non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor, and it is used in treatment of
HIV infection. It belongs to Class Il of the Biopharmaceutics
Classification System (BCS), meaning it has high permeability but low
solubility. Its low water solubility leads to formulation difficulties and
variable dissolution rates, resulting in lower bioavailability. As such,
strategies are needed to improve its dissolution properties. Some employ
changes to the compound’s chemical structure (e.g., cocrystals), to the
crystalline structure (e.g., polymorphs), or its morphology (e.g., hollow
crystals). This work aims at crystallization methods for creating
modified NVP crystals (cocrystals and hollow crystals), with potential
uses in the pharmaceutical industry. Morphologically modified crystals,
denominated hollow crystals, were obtained through antisolvent
crystallization, and the new morphology afforded an increase in the
drug’s dissolution profile. They conformed with Class II of the
classification of hollow crystals on BCS, and the dissolution efficiency
increased by 9% at pH 1.2 compared with the unprocessed compound.
Mechanosynthesis was used as method for producing NVP cocrystals
with potential industry applications. Studies were carried with the
following coformers: salicylic acid (AS), saccharin (SAC), urea (URE),
and theophylline (TEO). During mechanosynthesis the subsequent
variables were analysed: different grinding machines; solvent-assisted or
dry; modifications in molar proportions and grinding times. We
obtained the previously reported cocrystals with coformers SAC and
AS, and achieved a potential new cocrystal polymorph with coformer
AS, or a new crystalline form.

Keywords: Nevirapine. Hollow crystals. Cocrystals. Mechanosynthesis.
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27
1 INTRODUCAO

A nevirapina (NVP) é um antirretroviral da classe dos inibidores
ndo nucleosideos da transcriptase reversa, usada para o tratamento da
infeccdo pelo HIV. Foi patenteada, em 1994, pelo grupo de Hargrave e
colaboradores, do laboratério Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals
(HARGRAVE et al., 1994). Foi aprovada pelo FDA (Food and Drug
Administration) em 1996, com o nome comercial de Viramune® (DE
CLERCQ, 2009). No Brasil, a NVP tem sido amplamente utilizada
como parte do esquema triplice antirretroviral, durante a gestacdo, ou
em dose Unica para mée e recém-nascido, no momento do parto (para
gestantes que ndo realizaram o tratamento com antirretrovirais), como
forma de prevenir a transmissdo vertical (HORVATH et al., 2010;
KONDO et al., 2008).

Este antirretroviral apresenta como principais efeitos adversos as
reacOes cutaneas e a hepatoxicidade. As irritagBes cutaneas aparecem
dentro das primeiras seis semanas em mais de 35% de individuos em
tratamento com a NVP. Ja a hepatoxicidade pode ser verificada um
pouco mais tarde, em até 12 semanas, com tendéncia a agravar-se com o
tempo (CHEN et al., 2008; MARTINEZ et al., 2001; SULKOWSKI et
al., 2002).

A NVP pertence & classe Il do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica (SCB), ou seja, € pouco hidrossollvel e altamente
permedvel (LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004). A sua baixa
solubilidade da origem a dificuldades na formulacéo e leva a taxas de
dissolucdo  varidveis, com uma resultante diminuicdo na
biodisponibilidade (LOKAMATHA; KUMAR; RAOQ, 2011).

Farmacos de baixa solubilidade aquosa comumente apresentam
baixa biodisponibilidade quando administrados por via oral, porque a
absorcdo é uma etapa limitante do processo (SUGIMOTO et al., 1998)
e, para que possam ser adequadamente absorvidos, os farmacos
precisam primeiramente estar dissolvidos no sitio de absorcdo (LIU;
WANG; HU, 2009; ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007).

Diversas estratégias podem ser utilizadas para melhorar a
solubilidade e/ou taxa de dissolugdo de farmacos como a NVP. Dentre
elas, destacam-se os cristais modificados como: polimorfos (mono ou
multicomponentes — solvatos e cocristais), cristais 0cos e nanocristais.
Estas modificacbes e/ou inovagdes proporcionam uma maior
diversidade de formas sélidas possiveis de serem produzidas pela
indGstria farmacéutica, além de possibilitar o desenho da estrutura
cristalina de interesse através de uma morfologia com propriedades
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especificas. A obtencdo destes cristais constitui um grande desafio para
a industria farmacéutica. Os métodos alternativos de produgdo, como a
mecanossintese, livre de solventes ou utilizando uma minima quantidade
dos mesmos, seguindo uma linha mais sustentavel, sdo de grande
relevancia  (RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004; SHAN;
ZAWOROTKO, 2008; AAKEROY; FASULO; DESPER, 2007;
PUIGJANER et al., 2009).

Estratégias de cristalizacdo destinadas a modificar o habito de
cristais pode ser uma abordagem promissora para melhorar as
propriedades de superficie e, principalmente, a dissolu¢do de farmacos
pouco soltveis (PAULINO et al., 2013a). Ainda sdo poucos os estudos
com cristais ocos na area farmacéutica, mas ja existem relatos de
farmacos com a morfologia oca (EDDLESTON-ULRICH et al. 2013;
MALLET et al. 2004; PAULINO et al., 2013b) e com aumento
significativo na taxa de dissolugdo, como o caso dos cristais ocos do
deflazacorte (PAULINO et al., 2013a).

Embora os cristais modificados oferecam perspectivas no
desenvolvimento de medicamentos, devido as alteragBes nas
propriedades fisico-quimicas dos farmacos como a taxa de dissolucéo,
solubilidade e estabilidade, esta ainda é uma area carente de pesquisa
(ZAWOROTKO, 2009). Assim, estudos que permitam popularizar
métodos como a mecanossintese, bem como determinar as relages entre
a estrutura cristalina e as caracteristicas biofarmacéuticas dos farmacos
sdo estratégias promissoras na area farmacéutica.

Finalmente, a NVP é um farmaco envolvido em uma questao de
salde publica no Brasil e no mundo. Desta forma, o desenvolvimento de
técnicas para a obtengdo de cristais modificados de NVP com melhoria
das propriedades de dissolucdo e de producdo sdo extremamente
atraentes. A melhoria da dissolucdo poderia resultar em aumento da
biodisponibilidade, com uma possivel vantagem na diminuicdo da
dosagem e, como consequéncia, dos efeitos colaterais.


http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Eddleston%2C+M+D
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 HIV/IAIDS

A infeccdo pelo virus HIV e a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, referida como HIV/AIDS, constituem-se em doenga
infecciosa de grande desafio para a satde publica mundial (OJEWOLE
et al., 2008; WIGG, 2008). A infeccdo progressiva do sistema
imunitario por parte do virus cria uma grande vulnerabilidade a qualquer
tipo de infeccdo oportunista e a certos tumores e cancros. Sem
tratamento, a infeccdo pelo virus HIV é fatal em 5 a 10 anos
(STODDART; REYES, 2006). Existem atualmente duas espécies
conhecidas de HIV, HIV-1 e HIV-2. A infeccdo pelo HIV-1 é
globalmente comum, enquanto a infeccdo pelo HIV-2 é mais prevalente
na Africa Ocidental (OJEWOLE et al., 2008).

Segundo os dados da UNAIDS (Programa Conjunto das Nagdes
Unidas) existiam no mundo, até o final de 2011, 34 milhdes de pessoas
portadoras de HIV, e deste total, 3,3 milhdes eram criancas ou
adolescentes com idade inferior a 15 anos. Neste mesmo ano, 2,5
milhGes de pessoas adquiriram a doenca e ocorreram 1,7 milhdes de
oObitos. Ainda de acordo com a UNAIDS, um total de 2,5 milhdes de
oObitos tem sido evitado em paises de baixa e média renda desde 1995
devido a introducdo de terapia antirretroviral e devido ao progresso no
acesso ao tratamento (UNAIDS, 2012).

Os primeiros casos de AIDS no Brasil foram identificados no
inicio da década de 1980, tendo sido registrados principalmente entre
homossexuais adultos, usuarios de drogas injetaveis e hemofilicos.
Segundo o Departamento de Doengas Sexualmente Transmissiveis,
AIDS e Hepatites Virais, até 2014, existiam no Brasil aproximadamente
734 mil pessoas vivendo com HIV/AIDS, correspondendo a uma
prevaléncia de 0,4 %. De 1980 a junho de 2014, foram registrados
491.747 (65,0%) casos de AIDS em homens e 265.251 (35,0%) em
mulheres. Em 2013, foram notificados 7.219 casos de HIV em gestantes
e ocorreram 12.431 ébitos, com coeficiente bruto de mortalidade de
6,4/100.000 habitantes (BRASIL, 2014).

Os medicamentos antirretrovirais, 0s quais surgiram na década de
1980, ndo matam o virus, mas impedem sua multiplicacdo no
organismo.. Desde 1996 o Brasil distribui gratuitamente o coquetel
antirretroviral para todos que necessitam do tratamento. Sdo 313 mil
pessoas que recebem, periodicamente, os medicamentos para tratar a
doenca (BRASIL, 2012).
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Atualmente, existem 21 farmacos antirretrovirais, divididos em
cinco classes: inibidores nucleosideos da transcriptase reversa
(Abacavir, Didanosina, Estavudina, Lamivudina, Tenofovir, Zidovudina
e a combinacdo Lamivudina/Zidovudina); inibidores ndo nucleosideos
da transcriptase reversa (Efavirenz, Nevirapina e Etravirina); inibidores
de protease (Atazanavir, Darunavir, Fosamprenavir, Indinavir,
Lopinavir, Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir e Tipranavir); inibidores de
fusdo (Enfuvirtida) e inibidores da integrase (Raltegravir) (BRASIL,
2012).

Embora a terapia  antirretroviral tenha  contribuido
significativamente para a sobrevida do paciente, a sua utilizacdo esta
associada com graves efeitos secundarios. Muitos farmacos desta classe
sofrem extenso metabolismo de primeira passagem e degradacdo
gastrointestinal, levando a uma baixa biodisponibilidade. A meia-vida
de vaérios destes farmacos é curta e requer a administragdo em doses
frequentes, o que conduz a uma diminui¢do da adesdo do paciente. Além
disso, apresentam baixa solubilidade em &gua, o que pode levar a
dificuldades de formulacdo. Portanto, a busca de estratégias que
permitam superar estas limitaces é de fundamental importancia
(OJEWOLE et al., 2008).

2.2 Nevirapina (NVP)

A NVP foi o primeiro farmaco antirretroviral da classe dos
inibidores néo nucleosideos da transcriptase reversa a ser aprovado pelo
FDA, em 1996,com o nome comercial de Viramune®, (DE CLERCQ,
2009). No Brasil, 0 Viramune® é o medicamento de referéncia, e esta
disponivel comercialmente na forma de comprimido simples de 200mg;
comprimidos de liberacdo prolongada de 50 mg, 100 mg e 400 mg ou ha
forma de suspensdo de 10mg/mL. Outros laboratérios possuem registro
ativo na ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para a
fabricacdo da NVP, como a Fundagdo Oswaldo Cruz, responsavel pela
producdo da Farmanguinhos-Nevirapina, e a Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED), que produz o Nevirax. Ambos produzem somente
comprimido simples de 200 mg (BRASIL, 2015).

2.2.1 Propriedades farmacoldgicas

A NVP esté indicada, preferencialmente, para a terapéutica em
combinagdo com pelo menos dois agentes antirretrovirais, especialmente
com inibidores nucleosideos da transcriptase reversa. A monoterapia €
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justificada apenas para gestantes e recém-nascidos quando da ocorréncia
de ndo tratamento com antirretrovirais durante a gestacdo. Aos recém-
nascidos administra-se apenas uma dose oral durante as primeiras 24
horas de vida de modo a prevenir a transmissao vertical (HORVATH et
al., 2010).

No Brasil, a NVP tem sido utilizada amplamente como parte do
esquema triplice antirretroviral durante a gestagdo. Atinge concentracdo
plasmatica trés horas apds uma dose Unica de 200 mg e apresenta
depuracdo plasmatica relativamente baixa, permitindo sua administracdo
duas vezes ao dia. (KONDO et al., 2008).

O efeito secundario mais comum associado a NVP ¢é a irritacdo
cutanea que ocorre de uma maneira geral, nas primeiras seis semanas de
tratamento, em mais de 35% dos individuos. Em alguns casos esse efeito
adverso apresenta-se severo e/ou fatal, com o desenvolvimento da
Sindrome de Stevens-Johnson, da necrose epidermal tdéxica e da
hipersenbilidade. As irritagdes cutaneas tém sido descritas desde o inicio
do uso da NVP e de modo a diminuir o risco, o fabricante (Boehringer
Ingelheim) aconselha a administragcdo em forma progressiva (CHEN et
al., 2008; VIRAMUNE, 2015).

A NVP também esta associada a hepatotoxicidade, e embora sua
ocorréncia ndo seja verificada no inicio da terapia, tende a agravar-se
com o tempo de tratamento. Portanto, é indispensavel o controle
rigoroso das enzimas indicadoras da funcdo hepatica, € no caso do
desenvolvimento de hepatite, a suspensdo do tratamento com NVP. A
NVP nédo deve ser administrada a pacientes HIV positivos portadores de
hepatite (MARTINEZ et al., 2001; SULKOWSKI et al., 2002).

2.2.2 Propriedades farmacocinéticas

A NVP apresenta uma biodisponibilidade absoluta de
aproximadamente 90%. E absorvida em todo o trato gastrointestinal
com diminuicdo da taxa de absorcdo a partir do jejuno para o célon
descendente. A biodisponibilidade relativa do farmaco segue a ordem:
jejuno> ileo> colon ascendente> co6lon descendente (MACHA et al.,
2009). A administracéo intravenosa de NVP, marcada radioativamente,
em adultos saudaveis, revelou uma ampla distribuicdo em todos os
tecidos, no liquido cefalorraquidiano e amnidtico, assim como no leite
materno.(RISKA et al., 1999).

A NVP é altamente lipofilica e ndo ionizavel em pH fisioldgico.
Com uma percentagem de ligacdo a proteinas de transporte do plasma
(por exemplo a albumina) de 50-60%, apresenta um tempo de meia-vida
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entre 25-30h, sem sofrer alteragdes significativas com a ingestdo de
alimentos (WARNKE; BARRETO; TEMESGEN, 2007).

Estudos in vivo, em humanos, e in vitro, com microssomos de
figado humano, demonstraram que a NVP ¢ extensamente
biotransformada em varios metabdlitos hidroxilados por meio de
metabolismo oxidativo via citocromo P450. O metabolismo via
citocromo P450, a conjugacdo com glucuronida e a excrecdo urinaria de
metabolitos  glucuronidados representam a via primaria de
biotransformacdo e eliminacdo da NVP em humanos (VIRAMUNE,
2015).

2.2.3 Propriedades fisico-quimicas

A NVP (11-Ciclopropil-5,11-dihidro-4-metil-6H-dipirido[3,2-
b:2',3'-e][1,4]diazepin-6-ona) — Figura 1 - apresenta-se como po branco,
ligeiramente sollivel em diclorometano e metanol, e praticamente
insolivel em &4gua (BRITISH PHARMACOPEIA, 2009; UNITED
STATES PHARMACOPEIA - USP, 2013). Pertence a classe Il do
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), ou seja, € pouco
hidrossolivel e altamente permedvel (LINDENBERG; KOPP;
DRESSMAN, 2004). E uma base organica fraca cujo 4cido conjugado
tem pKa = 2,8 e, portanto, possui maior solubilidade em solu¢des com
pH <3 (PEREIRA et al., 2007). A baixa solubilidade intrinseca em agua
(0,06 mg/ mL) gera dificuldades na formulacdo e taxas de dissolucdo
variaveis, com consequente diminuicdo na biodisponibilidade
(LOKAMATHA; KUMAR; RAO, 2011).

Figura 1. Estrutura quimica da NVP.
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A NVP apresenta diferentes estruturas cristalinas. No banco de
dados da Cambridge (Cambridge Structural Database- CSD) estdo
depositadas a estrutura da NVP anidra (MUI et al., 1992; CAIRA et al.,
2008); do farmaco hemi-hidrato (CAIRA et al., 2008; PEREIRA et al.,
2007) e de dez solvatos: 1-hexanol, 1-heptenol, 1-octanol, 1-butanol,
etanol (STIEGER et al., 2010a), n-butanol (DA SILVA et al., 2008),
acetato de etila (CAIRA et al., 2008; PEREIRA et al., 2007),
diclorometano, tolueno e 1,4 dioxano (CAIRA et al., 2008). Ha ainda o
depdsito de cinco cocristais da NVP, com os seguintes coformadores:
acido glutérico, &cido maleico, sacarina, &cido salicilico e acido tartarico
(CAIRA et al., 2012). Os dados cristalograficos da NVP anidra
(PABHIJ), do hemi-hidrato (TISJAH), do cocristal com a SAC
(LAQOQO) e do cocristal com o AS (LAQUU) reportados no CSD estdo
descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Dados cristalograficos da NVP-ANI (PABHWJ), da NVP-HEM
(TISJAH), do cocristal com SAC e do cocristal com AS reportados no
Cambridge Structural Database.

PABHIJ
Referencia: MUI et al. (1992)
Formula: CisHis N, O
Sinénimo: Nevirapina
Grupo espacial: P21/c Cell a7.009(2) b18.932(6) ¢9.647(3)
Grupo espacial N°: 14 (A0 a 90.00 B97.21 Y 90.00
Temp. (K): 295
Densidade (g/cm®): 1,393
TISJAH
Referencia: PEREIRA et al. (2007)
Formula: Ci5 His Ny O, 0,5(H,0)
Sindnimo: Nevirapina hemi-hidrato
Grupo espacial: P21/n  Cell a8.854(0) b32.115(5) ¢ 10.064(1)
Grupo espacial N°: 14 (A9 @ 90.00 B 104.04(0) Y 90.00
Temp. (K): 298
Densidade (g/cm®): 1,317
LATQOO
Referencia: CAIRA et al. (2012)
Formula: ClS H14 N4 0, 0,5(C7 H5 N 03 S)
Sinénimo: Nevirapina hemi-sacarina
Grupo espacial: P-1 Cell a9.565(0) b 13.807(0) ¢ 13.873(0)
Grupo espacial N°: 2 (A9 «64.09(0) P 79.29(0) Y 82.69(0)
Temp. (K): 173
Densidade (g/cm®): 1,470
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LATQUU
Referencia: CAIRA et al. (2012)
Férmula: Ci5 His Ny O, 0,5(C7 Hg O5)
Sindnimo: Nevirapina hemi-acido salicilico
Grupo espacial: P-1 Cell a11.155(1) b12.619(1) c13.464(1)
Grupo espacial N°; 2 (A% «113.37(0) P 99.13(0) Y 107.32(0)

Temp. (K): 100
Densidade (g/cm®): 1,414

2.3 Formas cristalinas de IFAs

Os farmacos e as suas matérias-primas também chamados de
insumos farmacéuticos ativos (IFAs), como gqualquer composto quimico,
podem apresentar-se como gases, liquidos ou s6lidos. Os compostos
solidos podem ser sélidos amorfos (quando ndo se observa a formagdo
de cristais, devido ao sélido possuir uma desordem em nivel molecular)
e solidos cristalinos (quando as suas moléculas formam arranjos
ordenados) (CUFFINI; PITALUGA JR; TOMBARI 2009).

Os solidos amorfos e cristalinos também podem ser classificados
como sélidos monocomponentes (quando contém apenas uma
substancia) ou solidos multicomponentes (quando contém mais de uma
substancia). Os monocomponentes sdo sélidos que contém apenas um
farmaco na estrutura cristalina ou, também, aqueles que passaram por
um processo de dessolvatacdo e perderam as moléculas de solvente, mas
gue conservaram parte do reticulo cristalino do solvato precursor. Os
multicomponentes podem ser solvatos, sais e cocristais. Os solvatos
possuem moléculas de solvente e do farmaco incorporadas na estrutura
cristalina, quando a molécula de solvente é a agua sdo chamados,
comunmente, de hidrato. Os sais sdo sélidos que contém o farmaco
protonado (ou ndo) e o seu correspondente contra-ion incorporados na
estrutura cristalina. J& os cocristais sdo solidos que possuem moléculas
de diferentes farmacos e outro farmaco ou outras substancias que em seu
estado puro sdo sélidas a temperatura ambiente incorporadas na sua
estrutura cristalina. Todos 0s compostos quimicos monocomponentes e
multicomponentes podem ter polimorfos. Polimorfismo é a capacidade
de uma substancia existir em mais de uma estrutura cristalina. Assim, o
polimorfismo s6 ocorre no estado sélido e possui uma conotacdo
cristalografica (CUFFINI; PITALUGA JR; TOMBARI, 2009).




35

Figura 2 Representacdo da classificagdo dos sélidos.
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Fonte: CUFFINI; PITALUGA JR; TOMBARI, 2009.

As mudangas estruturais e/ou morfoldgicas sédo alguns dos fatores
intrinsecos dos farmacos que tém maior influéncia na taxa de dissolugdo
dos mesmos. A solubilidade e a taxa de dissolucdo sdo aspectos
relevantes para a absorcao e biodisponibilidade dos farmacos de classe
Il e IV (CHADHA et al., 2010; PEREIRA et al., 2007).

2.3.1 Formas cristalinas da NVP

Trés polimorfos de NVP pura, além de polimorfos de solvatos,
tém sido reportados para a NVP, com diferentes métodos de
recristalizacdo. As formas | e Il foram preparadas por recristalizacéo a
partir de diferentes solventes, a foram Il foi obtida por refluxo com
antissolvente.

A investigacdo de formas termodinamicamente mais estaveis a
temperatura ambiente levou ao aparecimento de diferentes solvatos de
NVP, com diferentes estequiometrias, dependendo dos solventes
selecionados. O primeiro relato sobre a preparacdo de diferentes
solvatos foi apresentado por Pereira e colaboradores, em 2007. Os
pesquisadores relataram a estrutura das duas formas cristalinas
solvatadas de NVP, o hemi-hidrato (NEV3) e o hemi-acetato de etila
(NEV4). A caracterizagdo fisica foi avaliada com calorimetria
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exploratdria diferencial (DSC), termogravimetria (TG), espectroscopia
no infravermelho (IV) e difracdo de raios X (DRX). A forma hemi-
hidratada ¢ estavel e ordenada, enquanto o hemi-acetato de etila é uma
forma metaestavel e desordenada em condi¢des ambiente. Este estudo é
uma contribuicdo importante para a compreensao do comportamento dos
dois solvatos de NVP, uma vez que revelou uma maior taxa de liberacéo
para a forma de NVP livre de solvente no teste de dissolugdo (PEREIRA
et al., 2007).

CAIRA e colaboradores (2008), também, relatam diferentes
solvatos de NVP com o0s seguintes solventes: acetato de etila,
diclorometano, tolueno, dgua e 1,4-dioxano. A caracterizacdo inicial de
todas as formas foi realizada utilizando DSC e TG. Apesar da grande
variedade de modos de inclusdo de solventes nos cristais de solvatos
representativos da NVP reportados no trabalho, assim como a formacéo
de dimeros, a dessolvatacdo levou a um polimorfo comum da NVP
(CAIRA etal., 2008).

SARKAR et al. (2008) caracterizaram a NVP de amostras
comerciais e amostras cristalizadas a partir de diferentes solventes sob
varias condi¢cBes. O comportamento no estado sélido das amostras de
NVP foi estudado utilizando uma variedade de técnicas
complementares, tais como DSC, TG, IV e DRX. A dissolucdo
intrinseca da NVP foi semelhante para ambos os lotes comerciais. As
amostras recristalizadas a partir de diferentes sistemas de solventes, com
diferentes polaridades, ndo produziram nova forma polimoérfica, mas
solvatos fracos com diferentes hébitos cristalinos foram obtidos. As
amostras recristalizadas apresentaram valor de taxa de dissolucéo
intrinseca inferior ao valor apresentado pela amostra comercial. Ap6s a
compressdo, as amostras recristalizadas mostraram difratogramas de
raios X semelhantes aos da amostra comercial (SARKAR et al., 2008).

Em 2010 CHADHA et al. exploraram a utilidade dos métodos
termoanaliticos na caracterizacdo de estado solido de vérias formas
cristalinas da NVP. As diferentes formas obtidas por recristalizacdo da
NVP a partir de varios solventes foram identificadas utilizando DSC e
TG. O aparecimento do pico de dessolvatacdo, acompanhada por perda
de peso em TG, indicou a formagdo dos solvatos: hemi-etanolato
(Forma 1), hemi-acetonitrilato (Forma II), hemi-cloroformato (Forma
I11), hemi-THF (Forma 1V), mistura de hemi-etanolato e hemi-hidrato
(Forma V) e hemi-toluenato (Forma IV). Os valores de taxa de
solubilidade, dissolucdo e entalpia de solugdo apresentaram
concordancia para todas as formas. A Forma (I), sendo a mais
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exotérmica, é também a mais solGvel de todas as formas anteriormente
citadas (CHADHA et al., 2010).

Recentemente foi relatado por Jin e colaboradores (2015), a
estrutura de trés sais de NVP, usando os &cidos organicos: acido
tricloroacético,  4cido  3,5-dinitrosalicilico e  &cido  1,5-
naftalenodissulfonico. Os autores relatam a preparagdo, a estrutura
cristalina por DRX, a andlise por espectroscopia IV e a anélise
elementar dos trés compostos. As moléculas de NVP estdo ligadas,
essencialmente, por pontes de hidrogénio N-H -O, formando dimeros
centro simétricos. O estudo investigou as interagcBes por pontes de
hidrogénio dos sais obtidos. Em todas as estruturas a NVP esta
protonada, classificando-se como sais organicos. Estes sais ndo sdo
higroscépicos, e ndo acompanham moléculas de solvente (JIN et al.,
2015).

2.3.2 Cocristais

Cocristal corresponde a um cristal multicomponente, o qual
possui uma forma cristalina sélida contendo mais de um composto
quimico em sua estrutura.. Estes compostos quimicos coexistem no
cristal seguindo uma razdo estequiométrica bem definida entre uma
molécula alvo e uma molécula neutra formadora do cocristal,
denominada coformador (SHAN; ZAWOROTKO, 2008; PUIGJANER
et al., 2009).

A melhoria das propriedades fisico-quimicas através dos
cocristais farmacéuticos aproximou os campos de engenharia de cristais
e ciéncias farmacéuticas. A tecnologia de preparacdo de cocristais
farmacéuticos vem sendo utilizada para identificar e desenvolver novas
formas de propriedades de farmacos prescritos e oferecer uma
oportunidade para aumentar o numero de formas de um farmaco.
Pesquisas demonstraram que a modificacdo das propriedades fisicas de
compostos farmacéuticos através da obtencdo de cocristais gera
farmacos de melhor desempenho com relagdo a solubilidade e/ ou
estabilidade. Portanto, a produgdo de cocristais € um método confidvel
para modificar as propriedades fisicas dos farmacos, tais como a
solubilidade e a taxa de dissolugdo, sem modificar seu comportamento
farmacolégico (SEKHON, 2009).

Vérios estudos tém apresentado a formagdo de cocristais como
estratégia para a area de desenvolvimento tecnoldgico farmacéutico. No
que se refere ao aprimoramento da solubilidade do farmaco, citam-se
como exemplos os estudos com a carbamazepina, a telmisartana, o
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cetoconazol, o itraconazol e a gabapentina (CHADHA et al., 2014;
CHILDS et al., 2008; HICKEY et al., 2007; MARTIN et al., 2013;
MARTINEZ et al., 2001; REMENAR et al., 2003; SHAYANFAR;
JOUYBAN, 2014; REDDY et al., 2009).

A presenca de um grupo amida de conformacdo rigida na
molécula de NVP sugere que a formacdo de cocristal com é&cido
carboxilico ou coformadores de amida em particular, deve ser possivel.
Isto proporcionaria uma rota para formas sélidas alternativas do farmaco
com as solubilidades aquosas potencialmente mais elevadas (CAIRA et
al., 2012). CAIRA et al. (2012) foram os primeiros a relatar a sintese e
a caracterizacdo fisico-quimica de cocristais da NVP com coformadores
farmaceuticamente aceitaveis: sacarina, 4cido tartarico, acido maleico,
acido glutarico e acido salicilico. A cocristalizacdo da NVP com é&cido
maleico levou ao maior aumento (aproximadamente 5 vezes) da
solubilidade aquosa do farmaco.

Até o momento, foram relatadas diversas metodologias para a
obtencdo de cocristais. Os métodos de formagdo mais comuns baseiam-
se na cristalizacdo por solventes e via moagem (HE et al., 2008).
Métodos de solucdo incluem o método de evaporacdo, o método de
cristalizacdo por reacdo e a cristalizacdo por resfriamento. Métodos de
moagem incluem a moagem a seco, ou seja, livre de solvente e a
moagem assistida por solvente. Além de métodos de solugdo e de
moagem, existem também muitos métodos emergentes, como a
cocristalizacdo usando fluido supercritico (PADRELA et al., 2009,
2010), microscopia hot-stage e ultrassom (AHER et al., 2010; QIAO et
al., 2011).

O método de moagem a seco consiste em misturar 0s
componentes em propor¢do estequiométrica podendo ser triturado
manualmente, utilizando um grau e um pistilo, ou mecanicamente,
utilizando um moinho de bolas ou um moinho vibratério (FRISCIC;
JONES, 2009; QIAO et al., 2011).

A moagem assistida por solvente, conhecida como LAG (Liquid
Assisted Grinding) apresenta melhorias significativas na cinética de
formagdo de cocristal com a adigdo de pequenas quantidades de um
solvente adequado (SHAN; TODA; JONES, 2002). E destacada por
permitir a obtencdo de insumos de alta cristalinidade, apresentando
direcionamento da fase solida produzida, além de rapidez e bom
rendimento. A escolha do solvente utilizado na moagem é importante, e
um requisito basico é que ele deve ser capaz de dissolver, pelo menos,
uma parte dos componentes originais (BRAGA; GREPIONI, 2005;
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FRISCIC, 2012; FRISCIC et al., 2006; TRASK; MOTHERWELL;
JONES, 2004).

A mecanossintese, mais especificamente a moagem, é uma das
técnicas de maior visibilidade atualmente (FRISCIC, 2010, 2012;
FRISCIC; DAY, 2011; JAMES et al., 2012). Comparada com a sintese
tradicional baseada em solucdo, a mecanossintese permite a utilizagao
de reagentes mais simples, reacfes mais rapidas realizadas a temperatura
ambiente com rendimentos quantitativos, e minimizacdo da utilizacdo de
solventes e producéo de residuos (FRISCIC, 2010).

A utilizacdo de solventes no método de cristalizacdo aumenta o
custo do processo, a poluicdo ambiental e pode conduzir a problemas de
solubilidade e formagdo de solvatos indesejados, 0s quais poderdo
ocasionar fortes limitacdes nas etapas de screening e sintese de
cocristais farmacéuticos. Assim, a cocristalizagdo via mecanossintese
tem promovido grandes melhorias em relagdo ao uso de solventes em
processos farmacéuticos (DELORI; FRISCIC; JONES, 2012). Um
exemplo importante é o do citrato de sildenafila, cujo uso de solvente na
sua manufatura foi diminuido significativamente da faixa média de 25—
100 kg para apenas 6 kg de solvente por quilo de produto (DUNN;
GALVIN; HETTENBACH, 2004).

2.3.3 Cristais ocos

Cristais ocos sdo formas soélidas que apresentam, em sua
morfologia, canais internos que sdo decorrentes do método de
cristalizacdo, e sua formacdo resulta de um crescimento especial e
complexo. Estudos relatam o crescimento dos cristais ocos através de
varios métodos, tais como: crescimento reverso do cristal (GREER et
al., 2009; YANG et al., 2010; ZHOU, 2010); fusdo; sonocristalizacdo
(MANISH; HARSHAL; ANANT, 2005); transicdo de fases (hidrato ou
solvato para fase anidra) (DETTE et al., 2007); spray antissolvente
(MALLET et al., 2004); difusdo limitada (PERRY; UNWIN, 2013;
POODT et al., 2009); cristalizagdo por evaporacdo (EDDIESTON;
JONES, 2010) e gradiente térmico (MARTINS et al., 2011).

O interesse por cristais ocos vem aumentando em varias areas
técnicas devido a melhoria de propriedades como aumento na area de
superficie especifica, e envolvem tanto compostos organicos
(EDDIESTON; JONES, 2010; MALLET et al., 2004; MARTINS et al.,
2011; PAULINO et al., 2013a) quanto compostos inorganicos (DETTE
et al.,, 2010; SCHUSTER; STELZER; ULRICH, 2011; YANG et al.,
2010).
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Na area farmacéutica os cristais ocos sdo ainda pouco explorados
(PAULINO et al., 2013a), mas existem alguns relatos para farmacos
como o acetato de dexametasona monohidratada, em que os cristais 0cos
foram obtidos usando a metodologia antissolvente (MALLET et al.
(2004). EDDLESTON e JONES (2010) também relatam a formag&o de
cristais ocos dos compostos farmacéuticos cafeina, carbamazepina,
carbamazepina di-hidrato e teofilina mono-hidrato, usando como
método a cristalizacdo por evaporacdo. ULRICH et al. (2013)
apresentaram a aplicacéo de cristais ocos como material de revestimento
farmacéutico. Os autores demonstram que é possivel a inclusdo de
substancias nas agulhas cristalinas ocas, diversificando as suas
aplicacdes para a industria (ULRICH; SCHUSTER; STELZER, 2013).

Estratégias de cristalizacdo destinadas a modificar o habito de
cristais e das particulas pode ser uma abordagem promissora para
melhorar as propriedades de superficie e, principalmente, a dissolucdo
de farmacos pouco sollveis (PAULINO et al.,, 2013a). Com este
proposito, PAULINO e colaboradores (2013a) utilizaram o método de
cristalizacdo antissolvente para obter cristais ocos de deflazacorte,
farmaco com baixa solubilidade aquosa. Diferentes condicfes de
preparacdo foram avaliadas e as caracteristicas fisico-quimicas das
matérias-primas micronizada e cristalina e dos cristais obtidos foram
associadas com a taxa de dissolucdo. Os cristais ocos obtidos
demonstraram um aumento significativo no perfil de dissolucdo em
comparagao a matéria-prima micronizada e cristalina.

A técnica de cristalizacdo antissolvente consiste na utilizacdo de
um solvente, em que o fArmaco seja solivel, e um antissolvente, em que
o farmaco seja insoltvel. A principal caracteristica do método é que
solvente e antisolvente devem ser misciveis. Ao adicionar o
antissolvente em uma solucdo com o farmaco dissolvido, muda a
solubilidade e ocorre a precipitacio do farmaco. O efeito do
antissolvente, basicamente, é a diminuicdo da solubilidade do farmaco
na solucdo. E uma técnica simples, rapida e com possibilidades de
permitir modificaces para aumentar as quantidades de farmaco
produzido, permitindo escalonamento do processo, com aplicagdo
vantajosa para a industria farmacéutica (PAULINO et al., 2013b;
VICOSA et al., 2012).

Em relacdo a NVP ndo foram encontrados, at¢ o momento,
relatos de cristais 0cos.


http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Eddleston%2C+M+D
http://pubs.acs.org/action/doSearch?ContribStored=Jones%2C+W
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2.4 Técnicas de caracterizacdo do estado sélido

Devido as diferentes formas encontradas no estado solido, uma
ampla variedade de técnicas analiticas devem ser utilizadas para os
estudos de caracterizacdo e transformacdo de farmacos (CHIENG,;
RADES; AALTONEN, 2011), tais como: microscopia eletrénica de
varredura (MEV), calorimetria diferencial exploratéria (DSC), difracéo
de raio X de pé (DRX), espectroscopia no infravermelho (IV),
espectroscopia de Raman e ressonancia magnética nuclear (RMN)
(TAYLOR; TANNA; SAHOTA, 2010).

Apesar de algumas das técnicas acima serem usadas para detectar
polimorfismo, a existéncia de polimorfos (ou formagdo de solvato) €é
definitivamente estabelecida por DRX, pois esta possibilita identificar a
fase ou forma cristalina (BRITTAIN, 1997; TAYLOR; TANNA,;
SAHOTA, 2010). Técnicas espectrais e termoanaliticas devem ser
consideradas como informagOes de suporte e auxiliar, ndo podendo ser
individualmente empregadas como prova definitiva da existéncia de
polimorfismo (BRITTAIN, 1997).

2.4.1 Difracdo de raios X (DRX)

A difragdo de raios X (DRX) é o método de referencia para a
obtencdo e caracterizacdo da estrutura cristalina de um sdélido. A
difratometria de raios X baseia-se na propriedade intrinseca de cada
cristal em desviar, em um angulo especifico, a direcdo dos raios X. Os
angulos de desvio ou espalhamento da radiagdo provocam um padréo de
difracdo Unico para cada forma cristalina e/ou estrutura cristanlina
permitindo, assim, uma impressdo digital para a sua identificcdo
(DONG; BOYD, 2011). As caracteristicas de dispersdo em materiais
ndo cristalinos resultam em um amplo halo nos padrbes de difracdo
caracteristico da fase amorfa (PALERMO; ANDERSON; DRENNEN,
2012).

O padrdo de DRX permite 0 monitoramento da forma cristalina
de um farmaco durante os varios estigios de desenvolvimento, pois
qualquer mudanca no estado sélido devido as interconversdes
polimorficas, dessolvatacdo de solvatos, formacdo de hidratos e
mudancgas do grau de cristalinidade podem ser detectadas por esta
técnica. Além disso, a DRX ¢é uma técnica ndo destrutiva
(KARJALAINEN et al., 2005).
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2.4.2 Microscopia Eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura é uma ferramenta
amplamente utilizada para estudar os aspectos morfoldgicos, na escala
de microns, de matérias-primas e amostras obtidas por diferentes
métodos de preparacdo (BYRN et al.,, 1999; SHUR; PRICE, 2012).
Considerando que os polimorfos podem apresentar diferentes habitos
cristalinos e/ou morfologias, a MEV representa uma ferramenta bastante
atil na caracterizagdo deste tipo de sdlido, uma vez que a morfologia e/
ou o héabito cristalio também podem influenciar nas propriedades como
taxa de dissolugdo, compressibilidade e fluxo dos p6s (STEELE,
AUSTIN, 2009).

Na MEV, a superficie da amostra é varrida, sob vacuo, por um
feixe de elétrons energéticos, que geram, como sinais, elétrons
secundarios espalhados. Os sinais gerados na superficie da amostra séo
recebidos e armazenados em software especifico, que os converte em
imagens em tons de cinza representativos do mapeamento e da
contagem de elétrons (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). Esta
técnica permite resolugdes altas, além de possuir um campo de
visualizacdo bastante flexivel, sendo adequada para tamanhos de
particula entre 0,1 e 1000 um (SHUR; PRICE, 2012).

2.4.3 Espectroscopias vibracionais Raman e infravermelho (IV)

As técnicas espectroscopicas Raman e infravermelho (1V)
estudam as vibragdes moleculares fundamentais dos s6lidos moleculares
(RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004). Estas possibilitam obter
informac@es diretas acerca da estrutura molecular do material, pois séo
governadas pelas massas dos atomos constituintes e as constantes de
forca entre eles que afetam os modos vibracionais. Além disso, o0s
modos vibracionais sdo influenciados pelo estado fisico da amostra e
pelas ligagBes inter e intramoleculares existentes, sendo muito
significativas as ligacGes de hidrogénio. Desta forma, estas duas técnicas
sdo Uteis para a andlise de solidos e, consequentemente, para a
determinacdo de polimorfismo e investigagdo das interacOes
intermoleculares entre farmacos e excipientes e coformadores
(HEDOUX; GUINET; DESCAMPS, 2011; JUDGE; BROWN;
HAMEL, 2008).

Na espectroscopia IV, as moléculas absorvem a radiacéo e sofrem
rotagBes ou vibragdes, ocasionando mudancas no dipolo. Por outro lado,
na espectroscopia Raman as moléculas recebem a radiagéo, permanecem
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temporariamente polarizadas para em seguida, reemitir a radiacdo
recebida (HENDRA; JONES; WARNES, 1991). Isto resulta em
informagfes complementares nos espectros Raman e IV (CHALMERS;
DENT, 2006; FINDLAY; BUGAY, 1998; YU; REUTZEL,;
STEPHENSON, 1998).

2.4.4 Andlise térmica

A analise térmica mostra-se como uma ferramenta poderosa na
area farmacéutica. A técnica pode ser usada no desenvolvimento de
formulagdes farmacéuticas; na avaliagdo da estabilidade dos farmacos;
como ferramenta auxiliar na pesquisa de polimorfos e transicfes de fase
(OLIVEIRA; YOSHIDA; LIMA GOMES, 2011). A anélise térmica
consiste na medida da transferéncia de calor de uma substancia em
fungdo da temperatura e/ou da taxa de variacdo da temperatura (BYRN
et al.,, 1999). Na area farmacéutica sdo utilizadas, principalmente, a
termogravimetria (TG) e calorimetria exploratdria diferencial (DSC).

As curvas de DSC sdo obtidas como fluxo de aquecimento
diferencial versus temperatura. A area do pico relativo ao evento de
fusdo é diretamente proporcional a quantidade de calor absorvida ou
liberada na transformacéo fisica (em mJ ou kJ/mol) (BRITTAIN, 1999;
GIRON, 1995).

A DSC é largamente utilizada devido a sua ampla aplicabilidade
e vantagens que incluem a sua rapidez e simplificidade de obtencéo de
dados, gerando informacGes detalhadas e precisas a respeito das
propriedades fisicas e energéticas das substancias (GIRON, 1998;
PALERMO; ANDERSON; DRENNEN, 2012; WELLS, 2005). A
técnica de DSC demonstra grande aplicabilidade quanto & identificacéo
de transformacdes de fase, caracterizacdo de hidratos e sistemas
solvatados, assim como na previsdo da estabilidade de compostos
(BRITTAIN, 1999).

A TG mede a variacdo de massa em funcdo da temperatura e/ou
tempo, enquanto a amostra € submetida a uma programacao controlada
de temperatura (FORD; TIMMINS, 1989; BRITTAIN, 1999). O
resultado da andalise é mostrado sob a forma de uma curva
termogravimétrica, a qual fornece informacdes relativas a composicao e
a estabilidade térmica da amostra, dos produtos intermediérios na
degradacdo e do residuo formado (GIRON, 1995). Esta técnica pode
fornecer informagdes como dessolvatacdo, cinética de decomposicédo,
desidratacdo e degradacdo (BYRN et al., 1999; FORD; TIMMINS,
1989).
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2.5 Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB)

A administracdo de medicamentos por via oral é considerada
segura e conveniente, sendo amplamente utilizada. Para exercer o seu
efeito terapéutico o farmaco administrado oralmente precisa alcancar a
circulagdo sistémica, para que alcance o local de acéo na concentracio e
velocidade apropriada, garantindo seu efeito terapéutico (STORPIRTIS,
GAl, 2009). A absorc¢do intestinal de um farmaco é controlada por dois
fatores, sendo o primeiro a solubilidade e taxa de dissolucdo e o segundo
a permeabilidade. O primeiro fator determina a velocidade na qual o
farmaco atinge sua concentracdo maxima nos fluidos intestinais e o
segundo fator esta relacionado com a taxa de farmaco dissolvido que
atravessa a parede intestinal e entra na circulacdo portal (AMIDON et
al., 1995; BOHETS et al., 2001).

O Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) criado por
AMIDON e colaboradores (1995) foi um dos grandes avancos na area
de biofarméacia. O proposito do SCB é fornecer uma ferramenta
regulatéria para substituir determinados estudos de bioequivaléncia por
testes de dissolucdo in vitro, reduzindo a exposicdo de voluntarios
sadios aos farmacos candidatos aos testes de bioequivaléncia, reduzindo,
também custos e tempo necessarios para 0S processos de
desenvolvimento de  produtos  farmacéuticos (LENNERNAS;
ABRAHAMSSON, 2005).

O SCB leva em consideracao trés fatores importantes que afetam a
velocidade e extensdo da absorcdo de formas farmacéuticas solidas de
liberagdo imediata: solubilidade, permeabilidade e dissolugdo. Com base
nesses pardmetros, o SCB divide os farmacos em quatro classes
(AMIDON et al., 1995):

e Classe | — farmacos com alta solubilidade e alta
permeabilidade. Considera-se que o fArmaco é bem absorvido e
que o fator limitante para a absorcéo é a dissolucéo a partir da
forma farmacéutica ou 0 esvaziamento gastrico, caso a
dissolucdo seja muito rapida.

e Classe Il — farmacos com baixa solubilidade e alta
permeabilidade. A dissolucdo in vivo é o fator que controla a
absorcdo oral, que normalmente é inferior a obtida com
farmacos da primeira classe.

e Classe IlIl — farmacos com alta solubilidade e baixa
permeabilidade. Nesta classe a permeabilidade é o fator
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limitante, sendo que o perfil de dissolucdo apresentado sera
bem definido e simplificado.

e Classe IV - farmacos com baixa solubilidade e baixa
permeabilidade, ou seja, farmacos que apresentam problemas
significativos para a administracéo oral.

Segundo o SCB, um farmaco é considerado altamente sollvel
guando a quantidade da maior dosagem disponivel no mercado é solvel
em 250 mL ou menos de meio aquoso, em uma faixa de pH de 1,0 -7,5a
37 + 1°C. A fim de ser enquadrado na classe I, também é necessario que
o farmaco apresente 85% de dissolu¢cdo em 30 min para garantir a sua
bioequivaléncia. Para ser considerada de alta permeabilidade, a absor¢do
o farmaco deve ser de 90% ou mais de uma dose administrada, com base
na determinacdo do balango de massa ou em comparagdo com uma dose
intravenosa de referéncia (FDA, 2000).

O FDA langou, no ano 2000, o guia “Guidance for Industry:
Waiver of in vivo bioavailability and bioequivalence studies for
immediate-release solid oral dosage forms based on biopharmaceutics
classification system”, descrevendo os critérios e as analises que devem
ser realizadas para se obter a bioisencdo, baseado no SCB. Modelos
animais ou in vitro capazes de prever a extensdo da absor¢do podem ser
utilizados, como por exemplo, modelos utilizando culturas de células
epiteliais (FDA, 2000). Recentemente o FDA publicou uma revisdo
desse guia (FDA, 2015).

No caso da NVP, é relevante verificar o aumento da dissolucéo
dos cristais modificados nas condi¢des preconizadas no SCB.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver estratégias e metodologias de cristalizacdo na
preparacdo de cocristais e cristais ocos de NVP , visando aplicagdes para
a inddstria farmacéutica.

3.2 Objetivos especificos

e Aplicar o método de cristalizagdo antissolvente para obtengdo
de cristais de NVP com hébito cristalino oco;

e Preparar cocristais farmacéuticos contendo NVP, usando como
metodologia a mecanossintese via moagem a seco e assistida
por solvente;

e Realizar a caracterizacdo fisico-quimica da matéria-prima e das
formas cristalinas obtidas para a NVP, através de analises
térmica, microscopica, cristalografica e espectroscopica;

e Auvaliar as propriedades de dissolucéo e de solubilidade da NVP
matéria-prima e da NVP obtida com o morfologia oca, usando
como método de quantificacdo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia;

e Realizar a classificacdo dos cristais ocos obtidos no Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica, avaliando solubilidade, perfil de
dissolugdo e permeabilidade;

e Realizar a caracterizacdo em estado solido dos lotes de
cocristais obtidos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

A matéria-prima da NVP (NVP-MP) usada neste estudo foi
doada pelo Laboratério de Sistemas Farmacéuticos Avancados (LaSiFa)
da Farmanguinhos, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. O
padrdo de referénciada NVP foi proveniente da USP (U.S.
Pharmacopeia), lote FOD159 e teor de 99,7%. Todos os solventes e
reagentes utilizados nas analises foram de grau analitico.

4.2 Métodos
4.2.1 Processo de producéo dos cristais modificados
4.2.1.1 Processo de producdo dos cristais 0cos

A cristalizaco foi realizada partindo-se de uma solugéo saturada
do farmaco utilizando a técnica de adicdo antissolvente. A solucdo da
amostra foi preparada por dissolucdo sobressaturada com quantidade
apropriada de NVP-MP em metanol e aquecimento entre 55 °C e 65°C.
A &gua foi imediatamente adicionada & solucdo quente. Este método de
cristalizacdo é chamado de antissolvente. Neste caso o solvente é
metanol e o antissolvente a 4gua. A proporcdo de metanol: agua foi 1:3
(viv). A temperatura ambiente, o processo de cristalizacio foi
interrompido ap6s 24h, com filtracdo. As amostras cristalizadas foram
retidas em papel filtro quantitativo (28um de poro) e as amostras foram
secas em estufa a 40 °C por 24h. Para a determinacdo do rendimento, os
cristais ocos obtidos foram pesados e correlacionados a massa inicial,
em termos de porcentagem (m/m). Foi realizado o calculo de
rendimento de 10 lotes, obtendo-se a média e o desvio padrao.

4.2.1.2 Processo de producdo dos cocristais
4.2.1.2.1 Moinho de bolas (a seco)
A moagem foi realizada utilizando-se o moinho de bolas de alta

energia Spex Mixer Mill 8000 D do Departamento de Fisica (UFSC), o
qual esta demonstrado na Figura 3.
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Figura 3. Fotografia do moinho de bolas.

Para a moagem, as amostras foram acondicionadas em recipientes
cilindricos de volume 65 mL, contendo em seu interior 3 bolas de ago
inoxidavel de 12,7 mm de didmetro, de modo que a taxa bola:pé (BPR)
se manteve em 4,5. A propor¢do de farmaco/coformador foi variada
entre 1:1 e 2:1 (n/n) molar, onde n= nimero de mol, e a propor¢do em
massa (m/m) farmaco/coformador foi variada dependendo da massa
molar dos mesmos, totalizando 2,5g. Os coformadores utilizados foram:
acido salicilico (AS), cafeina (CAF), sacarina (SAC) e ureia (URE), e 0
tempo de moagem foi de 3 horas. O ensaio foi realizado a seco, sem a
utilizacdo de solventes.

4.2.1.2.2 Moinho de Jarros (assistida por solvente)

A moagem foi realizada em parceria com o Nucleo de Pesquisa
em Materiais Cerdmicos e Compositos do Departamento de Engenharia
Mecénica da Universidade Federal de Santa Catarina (CERMAT) que
concedeu o uso do moinho de Jarros da marca CIENLAB em seu
laboratério (Figura 4).

Figura 4. Fotografia do Moinho de Jarros.

Fonte: CERMAT
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Essa técnica funciona a partir do movimento continuo de rotagéo
de jarros contendo o conjunto pos e bolas. A fim de otimizar o processo
de moagem e reduzir o desperdicio de material, construiu-se um aparato
com o didmetro compativel com o moinho de jarros que comporta cinco
tubos falcon. Em cada tudo falcon foi colocado a matéria-prima, o
coformador e o solvente com 2/3 do tubo preenchido com bolas de
alumina. Os experimentos foram realizados usando 0S mesmos
coformadores da moagem a seco (AS, CAF, SAC e URE) com a inclusdo
do coformador teofilina (TEO). A propor¢do de farmaco/coformador foi
variada entre 1:1 e 2:1 (n/n) molar e a proporcdo em massa (m/m)
farmaco/coformador foi variada dependendo da massa molar dos mesmos,
totalizando 3g. Foi utilizado como solvente metanol e cloroférmio,
escolhidos com base no estudo de CAIRA et al. (2012), e foram
adicionados 9 mL de solvente em cada tubo. Os tempos de moagem
testados foram de 4h e 24h para cada amostra. Apdés a moagem as
amostras foram secas em estufa a 40 °C por 48h.

4.2.2 Técnicas de caracterizacdo do estado sélido
4.2.2.1 Difracéo de raio X de pé (DRX)

Os padrdes de difracdo foram obtidos no Laboratério de Difracdo
de Raios X do Departamento de Fisica — UFSC, utilizando um
difratbmetro de raios X (Xpert Pro Multi-Purpose Diffractometer, Pan
Analytical) equipado com tubo de cobre operando com corrente de 40
mA e voltagem de 45 kV, emitindo radiacdo Ka (A = 1.5418 A) sobre a
amostra em suporte giratorio. A radiacdo difratada foi coletada em um
detector linear (tecnolgia Real Time Multiple Strip RTMS). As medidas
foram realizadas a temperatura ambiente, varredura 2 0 a partir de 4 ° a
509, com passo 0.033° e tempo de 24,765 s por passo. Os arquivos com
a informacéo cristalografica, Crystallographic Information File (CIF)
foram obtidos no Cambridge Structural Database (CSB) e foram os
seguintes: PABHIJ (MUl et al., 1992), TISJAH (PEREIRA et al., 2007),
LATQOO e LATQUU (CAIRA et al., 2012). Esses arquivos CIFs foram
usados como referéncia (padrdes de difracdo calculados) das formas
cristalinas j& reportadas para a identificaco das amostras.
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4.2.2.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A andlise da morfologia das amostras foi avaliada por
microscopia eletrénica de varredura em microscépio JEOL JSM103
6390LV do Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da
UFSC. As amostras foram dispersas em fita de dupla face de carbono e
0 recobrimento foi realizado com filme de ouro sobre todo o stub porta-
amostra. A voltagem de aceleragdo do feixe primario foi de 10 kV. As
amostras foram analisadas pelo menos em 5 regifes para certificar que a
imagem apresentada fosse representativa da amostra. Foram estudados 3
lotes da NVP-OC-HEM e da NVP-OC-ANI.

4.2.2.3 Espectroscopia Raman

Os experimentos Raman foram realizados no Laboratério de
Difracdo de Raios X do Departamento de Fisica — UFSC, utilizando o
equipamento dispersivo Peak Seeker 785 (RAM-PRO-785) com
resolugdo espectral de 6 cm™, operando com laser diodo de 785 nm e
poténcia de 100 mW na fonte. A luz laser foi focalizada na amostra por
uma objetiva de 4x, gerando um campo de analise de 2 pm de didmetro,
e a radiacdo Raman foi coletada em geometria de retro-espalhadapor
uma camera CCD (dispositivo de carga acoplada) refrigerada por efeito
termo-elétrico. Todos os espectros foram registrados em temperatura
ambiente, numa janela espectral de 180 a 2000 cm™, com o mesmo
tempo de aquisi¢do (10 s). As amostras foram analisadas sobre 1aminas
de vidro.

4.2.2.4 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os espectros IV foram obtidos no Laboratério de Controle de
Qualidade em temperatura ambiente usando um equipamento Perkin
Elmer Frontier FT-IR, em uma faixa espectral de 500 a 4000 cm™, com
uma média de 4 varreduras em resolucdo espectral de 0,4 cm™.

4.2.2.5 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas no Laboratério de Controle de
Qualidade em célula DSC-60 Shimadzu utilizando cadinhos de aluminio
hermeticamente fechados com aproximadamente 2 mg de amostra.
Foram realizados ciclos Unicos de aquecimento na faixa de temperatura
de 30 °C a 300 °C, sob atmosfera dindmica de Nitrogénio (50 mL/min) e
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razdo de aquecimento de 10 °C/min. Um cadinho de aluminio vazio
selado foi utilizado como referéncia. 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). Os dados térmicos obtidos foram
processados em software TA-60.

4.2.2.6 Termogravimetria (TG)

As curvas TG foram obtidas no Laboratorio de Controle de
Qualidade em termobalanca modelo TGA-50 da marca Shimadzu,
utilizando cadinho de platina aberto. Aproximadamente 2,5mg de
amostras foram analisadas na faixa de 30 a 600 °C, & uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min e sob atmosfera dindmica de N, de
50mL/min. O equipamento foi previamente calibrado com um padréo de
oxalato de calcio, com pureza determinada de 99,99%. Os dados
térmicos obtidos foram processados em software TA-60.

4.2.3 Técnicas de caracterizacdo das propriedades de dissolucéo
4.2.3.1 Dissolucgéo por dispersdo

A avaliacdo dos perfis de dissolugdo da NVP foi realizada no
Laboratério de Controle de Qualidade usando o dissolutor Varian
modelo VK7000.

Primeiramente foi realizado o perfil de dissolucdo usando o
Aparato Il de dissolucdo (pa), na velocidade de 100 rpm, temperatura de
37 + 0,5 °C, 100 mg de amostra em 900 mL de meio HCI 0,1 M,
realizado em triplicata (SARKAR; PERUMAL; PANCHAGNULA,
2008).

Perfis de dissolucdo usando os parametros do SCB também foram
realizados em triplicata, usando o Aparato Il de dissolucdo (pd), na
velocidade de 50 rpm, temperatura de 37 + 0,5 °C e 200 mg de amostra.
Volume de 900 mL das solucgdes tampéo em pH 1,2, 4,5 ¢ 6,8 foram os
meios utilizados.(FDA, 2000).

Para ambos os testes, 5 mL de amostra foram coletados nos
tempos de 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120 e 180 min, e o volume de meio foi
reposto apés cada coleta. As aliquotas coletadas foram filtradas em
papel filtro quantitativo (tamanho de poro 28um), e analisadas por
CLAE.

A eficiéncia de dissolu¢do (ED) das amostras foi estabelecida
calculando-se a 4&rea sob a curva de dissolugdo (método dos
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trapezoides), proposta inicialmente por Khan e Rhodes (KHAN;
RHODES, 1975). O valor de ED foi determinado pela razéo entre a area
sob a curva de dissolugdo compreendida entre 0 e 180 min (ASCo-180 min)
e a area total do retangulo (ASCrorad), definido pela ordenada (100 % de
dissolucdo) e pela abcissa (180 min), conforme a equacdo abaixo. As
areas sob a curva foram determinadas através do software Image Tool
verséo 3.0.

ED (%) = ASCo-180 min x 100 / ASCroTAaL
4.2.3.2 Estudo de solubilidade

A solubilidade foi medida conforme os parametros estabelecidos
para 0 SCB, descritos pelo guia para inddstria do FDA (2000) nos
seguintes pHs: 1,2; 2,8; 4,5; 6,8 e 7,5, e foi determinada a partir da
adicdo de um excesso de farmaco nos meios mantidos sob agitacdo
durante 48 horas a temperatura de 37,0 £ 0,2 °C. Apds intervalos de 3,
24 e 48 horas, aliquotas de 5mL foram coletadas e filtradas em papel
filtro quantitativo com tamanho de poro de 28 um. E a fase liquida foi
analisada por CLAE. A fase sdlida foi verificada por DRX e DSC para
garantir que ndo houve transicdo de fase durante o ensaio.

4.2.3.3 Permeabilidade

Nos estudos in vitro de permeabilidade intestinal foi empregado o
modelo de permeabilidade com células Caco-2, previamente
padronizado no Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC. Para tal,
células Caco-2 (ATCC # HTB 37), entre as passagens 114-116, foram
cultivadas conforme descrito em detalhes anteriormente (KRATZ et al.,
2011).

Para os experimentos de transporte, monocamadas celulares
foram cultivadas em insertos com membranas permeaveis de
policarbonato a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO,, com uma
densidade de 100.000 células por inserto (0,6 cm?), por um perfodo
entre 21 e 25 dias para permitir a diferenciacéo celular. A integridade da
monocamada celular foi avaliada através da resisténcia elétrica
transepitelial (TEER) e da permeabilidade ao Lucifer Yellow (LY —
marcador de integridade). Foram utilizadas apenas monocamadas com
valores de TEER > 200 Qcm? antes e apds 0s experimentos, e valores de
permeabilidade para o LY < 5,0 x 10-7 cm/s.
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Os experimentos de transporte foram realizados em ambos 0s
sentidos absortivo (AB, apical-basolateral) e secretério (BA, basolateral-
apical), com diferentes concentragdes das amostras: 7,5 uM - 75 uM -
750 uM, correspondentes a 0,01 / 0,1 / 1 da concentragdo tedrica obtida
com a dissolucdo de 50 mg do farmaco em 250 mL de fluidos
gastrointestinais.

Empregou-se como meio de transporte o tampdo aquoso HBSS
(pH 6,5 e 7,4 nos compartimentos apical e basolateral, respectivamente,
a fim de mimetizar as condi¢des in vivo). Durante os 90 minutos de
incubacdo (37°C, 150 rpm), aliquotas foram obtidas e submetidas a
analise por CLAE.

Os resultados, expressos como coeficiente de permeabilidade
aparente (Pap), foram calculados de acordo com a equagéo: Pap, =
(AQ/AL) x 1/AC,, onde AQ/At representa a taxa de permeabilidade
(quantidade de amostra permeada por segundo); A € a area de difusdo
das células (filtro) e C, & a concentracdo inicial da amostra
(BERGSTROM et al., 2003; TAVELIN et al., 2003).

4.2.3.4 Doseamento da NVP-MP

O doseamento da matéria-prima foi realizado usando o padrao
USP como referéncia (lote: FOD159). Em triplicata, 10 mg de NVP-MP
foram diluidos em 10 mL de solucdo solvente (SS) descrita no item
4.2.3.6 (concentragdo obtida: 0,1 mg/mL). Retirou-se 1,0 mL e realizou-
se uma segunda diluicdo para baldo volumétrico de 10 mL, que foi
completado comsolugdo SS, obtendo-se uma concentracdo final de 0,1
mg/mL. O mesmo processo foi realizado para o padrdo USP. As
amostras foram avaliadas por CLAE utilizando método descrito no item
3.2.3.5, realizando leitura em duplicata. O doseamento foi calculado por
meio da correlacdo da area do pico com a concentracdo do padrdo e da
matéria-prima.

4.2.3.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As anélises de CLAE foram realizadas no Laboratério de
Controle de Qualidade em cromatografo Shimadzu LC-10A (Kyoto,
Japdo), equipado com bomba LC-10AD, desgaseificador DGU-14A,
detector de comprimento de onda variavel (fixado em 240 nm) SPD-
10AYV e unidade controladora de sistema SCL-10AVP. Os experimentos
foram conduzidos em coluna cromatogréfica de fase reversa
Phenomenex (Torrance, Estados Unidos) Luna C18 (250 x 4,6 mm;
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S5um), com pré-coluna C18, 4,0 x 3,0 mm, mantidas a 25 + 1 °C. A fase
movel, composta por metanol:tampéao fosfato 10mM pH 2,5 (50:50, v/v)
foi eluida em modo isocratico, em vazdo de 1,2 mL/min. As amostras
foram filtradas em papel filtro quantitativo com tamanho de poro de 28
um, ¢ um volume de 20 pL foi injetado em duplicata (WOLLINGER et
al., 2012). A aquisicdo dos dados foi realizada por meio de software
CLASS-VP® V 6.14.

4.2.3.6 Solucdo padrdo de estoque e solugdes tampdo

A solucdo padrdo estoque (SE) contendo 1 mg/mL de NVP foi
preparada solubilizando 50,0 mg de NVP (previamente pesada) em
solucdo solvente (SS) composta por MeOH:H,O:HCI na concentracéo
59,4:39,6:1,0 v/iv/v em baldo volumétrico de 50 mL. Esta solugdo foi
estavel em refrigerador por até 3 meses (WOLLINGER et al., 2012).

As solugbes tampdo com pH 1,2, 2,8, 4,5, 6,8 e 7,5 usadas como
meio para 0s ensaios de dissolugdo e solubilidade, foram preparadas de
acordo com a Farmacopeia Americana (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2007).

4.2.3.7 Linearidade

Tranferiu-se 1,0 mL de NVP (1 mg/mL) para baldo volumétrico
de 10 mL, completando o volume com HCI 0,1N, obtendo-se solucéo
com concentragdo de 0,1 mg/mL. Aliquotas desta solu¢do foram
transferidas para baldes volumétricos de 50 mL e 100 mL para obter
solugdes nas concentracBes de 0,04, 0,08, 0,1, 0,12, 0,14 e 0,16 pg/mL
em HCI 0,1 N. Cada concentracdo foi avaliada em triplicata. A curva
analitica foi obtida por meio da correlacdo da area do pico com a
concentracdo. A linearidade foi avaliada pela andlise da regresséo linear,
a qual foi calculada pelo método dos minimos quadrados e pela andlise
da variancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Nevirapina matéria-prima

Matérias-primas de origem nacional ou importada sao
amplamente utilizadas pela inddstria farmacéutica, e apesar da sua
pureza quimica ser aceitavel, frequentemente apresentam diferencas nas
caracteristicas do estado solido, como polimorfismo, tamanho de
particula, morfologia efou habito cristalino, entre outros. Estas
caracteristicas devem ser monitoradas e controladas. Desta forma, a
caracterizacdo do estado s6lido nos farmacos tem se tornado uma area
extremamente importante na indUstria farmacéutica (BRITTAIN, 1997;
HUANG; TONG, 2004), sendo uma etapa primordial do controle de
qualidade. Devido a correlacdo dos efeitos biofarmacéuticos com as
propriedades fisico-quimicas dos insumos farmacéuticos, ha um grande
interesse em sua caracterizagdo, principalmente em ensaios de pré-
formulagio (CARSTENSEN, 2001).

Considerando-se que o objetivo deste trabalho foi a obtencdo de
cristais modificados da NVP, a caracterizagdo fisico-quimica da
matéria-prima  constituiu-se em etapa fundamental para para a
caracterizacdo dos cristais modificados a serem obtidos.

5.1.1 Caracterizacdo fisico-quimicada NVP-MP

DRX é a técnica de referéncia para o estudo da estrutura
cristalina e para a identificacdo de polimorfos e formas sélidas na
amostra (RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004; YU; REUTZEL;
STEPHENSON, 1998).

A Figura 5 apresenta o padrdo de difracdo da matéria-prima
analisada comparado com o padréo calculado da NVP anidra (PABHIJ)
reportado no CSB. O padrdo de DRX experimental da amostra
apresentou as mesmas reflexdes correspondentes ao padrdo de DRX
calculado (PABHIJ), o que confirmou a identificacdo da matéria prima
como a forma cristalina anidra da NVP (NVP-ANI).
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Figura 5. Padrdes de difracdo de raio X de p6 da (A) NVP-MP e (B) calculado
da NPV-ANI (PABHI)).
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A andlise do espectro de IV (Figura 6) da amostra mostrou a
presenca de bandas caracteristicas de CO de amida ciclica na vibragéo

de alongamento a 1644 cm™, NH e CN estiramento de anel de 7
membros de 3295-3188 cm™.

Figura 6. Espectroscopia no 1V da NVP-MP.
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A Figura 7 apresenta a morfologia da NVP avaliada através de
MEV. As fotomicrografias da NVP foram obtidas com uma ampliacdo
de 100x e 500x. Pode-se observar que a NVP-MP apresenta particulas
finamente divididas, com variacdo de tamanho de particula. Isto seria
consequéncia do processo de moagem dos cristais. Este processo altera a
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morfologia externa das particulas, tornando dificil a identificacdo da
forma da particula ou cristal original.

Figura 7. Fotomicrografias MEV da NPV-MP em aumento de (A) 100x e (B)
500x.
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O perfil térmico da amostra, caracterizado por DSC e TG/DTG,
esta apresentado na Figura 8. A curva de DSC mostrou um (nico pico
endotérmico em 240,71 °C que corresponde a um evento de fusdo no
intervalo entre 238,72 °C e 245,86 °C (AH= -180,46 J/g). No que se
refere a0 comportamento termogravimétrico, a amostra apresentou um
evento de perda de massa em Tonset 276,03 °C, Tpico 289,17 °C € Tengset
303,88 °C. Essa perda de massa esta relacionada a degradacdo do
composto, tendo inicio somente ap6s o término da fusdo. A
complementagdo entre as curvas de DSC e TG, indicam a auséncia de
qualquer hidrato ou solvato.

Figura 8. Andlise térmica por DSC e TG/DTG da NVP-MP.
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E possivel concluir que as técnicas de DRX, MEV, IV, DSC e
TG foram complementares e permitiram a identificacéo e caracterizacdo
da NVP-MP como NVP forma anidra.

5.1.2 Doseamento, solubilidade e dissolucéo

Para a quantificacdo da NVP utilizou-se a CLAE, empregando as
condicdes previamente desenvolvidas e validadas por WOLLINGER et.
al (2012). Apenas as concentragfes utilizadas no presente estudo foram
diferentes das propostas pelos autores. A avaliacdo da linearidade
demonstrou que a NVP apresentou uma correlacdo linear na faixa de
0,04 a 0,16pg/mL, com um coeficiente de correlagdo linear de 0,999
(Figura 9). A equacdo da reta obtida para o método foi y = 46951x -
272,4, onde x refere-se a concentragdo em pg/mL e Yy corresponde & area
do pico em volts.

Figura 9. Curva de calibragdo média da NVP-MP obtida por CLAE, com sua
respectiva equacdo da reta e coeficiente de correlacéo (r).
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A Tabela 1 apresenta o resultado do teor de NVP-MP, o qual foi
de 100,1%. Este teor foi calculado em relacdo ao padrdo, e estd em
acordo com a especificacdo da Farmacopeia Americana para a matéria-
prima do farmaco, a qual especifica teor de 98,0 a 102,0 %.
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Tabela 1. Doseamento da nevirapina matéria-prima usando como referéncia o
padrdo de nevirapina da USP.

Média das areas do pico  Desvio padrdo  CV (%)

NVP-MP 4695262 73156 1,56
NVP-Padréo 4675393 2260 0,05

Teor NVP-Padrao: 99,7% Teor NVP-MP: 100,1%

A solubilidade da NVP-MP foi medida em diferentes pHs,
conforme indicado no guia para industria do FDA (2000) que trata da
classificacdo dos farmacos no SCB. Por se tratar de uma base fraca, a
NVP tem uma maior solubilidade em solu¢Ges com pH menor que 3
(PEREIRA et al., 2007). O grafico de solubilidade da NVP-MP em pH
1,2; 2,8; 4,5; 6,8 e 7,5, apresentado na Figura 10, mostra a solubilidade
da NVP dependente do pH. A curva diminui exponencialmente em
fungdo do aumento do pH, até atingir um valor constante. Ndo houve
diferenca significativa nos valores da concentracdo entre os diferentes
tempos de coleta da amostra.

Figura 10. Solubilidade da NVP-MP em fung¢do do pH, em 3; 24 e 48h.
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Primeiramente, foi realizado o perfil de dissolu¢do da NVP-MP
(Figura 11), em HCI 0,1 M, usando os pardmetros descritos por
SARKAR, PERUMAL E PANCHAGNULA (2008). Observa-se que a
matéria-prima levou mais de 30 min para dissolver 85% do farmaco, sendo
gue os primeiros pontos do estudo (10, 20 e 30 min) apresentaram CV%
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maior que 20%. Acredita-se que esta dispersdo ocorreu devido a falta de
molhabilidade da matéria-prima, ja que o pé ficava flutuando na cuba
durante o experimento e era molhado de maneira desigual.

Figura 11. Perfil de dissolucao da nevirapina matéria-prima em meio HCI 0,1N.
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Na Figura 12 estdo apresentados os perfis de dissolugdo da NVP-
MP realizados conforme os parametros do SCB, em pH 1,2; 4,5 e 6,8.
Comparando-se os perfis, observa-se que as curvas de dissolugdo em pH
4.5 e 6,8 se sobrepfem e apresentam uma taxa de dissolucéo baixa, com
percentual de dissolucéo inferior a 40% em 180 minutos. Ja em pH 1,2,
conforme o esperado (por ter maior solubilidade em pH <3), 94% do
farmaco apresentou-se dissolvido em 180 min.
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Figura 12. Perfis de dissolugdo da NVVP-MP conforme pardmetros do SCB (A)
pH 1,2, (B) pH 4,5¢e (C) pH 6,8.
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Com base nos resultados, conclui-se que o método para
quantificacdo da NVP por CLAE é linear e o doseamento da matéria-
prima esta dentro da faixa farmacopeica. Ainda, 0s ensaios de
solubilidade e os perfis de dissolu¢do da NVP-MP mostram a sua baixa
solubilidade em pH acima de 3.

5.2 Cristais ocos

A cristalizacdo é um processo utilizado para produzir uma ampla
variedade de materiais na industria farmacéutica e resulta ser a Gltima
etapa na sintese de um IFA. O controle do polimorfismo, morfologia
e/ou habito cristalino ¢ muito importante, uma vez que estes fatores
podem influenciar as propriedades fisicas e quimicas do sdlido,
incluindo a taxa de dissolucdo e a solubilidade. O processo de
cristalizacdo também pode beneficiar a formacdo de cristais com
caracteristicas que podem levar a um incremento da velocidade de
dissolucdo (CHEN et al., 2011; GARCIA et al., 1999).

Portanto, cristais modificados da NVP que apresentam aumento
da solubilidade ou velocidade de dissolucdo seriam uma alternativa
promissora para a melhoria de desempenho deste farmaco.

5.1.1 Cristalizacao

Na cristalizacdo realizada através do método antissolvente,
obteve-se cristais ocos da NVP 24 horas ap6s a adicdo da agua. Os
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cristais foram filtrados e secos a 40 °C para a sua completa
caracterizacdo. A amostra obtida foi denominada NVP-OC-HEM, por se
tratar da forma hemi-hidratada da NVP. Ap6s a amostra ser submetida a
um tratamento térmico na estufa a 100 °C por 3h foi obtida a forma
anidra, a qual foi denominada NVP-OC-ANI. O rendimento médio
obtido para a cristalizacdo de 10 amostras foi de 86,4 % + 0,5 (Tabela
2).

Tabela 2. Rendimento da cristalizagdo antissolvente da NVP .

MP (mg) NVP-OC-ANI (mg) Rendimento (%0)

1 600,39 524,48 87,4
2 600,05 519,43 86,6
3 600,52 515,36 85,8
4 600,09 522,92 87,1
5 600,87 517,63 86,2
6 600, 43 515,72 85,9
7 600,10 518,23 86,4
8 600,57 516,27 86,0
9 600,35 516,32 86,0
10 601,03 521,45 86,8
Rendimento médio (%0) 86,4

Desvio Padréo +0,5

5.1.2 Caracterizag&o do estado sélido

A identificagdo dos cristais ocos da NVP foi realizada
utilizando DRX e DSC. A comparagdo entre o padrdo de difragdo
calculado da NVP hemi-hidrato (NVP-HEM), o padrdo de difracdo da
matéria-prima e os padrdes de difracdo das amostras de cristais ocos
estdo mostrados na Figura 13. Conclui-se que 0s cristais ocos obtidos
apos a cristalizacdo utilizando o método de antissolvente identificam-se
com a forma hemi-hidrato (NVP-OC-HEM). Ap6s do aquecimento os
cristais apresentam a forma anidra (NVP-OC-ANI), correspondente a
mesma forma cristalina ou polimorfo da matéria-prima.
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Figura 13. Padrdes de difracdo de raio X de p6 da (A) NVP-OC-HEM, (B)
calculado da NVP-HEM (TISJAH) (C) NVP-OC-ANI e (D) NVP-MP.
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A MEV foi utilizada para analisar a morfologia dos cristais ocos
obtidos. As fotomicrografias da amostra NVP-OC-HEM foram obtidas
com ampliagBes de 150x, 200x, 400x e 500x e podem ser observadas na
Figura 14. A amostra NVP-OC-ANI tem suas fotomicrografias exibidas
na Figura 15 com ampliagdes de 50x, 200x, 500x e 1000x. Ambas
amostras (hemi-hidrato e anidra) apresentam-se como cristais 0cos,
sendo que o habito cristalino ndo foi modificado apds o aquecimento da
amostra hemi-hidrato para a formacdo da amostra anidra. Em todas as
amostras foi comprovado 0 mesmo habito cristalino tipo oco. As Figuras
14 e 15 podem ser consideradas representativas dos héabitos cristalinos
observados nas amostras dos diferentes lotes. Estes resultados
confirmam que a metodologia de cristalizagdo utilizada para a obtencéo
deste tipo de cristais é reprodutivel.

A formacdo de cristais ocos de nevirapina € inédita e, seu
processo de cristalizacdo simples possibilita a aplicacdo na industria
farmacéutica, sendo uma alternativa primissora para a melhora do seu
perfil de dissolucéo.
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Figura 14. Fotomicrografias MEV da NVP-OC-HEM.
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Figura 15. Fotomicrografias MEV da NVP-OC-ANI.
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Os espectros de Raman e IV das amostras de NVP-OC-HEM e
NPV-OC-ANID, em comparacdo com a NVP-MP, estdo exibidos na
Figura 16. Os espectros de Raman ndo mostram diferencas entre as
amostras, indicando ndo ser uma técnica especifica para a distingdo
destas amostras. Ja na analise por IV, o espectro da amostra NVP-OC-
HEM se diferencia dos demais por apresentar uma banda fraca em 3500
cm™. De acordo com a literatura, essa banda é caracteristica da NVP na
forma hemi-hidrato (STIEGER et al., 2010b).

Figura 16. Espectroscopia Raman (1) e IV (2) da (A) NVP-MP, (B) NVP-OC-
HEM e (C) NVP-OC-ANI.
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A Figura 17 apresenta a sobreposi¢do das moléculas de NVP-
ANI e NVP-HEM; ambas apresentam a mesma conformacéo. A forma
anidra apresenta uma Unica molécula na unidade assimétrica (azul),
enquanto a forma hemi-hidrato apresenta duas moléculas (rosa) com
altissima sobreposicdo. No composto hemi-hidrato, mesmo existindo
duas moléculas de NVP para uma de agua, as conformagdes mostraram-
se equivalentes a da forma anidra.

A alta sobreposicdo entre as conformagdes moleculares da forma
anidra e hemi-hidrato justifica semelhanca nos espectros de Raman e IV
entre as duas formas cristalinas. Os espectros no IV apresentam as
mesmas bandas para ambas as amostras, Porém na amostra de hemi-
hidrato aparece uma banda em 3500 cm™ que corresponde a OH da
agua, justificado sua auséncia na forma anidra.

Figura 17. Sobreposi¢do da molécula da NVP anidra (PABHIJ) com a molécula
da NVP hemi-hidrato (TISJAH).
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O perfil térmico das amostras foi caracterizado por DSC e
TG/DTG. A Figura 18 mostra a comparagdo das amostras de cristais
0cos e matéria-prima por DSC. Todas as amostras apresentam um pico
endotérmico em 240,71 °C, o qual corresponde a um evento de fusdo. A
amostra B (NVP-OC-HEM) mostra, além do evento de fusdo, um
evento de perda de solvente em 121,12 °C, no intervalo entre 98,60 e
139,58 °C. Na figura 19 esta apresentado o TG/DTG e DSC da amostra
NVP-OC-HEMI, através da TG/ DTG, observa-se perda de massa antes
da fusdo, referente a dessolvatacdo da molécula. Estes resultados estdo
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em acordo com os valores reportados previamente na literatura
(STIEGER et al., 2010b) e reforcam os resultados obtidos por DRX, de
gue a amostra NVP-OC-HEM corresponde a forma de hemi-hidrato.

Figura 18. Andlise térmica por DSC da (A) NVP-MP, (B) NVP-OC-HEM e (C)
NVP-OC-ANI.
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Figura 19.Anélise térmica por DSC e TG/DTG da amostra NVP-OC-HEM.
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Cristais ocos na forma cristalina hemi-hidrato foram obtidos
através do método antisolvente. A desidratacdo por aguecimento, dos
ocos hemi-hidratos produz a forma cristalina anidra mantendo a forma
dos cristais.As técnicas de DRX, DSC e TG podem diferenciar
claramente a forma hemi-hidrato da forma anidra. Entretanto, as
espectroscopias Raman e IV ndo séo especificas para identificar as
formas anidra e hemi-hidrato da NVP. As imagens por MEV confirmam
a morfologia tipo oca das amostras obtidas.

5.1.3 Dissolucdo, solubilidade e classificacdo no SCB

Apos caracterizacdo do estado sélido foi realizado o perfil de
dissolu¢do das amostras de NVP-OC-HEM e NVP-OC-ANI, em HCI
0,1 M, com o objetivo de investigar se a morfologia destes cristais
apresentaria vantagem no perfil de dissolucdo em relagdo & matéria-
prima (NVP-MP). Na figura 20, observa-se um aumento significativo no
perfil de dissolucdo para os cristais ocos. As amostras NVP-OC-HEM e
NVP-OC-ANI apresentaram percentual de dissolucéo superior a 90%
em 30 min, enquanto para a NVP-MP esse percentual foi de 70% no
mesmo intervalo de tempo. Ainda é possivel verificar que entre as
amostras de cristais ocos, a NVP-OC-ANI apresentou um valor
percentual dissolvido superior a NVP-CO-HEM.

Figura 20. Comparacdo entre os perfis de dissolu¢do da (A) NVP-MP, (B)
NVP-OC-HEM e (C) NVP-OC-ANI em meio HCI 0,1 N.
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Com base nestes resultados e com a informacéo de que a NVP-
OC-ANI apresenta-se 99% dissolvida em 30 min, considerou-se
extremamente relevante classificar os cristais ocos no SCB. Assim
foram realizados os experimentos de dissolucdo, solubilidade e
permeabilidade conforme os pardmetros descritos no guia para inddstria
do FDA (2000), usado para classificar os farmacos no SCB.

De acordo com o SCB, para ser classificado como dissolugédo
rapida, o farmaco deve dissolver ndo menos de 85% da dose (200 mg
para o caso da NVP) em 30 min, e em meios com pH 1,2; pH 4,5 e pH
6,8.

O perfil de dissolucédo em pH 1,2, comparando a NVP-MP com a
amostra NVP-OC-ANI, é mostrado na Figura 21. Observa-se que a
amostra NVP-OC-ANI apresentou mudangas significativas no perfil de
dissolucdo em relacdo a NVP-MP. Em 30 min a matéria-prima
apresentou 81,4% de percentual dissolvido, enquanto para a amostra de
cristais ocos esse valor foi de 99% no mesmo intervalo de tempo.
Através da extrapolacdo dos pontos no grafico apresentado na Figura 21,
verifica-se que a NVP-OC-ANI apresenta 85% de dissolucdo em 18
minutos, enquanto que, para a NVP-MP esse valor somente é obtido em
torno de 40 minutos. Desta forma, em pH 1,2 a amostra de cristais 0cos
é classificada como de dissolugéo rapida no SCB.

Figura 21. Comparacéo dos perfis de dissolu¢cdo em pH 1,2 da (A) NVP-MP e
(B) NVP-OC-ANI.
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Os perfis de dissolugdo para a NVP-MP e NVP-OC-ANI em pH
4,5 estdo apresentados na Figura 22. Observa-se que ambas as amostras
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apresentaram baixa solubilidade, com percentual dissolvido inferior a
10% em 30 min. Em pH 4,5 a amostra de cristais ocos ndo apresentou
vantagem com relagdo a matéria-prima, e ndo pode ser considerada de
dissolucao rapida, conforme os critérios do SCB.

Figura 22. Comparacdo dos perfis de dissolucdo em pH 4,5 da (A) NVP-MP e
(B) NVP-OC-ANI.
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Os perfis de dissolugdo para a NVP-MP e NVP-OC-ANI em pH
6,8 estdo apresentados na Figura 23, e sdo semelhantes aos perfis em pH
4,5. A amostra de cristais ocos também nédo apresentou vantagem sobre
a matéria-prima nesse pH. Assim, em meio pH 6,8 a amostra nédo
atingiu o critério do SCB para a classificacdo como dissolu¢do rapida.
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Figura 23. Comparacdo dos perfis de dissolu¢do em pH 6,8 da (A) NVP-MP e
(B) NVP-OC-ANI.
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A eficiéncia de dissolucdo (ED) das amostras estdo apresentadas
na Tabela 3. A NVP-OC-ANI apresentou uma melhor ED em relacéo a
NVP-MP em pH 1,2. J4 em pH 4,5 e em pH 6,8 ndo houve diferenca
significativa na ED (%) entre as amostras. A Figura 24 mostra o gréfico
comparativo entre as ED (%) das amostras em diferentes pHs. A NVP é
uma base fraca e, portanto, apresenta diminuicdo da solubilidade com o
aumento do pH, o que justifica a baixa ED do farmaco em pHs acima de
3.

Tabela 3. Eficiéncia de dissolu¢do (%) com desvio padrdo da NVP-MP e da
NVP-OC-ANlempH 1,2;45¢6,8.

Eficiéncia de dissolucao (%)
pH 1,2 45 6,8
NVP-MP 86+2 201 20+1
NVP-OC-ANI 95+1 21+1 20+1
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Figura 24. Gréfico comparativo da eficiéncia de dissolucéo (%) entre (A) NVP-
MP e (B) NVP-OC-ANI.
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Apos as analises dos perfis de dissolucdo nos diferentes pHs,
conclui-se que a amostra NVP-OC-ANI continuou sendo classificada
como pertencente & classe Il , devido ao seu baixo desempenho de
dissolucdo em pH 4,5 e em pH 6,8. Entretanto, em pH 1,2, a amostra
apresentou um incremento de 9% na ED em relagdo a matéria-prima.
Portanto, conclui-se que a a morfologia dos cristais ocos é responsavel
pelo incremento de dissolucéo, ja que se trata do mesmo polimorfo da
matéria-prima (anidro).

A solubilidade das amostras de NVP-OC-ANI e de NVP-MP em
pH 1,2; 2,8; 4,5; 6,8 e 7,5 foram avaliadas para os ensaios do SCB. De
acordo com o SCB, para o farmaco ser classificado como alta
solubilidade uma dose do farmaco (200 mg para NVP) deve ser solUvel
em 250 mL de meio em, pelo menos, cinco diferentes pHs na faixa de
pH de 1,2 a 7,5. A Figura 25 mostra o grafico da solubilidade da NVP-
OC-ANI em funcdo de diferentes pHs e tempos de coleta. Ndo houve
diferenca significativa nos valores da concentragdo entre os tempos de
24 e 48h. Assim, o ensaio de solubilidade da NVP-OC-ANI pode ser
realizado em 24h.
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Figura 25. Solubilidade da NVP-OC-ANI em funcdo do pH em diferentes
tempos.
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A comparagéo da solubilidade entre os cristais ocos e a matéria-
prima esta apresentada na Figura 26. O grafico mostra que tanto a
NVP-MP como os cristais ocos apresentaram solubilidades dependentes
do pH; ocorre reducéo da solubilidade com o aumento do pH. A amostra
NVP-OC-ANI apresentou vantagem na solubilidade em relacdo a NVP-
MP em pH é&cido. Pelo SCB a amostra deveria ter solubilidade de, no
minimo, 0,8 mg/mL (200 mg de dose / 250mL de meio) em cada pH
para ser classificada como de alta solubilidade. Em pH 1,2 obteve-se
uma concentracdo maior que o minimo, entretanto, nos outros pHs a
concentracdo minima ndo foi atingida. Assim a amostra de cristais ocos
foi classificada como de classe Il segundo o SCB.

Figura 26. Solubilidade em funcdo do pH da (A) NVP-MP e (B) NVP-OC-ANI
em 24h.
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A forma s6lida das amostras apds o ensaio de solubilidade foi
verificada por DRX e DSC. Nenhuma amostra apresentou altera¢do no
DRX e no DSC, mostrando que ndo houve transi¢cdo de fase durante o
ensaio.

Em relacdo a classificacdo da permeabilidade, segundo os
critérios do SCB adotado pelo FDA, um farmaco é considerado com alta
permeabilidade se apresentar, no minimo, 90% de absorcao oral da dose
administrada. Esse dado pode ser obtido pela determinacdo direta da
transferéncia de massa através da membrana intestinal humana (perfusao
in vivo), ou, indiretamente, através da fracdo da dose absorvida em
experimentos de farmacocinética em humanos. Adicionalmente, o guia
do FDA indica que € possivel aplicar outros métodos, inclusive métodos
in vitro para determinar a permeabilidade intestinal. Entre eles,
encontra-se 0 modelo de permeabilidade com células Caco-2,
empregado neste estudo para avaliagdo da permeabilidade da amostra
NVP-OC-ANI. Durante todo o experimento o fArmaco encontra-se em
solucdo, e por isso ndo ha a necessidade da comparacdo das diferentes
formas cristalinas. Os coeficientes de permeabilidade aparente (P,
x10 cm/s) obtidos em estudos bidirecionais estdo na Tabela 4.

Tabela 4. Coeficientes de permeabilidade aparente (Papp, x10™° cm/s) obtidos
em estudos bidirecionais para as concentragdes 7,5, 75 e 750 micromolar.

| 7,5 UM | 75 UM | 750 pM |

AB BA Efluxo| AB BA Efluxo | AB BA Efluxo
838 883 105 |792 848 1,07 |7,72 8,88 1,15
0,32 0,91 0,59 0,95 0,93 1,10

Papp

DP

Os dados obtidos revelaram um perfil de alta permeabilidade
aparente para a NVP, de acordo com valores da literatura e da validacéo
interna deste ensaio para farmacos classe | e Il (KRATZ et al., 2011,
TAKAGI et al., 2006). Coeficientes de permeabilidade aparente >1x10
Scm/s estdo correlacionados com alta absorcdo (ARTURSSON;
KARLSSON, 1991), possibilitando, assim, a classificagdo
biofarmacéutica (FDA, 2000).

Adicionalmente, o transporte do farmaco através da membrana
parece ser passivo, visto que os valores de efluxo (Pap sa / Papp aB)
foram proximos de 1, e a quantidade total de farmaco transportada foi
linear segundo a dose (Figura 27).
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Figura 27. Gréficos da permeabilidade da NVP em sentido bidirecional, em
diferentes concentragdes.
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Os resultados das analises para a classificacdo no SCB estdo
resumidos na Tabela 5, e foram comparados as classes | e 1. A amostra
NVP-OC-ANI manteve-se na classe Il devido a sua baixa solubilidade
em pH 2,8, 4,5 6,8 e 7,5. A permeabilidade dos cristais ocos foi
considerada alta, o que vai de encontro a classificacdo do farmaco. Os
perfis de dissolucdo ndo alcancaram a classificagdo de dissolucéo rapida,
por ndo atenderem aos parametros em pH 4,5 e 6,8. Entretanto, em pH
1,2, observou-se que 0s cristais ocos alcan¢aram uma dissolugéo répida,
0 que ndo aconteceu com a matéria-prima. Bases fracas pouco soluveis,
como a NVP, apresentam uma velocidade de dissolu¢cdo muito lenta no
intestino e, portanto, ¢ de grande importancia que se dissolvam
rapidamente no estdmago (TSUME et al., 2014).

A amostra de cristais ocos, identificada como classe Il de acordo
com o SCB, mostrou um significativo aumento no percentual dissolvido
em pH 1,2 e por isso pode apresentar caracteristicas promissoras in vivo.

Assim, pode-se concluir que a mudanca na morfologia para
cristais ocos é responsavel pelo incremento na dissolucdo em relacéo a
matéria-prima em pH 1.2. No entanto, estudos in vivo em modelos
animais sdo necessarios e poderiam demonstrar se 0 aumento na
velocidade de dissolucdo em pH acido impactaria de forma significativa
na biodisponibilidade do farmaco.
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Tabela 5. Resumo da avaliagdo da NVP-MP e a NVP-OC-ANI no SCB
comparando com a classe | e 11 (FDA, 2000).

Solubilidade
Dissolver 1 dose (NVP=200mg) em 250 mL de meio aquoso na faixa de pH de 1 a 7,5
Classe BCS pH12 | pH28 | pH45 [ pH68 [ pH75
I X | x ] X [ x 1 X Alta solubilidade
1 N&o se dissolveu em um ou mais pHs Baixa solubilidade
NVP-MP X Baixa solubilidade
NVP-OC-ANI X Baixa solubilidade

Permeabilidade

90% ou mais da dose administrada deve ser absorvida

Classe BCS
| X Alta permeabilidade
1l X Alta permeabilidade
NVP-MP X (LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004) Alta permeabilidade
NVP-OC-ANI X Alta permeabilidade
Dissolucéo

Dissolugéo rapida: quando ndo menos que 85% da dose de dissolva dentro de 30 min.
Em meio aquoso pH: 1,2, 45¢ 6,8

Classe BCS pH12 [ pH45 | pH68
I X ] X | X Dissolugéo rapida
1 N&o atingir 85% em 1 ou mais pHs N&o réapida
NVP-MP [ [ [ N&o répida
NVP-OC-ANI X | | Né&o rapida
5.3 Cocristais

A cocristalizagdo constitui-se em uma modificagdo sélida para
melhorar as propriedades fisico-quimicas de farmacos, e pode ser uma
alternativa vidvel para a indlstria farmacéutica (RAUBER, 2013).
Diversas técnicas podem ser utilizadas para obter cocristais
farmacéuticos, e a moagem via mecanossintese apresenta-se como um
método promissor. Trata-se de um método eficaz e vantajoso que pode
ser aplicado em diversos tipos de sintese, minimizando a atual
dependéncia de solventes da inddstria farmacéutica. Apresenta, assim,
vantagens ambientais e menores custos, contribuindo com a
sustentabilidade do setor (JAMES et al., 2012).

Por essas razdes, e por ser uma técnica que possibilita a transposicdo
para a escala industrial, a mecanossintese foi o método escolhido para a
obtencdo dos cocristais de NVP. O screening das condi¢bes da moagem foi
realizado usando como variaveis o tipo de moinho, o uso em condi¢des a
seco ou com solventes, a propor¢do molar, os coformadores e o tempo de
moagem. Entre os coformadores escolhidos estdo a sacarina e o &cido
salicilico ja& reportados por CAIRA et al. (2012). Portanto, reproduzir os
cocristais de NVP com SAC e AS, ja reportados por CAIRA et al. (2012),
utilizando-se os moinhos de bola e jarros, assim como, avaliar a formagéo
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de crocristais puros e com maior rendimento foram os objetivos propostos.
Os demais coformadores (cafeina, ureia e teofilina) foram usados na
tentativa de obter novos cocristais da NVP com as metodologias propostas.
A Figura 28 mostra um diagrama de fluxo com as variaveis
usadas em cada moinho e a identificacdo e nimero de amostras obtidas
em cada método. A fim de determinar a formacdo de cocristais, as
amostras obtidas foram analisadas por DRX e DSC, e os resultados
foram analisados fazendo uma comparagéo entre as amostras preparadas
e 0s insumos iniciais (matéria-prima e coformadores). No caso dos
cocristais reportados foram calculados os padrdes de DRX com os dados
das estruturas cristalinas dos cocristais reportados e comparados com 0s
padrdes de DRX das amostras obtidas com os diferentes métodos.

Figura 28. Diagrama de fluxo mostrando o método, suas variaveis e 0 nimero
de amostras obtidas em cada método.
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5.3.1 Moinho de bolas (moagem a seco)

A relacdo das amostras obtidas, descrevendo sua identificacdo e
suas caracteristicas como o coformador, a proporcdo molar e 0 peso em
gramas do farmaco/coformador, estd demonstrada na Tabela 6. Todas as
amostras foram moidas por 3 horas. O tempo de 3 horas foi determinado
com base na avaliagdo da matéria-prima submetida a diversos tempos de
moagem. Neste tempo, a amostra (NVP-MP) apresentou um
alargamento dos picos quando comparado com a matéria-prima, mas
gue ndo se refere a amorfizagéo.

Tabela 6. Relagdo das amostras obtidas por moagem da NVP/coformador a
seco, descrevendo o nome da amostra, o coformador, a proporgdo molar e o
peso farmaco/coformador.

Nome amostra Coformador (n/n) Peso (g)
Molar farmaco/
coformador

NVP:AS-SEC-1:1 AS 1:1 1,65/0,85
NVP:AS-SEC-2:1 AS 2:1 1,99/0,51
NVP:CAF-SEC-1:1 CAF 1:1 1,45/1,05
NVP:CAF-SEC-2:1 CAF 2:1 1,83/0,67
NVP:SAC-SEC-1:1 SAC 1:1 1,48 /1,02
NVP:SAC-SEC-2:1 SAC 2:1 1,90/0,60
NVP:URE-SEC-1:1 URE 1:1 2,04/0,46
NVP:URE-SEC-2:1 URE 2:1 2,251/0,25

O DRX e DSC estdo apresentados na mesma sequéncia das
amostras indicadas na Tabela 6.

As andlises por DRX de pd das amostras mostrou uma
diminuicdo do dominio cristalino, apresentando picos alargados em
todas as amostras. Esse alargamento nas reflexdes dificulta uma analise
precisa dos dados experimentais em comparacdo com o0s padrdes
calculados.

A Figura 29 mostra a comparacdo dos padrdes de DRX de p6 das
amostras NVP:AS-SEC-1:1 e NVP:AS-SEC-2:1 com o padrdo de
difracdo calculado da NVP (MUl et al, 1992), do AS
(SUNDARALINGAM; JENSEN, 1965) e do cocristal reportado
NVP:AS 2:1 (CAIRA et al., 2012).
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Figura 29. Padrdes de difracdo de raio X de p6 das amostras NVP:AS-SEC-1:1
e NVP:AS-SEC-2:1 comparados com os padrfes calculados da nevirapina
(NVP), do acido salicilico (AS) e do cocristalreportado NVP:AS 2:1.

NVP:AS-SEC-1 1l l
NVP:AS-SEC-21

COCRISTAL
NVP:AS 2:1

AS

NVP

L L 1 R L L 1 L 1 L 1 L 1
5 10 15 20 25 30 35

2 0 (graus)

As amostras apresentaram padroes de DRX comparveis,
diferenciando-se por uma Unica reflexdo em cada amostra. Uma reflexéo
em 12° é observada na amostra de proporcao 1:1, enquanto na amostra
de proporcdo 2:1 esta reflexdo ocorre em 10° (26). Entretanto, as duas
reflexfes aparecem no cocristal reportado. Devido as reflexfes nédo
apresentarem uma boa resolucdo, ndo foi possivel obter um resultado
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conclusivo. No entanto, os resultados apresentados sugerem a formacéo
do cocristal reportado NVP:AS 2:1 para as duas estequiometrias
propostas. No caso da estequiometria 1:1, poderia existir um excesso de
AS que ndo pode ser completamente comprovada pela alta sobreposicdo
das reflexfes e aumento da largura dos picos.

O DSC das amostras NVP:AS-SEC-1:1 e NVP:AS-SEC-2:1, em
comparacgdo com 0 AS e a NVP-MP, estdo apresentados na Figura 30. A
amostra de propor¢do 1:1 apresentou trés endotermas, em 127,87 °C,
200,47 °C e 238,49 °C, e a amostra de propor¢do 2:1 apresentou duas
endotermas, em 201,20 °C e 238,78 °C. O cocristal de NVP:AS 2:1
reportado por CAIRA et al. (2012) apresenta ponto de fusdo em 203 °C.
As duas amostras apresentaram endotermas muito proximas ao cocristal
reportado. Assim, pode-se sugerir, pelas analises de DRX e DSC, que
houve a formacdo do cocristal reportado, porém, com coformador e
farmaco que néo reagiram.

Figura 30. DSC das amostras NVP:AS-SEC-1:1 e NVP:AS-SEC-2:1
comparadas com a nevirapina matéria-prima (NVP-MP), o &cido salicilico (AS)
e a mistura fisica NVP:AS.
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Os padroes de DRX de pd das amostras que possuem a CAF
como coformador estdo apresentados na Figura 31. Observa-se a
comparagdo entre os padrdes de DRX de pd das amostras NVP:CAF-
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SEC-1:1 e NVP:CAF-SEC-2:1 com o padrédo de difracdo calculado da
NVP (MUI et al., 1992) e da CAF (DEROLLEZ et al., 2005). As duas
amostras mostraram resultados muito semelhantes, apresentando as
reflexdes correspondentes a NVP-MP, e as reflexdes da CAF,
localizadas em 12° e 26° (2theta), principalmente. Conclui-se que nédo
houve a formacéo de cocristais para essas amostras.

Figura 31. Padrdes de difracdo de raio X de pé das amostras NVP:CAF-SEC-
1:1 e NVP:CAF-SEC-2:1 comparados com os padrdes calculados da nevirapina
(NVP) e da cafeina (CAF).
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As andlises por DSC das amostras foram realizadas e comparadas
com a NVP-MP e o coformador CAF e podem ser observadas na Figura
32. As duas amostras mostraram resultados semelhantes, apresentando
somente uma endoterma para a amostra de proporcéo 1:1, em 198,82 °C,
e para a amostra de propor¢do 2:1 a endoterma ocorreu em 198,19 °C.
Apesar de se obter apenas uma endoterma em uma temperatura diferente
da matéria-prima e do coformador, ndo pode-se concluir que houve
formacdo de cocristal através da moagem, pois na anélise por DRX foi
identificado como uma mistura a temperatura ambiente. Quando apenas
uma mistura fisica da matéria-prima e do coformador foi analisada por
DSC, obteve-se uma endoterma em 199,61 °C, muito préxima do valor
das amostras. Esses resultados sugerem que a temperatura poderia estar
facilitando a formag&o de uma nova fase ou forma cristalina. Entretanto,
estudos futuros serdo realizados para verificar o efeito da temperatura na
formac&o do cocristal.
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Figura 32. DSC das amostras NVP:CAF-SEC-1:1 e NVP:CAF-SEC-2:1
comparadas com a nevirapina matéria-prima (NVP-MP), a cafeina (CAF) e a
mistura fisica NVP:CAF.
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As amostras que tinham a SAC como coformador apresentaram
resultados positivos para a formacdo de cocristal. A amostra na
proporcao 1:1 formou cocristal, mas apresentou excesso de coformador,
enquanto a amostra na propor¢do 2:1 formou cocristal puro. Esses
resultados podem ser observados pelas analises por DRX, que estdo
apresentadas na Figura 33, onde se observa a comparacdo dos padrfes
de DRX de pé das amostras NVP:SAC-SEC-1:1 e NVP:SAC-SEC-2:1
com o padrdo de difracdo calculado da NVP (MUI et al., 1992), da SAC
(BART, 1968) e do cocristal NVP:SAC 2:1 (CAIRA et al., 2012). A
amostra na proporcao 1:1 apresentou reflex6es que correspondem ao
cocristal reportado, como as reflexdes proximas a 7°, 13°, 14°, 22° e 24°
(2theta), e também apresentou reflexdes que correspondem a SAC,
como as reflexdes proximas a 15°, 16°, 19°, 21° e 25° (2theta). J& a
amostra de propor¢do 2:1 apresentou reflexGes compativeis com as
reflexfes do cocristal reportado, como as reflexdes proximas a 7°, 13°,
140, 22° e 24° (2theta) e ndo apresentou reflexdes referentes & SAC.



86
Figura 33. Padrdes de difracdo de raio X de pé das amostras NVP:SAC-SEC-

1:1 eNVP:SAC-SEC-2:1 comparados com os padrdes calculados da nevirapina
(NVP), da sacarina (SAC) e do cocristalreportado NVP:SAC 2:1.
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A andlise por DSC mostrou diferenca entre as amostras: a
amostra de proporcdo 1:1 apresentou duas endotermas, em 187,97 °C e
em 203,96 °C, enquanto a amostra 2:1 apresentou apenas uma
endoterma em 207,80 °C. A Figura 34 mostra a compara¢do por DSC
das amostras com a NVP-MP, o coformador SAC e a mistura fisica
entre eles. A mistura fisica apresentou picos muito préximos aos da
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amostra 1:1, em 191,41 °C e em 206,72 °C. O fato da amostra 1:1 ter
apresentado duas endotermas sugere excesso de coformador na amostra.
O cocristal reportado por CAIRA et al. (2012) (NVP:SAC 2:1)
apresentou fusdo em 223°. Esse deslocamento da endoterma de fuséo
das amostras, comparadas ao cocristal reportado, pode ser devido aos
efeitos da moagem provocados na desordem e diminui¢do dos dominios
cristalinos.

Figura 34. DSC das amostras NVP:SAC-SEC-1:1 e NVP:SAC-SEC-2:1
comparadas com a nevirapina matéria-prima (NVP-MP), a sacarina (SAC) e a
mistura fisica NVP:SAC.
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Na Figura 35 estd apresentada a comparagdo dos padrdes de
difracdo de raio X de pé das amostras NVP:URE-SEC-1:1 e NVP:URE-
SEC-2:1 com o padrdo de difracdo calculado da NVP (MUI et al., 1992)
e da URE (SKLAR; SENKO; POST, 1961). As amostras preparadas
com URE como coformador resultaram em uma mistura sem formagao
de cocristal. A andlise por DRX mostrou que as amostras tém um padrédo
de difracdo correspondente as reflexdes da NVP, incluindo reflexbes que
correspondem & URE, localizadas proximas a 22°, 24° e 29° (2theta). Na



88

amostra de proporcdo 1:1, observa-se maior destaque dessas reflexdes
na amostra, visto que a amostra contém mais URE que a amostra 2:1.

Figura 35. Padrdes de difracdo de raio X de p6 das amostras NVP:URE-SEC-
1:1 e NVP:URE-SEC-2:1 comparados com os padrdes calculados da nevirapina
(NVP) e da ureia (URE).
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O DSC das amostras contendo URE estdo apresentados na Figura
36, onde estd demonstrada a comparacdo por DSC das amostras
NVP:URE-SEC-1:1 e NVP:URE-SEC-2:1 com a NVP-MP, a URE e a
mistura fisica da NVP-MP com a URE. A amostra de proporcdo 1:1
apresentou trés endotermas, em 129,78 °C, 229,72 °C e 239,07 °C e a
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amostra na proporgdo 2:1 apresentou duas endotermas em 128,97 °C e
239,34 °C. Comparando esses resultados com as endotermas da NVP-
MP, da URE e da mistura fisica entre eles, observa-se que as
endotermas das amostras correspondem as endotermas da NVP-MP
(240,71 °C) e da URE (132,25 °C). Assim, tanto o resultado por DRX
como o de DSC sdo coincidentes, indicando que as amostras nédo
apresentam formacdo de um cocristal.

Figura 36. DSC das amostras NVP:URE-SEC-1:1 e NVP:URE-SEC-2:1
comparadas com a nevirapina matéria-prima (NVP-MP), a ureia (URE) e a
mistura fisica NVP:URE.
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Um resumo dos resultados das amostras moidas a seco, usando
0 moinho de bolas, esta apresentado na Tabela 7. As variaveis desse
método foram o coformador e a propor¢do molar. Para os coformadores
CAF e URE a variavel proporcdo molar ndo influenciou nos resultados e
as amostras que empregaram esses coformadores ndo formaram
cocristais em nenhuma das proporgdes. Para as amostras em que se
utilizou o AS e a SAC como coformador, verificou-se diferencas
conforme a proporgdo molar. As amostras com AS sugerem a formacéo
do cocristal 2:1, mas pode ser observado um excesso de coformador e de



90

farmaco que ndo reagiram. As amostras com SAC formaram cocristal
2:1 e na amostra de propor¢cdo molar 1:1 houve um excesso do
coformador.

Tabela 7. Resumo dos resultados das amostras produzidas a seco pelo moinho
de bolas.

Amostra DRX DSC Conclusao
Endotermas °C
NVP:AS-SEC-1:1 Cocristal+coformador 127,87, 200,47, 238,49 Cocristal+coformador
+ farmaco +farmaco

NVP:AS-SEC-2:1 Cocristal+farmaco 201,20, 238,78 Cocristal+ farmaco
NVP:CAF-SEC-1:1 Mistura 198,82 Mistura fisica
NVP:CAF-SEC-2:1 Mistura 198,19 Mistura fisica
NVP:SAC-SEC-1:1 Cocristal+coformador 187,97, 203,96 Cocristal+coformador
NVP:SAC-SEC-2:1 Cocristal 207,80 Cocristal
NVP:URE-SEC-1:1 Mistura 129,78, 229,71, 239,07 mistura fisica
NVP:URE-SEC-2:1 Mistura 128,97, 239,34 mistura fisica

5.3.2 Moinho de jarros (assistida por solvente)

Com a variacdo do coformador, do solvente, da propor¢do molar
e do tempo de moagem, foram obtidas 40 amostras utilizando o método
de moagem assistida por solvente no moinho de jarros. Na tabela 8 consta
a relagdo das amostras obtidas por moagem, sua identificacdo e as
variaveis empregadas.

Tabela 8. Relagdo das amostras obtidas por moagem da NVP/coformador
assistida por solvente, descrevendo o nome da amostra, o coformador, a
proporcdo molar, o solvente e o tempo de moagem.

Nome da amostra Coformador  n/n Solvente Tempo(h)
NVP:AS-MET-1:1-4h AS 1:1 Metanol 4
NVP:AS-MET-1:1-24h AS 1:1 Metanol 24
NVP:AS-MET-2:1-4h AS 2:1 Metanol 4
NVP:AS-MET-2:1-24h AS 2:1 Metanol 24
NVP:AS-CLO-1:1-4h AS 1:1 Cloroférmio 4
NVP:AS-CLO -1:1-24h AS 1:1 Cloroférmio 24
NVP:AS-CLO-2:1-4h AS 2:1 Cloroférmio 4
NVP:AS-CLO-2:1-24h AS 2:1 Cloroférmio 24
NVP:CAF-MET-1:1-4h CAF 1:1 Metanol 4
NVP:CAF-MET-1:1-24h CAF 1:1 Metanol 24
NVP:CAF-MET-2:1-4h CAF 2:1 Metanol 4
NVP:CAF-MET-2:1-24h CAF 2:1 Metanol 24
NVP:CAF-CLO-1:1-4h CAF 1:1 Cloroférmio 4

NVP:CAF-CLO -1:1-24h CAF 1:1 Cloroférmio 24
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NVP:CAF-CLO-2:1-4h CAF 2:1 Cloroférmio 4
NVP:CAF-CLO-2:1-24h CAF 2:1 Cloroférmio 24
NVP:SAC-MET-1:1-4h SAC 1:1 Metanol 4
NVP:SAC-MET-1:1-24h SAC 1:1 Metanol 24
NVP:SAC-MET-2:1-4h SAC 2:1 Metanol 4
NVP:SAC-MET-2:1-24h SAC 2:1 Metanol 24
NVP:SAC-CLO-1:1-4h SAC 1:1 Cloroférmio 4
NVP:SAC-CLO -1:1-24h SAC 1:1 Cloroférmio 24
NVP:SAC-CLO-2:1-4h SAC 2:1 Cloroférmio 4
NVP:SAC-CLO-2:1-24h SAC 2:1 Cloroférmio 24
NVP:TEO-MET-1:1-4h TEO 1:1 Metanol 4
NVP:TEO-MET-1:1-24h TEO 1:1 Metanol 24
NVP:TEO-MET-2:1-4h TEO 2:1 Metanol 4
NVP:TEO-MET-2:1-24h TEO 2:1 Metanol 24
NVP:TEO-CLO-1:1-4h TEO 1:1 Cloroférmio 4
NVP:TEO-CLO -1:1-24h TEO 1:1 Cloroférmio 24
NVP:TEO-CLO-2:1-4h TEO 2:1 Cloroférmio 4
NVP:TEO-CLO-2:1-24h TEO 2:1 Cloroférmio 24
NVP:URE-MET-1:1-4h URE 1:1 Metanol 4
NVP:URE-MET-1:1-24h URE 1:1 Metanol 24
NVP:URE-MET-2:1-4h URE 2:1 Metanol 4
NVP:URE-MET-2:1-24h URE 2:1 Metanol 24
NVP:URE-CLO-1:1-4h URE 1:1 Cloroférmio 4
NVP:URE-CLO -1:1-24h URE 1:1 Cloroférmio 24
NVP:URE-CLO-2:1-4h URE 2:1 Cloroférmio 4
NVP:URE-CLO-2:1-24h URE 2:1 Cloroférmio 24

A moagem assistida por solvente influenciou na ordem cristalina
das amostras, ja que se apresentaram mais cristalinas quando
comparadas com as amostras moidas a seco. Cada amostra foi analisada
por DRX e DSC, mas para facilitar a comprensao e analise, apenas 0s
principais resultados de cada coformador serdo exibidos. Os padrdes de
DRX das outras amostras podem ser encontrados no Apéndice desta
dissertacao.

A Figura 37 mostra a comparacdo dos padrdes de DRX de p6 das
amostras NVP:AS-MET-1:1-4h e NVP:AS-MET-2:1-4h com o padréo
de difracdo calculado da NVP (MUI et al, 1992), do AS
(SUNDARALINGAM; JENSEN, 1965) e do cocristal reportado
NVP:AS 2:1 (CAIRA et al., 2012).

A andlise da amostra de proporcdo 1:1 apresenta reflexdes
coincidentes ao cocristal reportado localizadas em 7,5°, 12,5°, 16,5°
(2theta), e reflexdes coincidentes ao coformador, localizadas em 11° e
17,5° (2theta). Apresenta, também, reflexdes que ndo coincidem com as
demais, localizadas em 14°, 15° 16° 18,5°, 27,5° 28,5° (2theta),
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sugestivo de uma nova forma cristalina. Entretanto, para maior preciséo
e confiabilidade, ha a necessidade de realizacdo de outras anélises,
principalmente por difracdo de raio X de monocristal, que requer, por
sua vez, a obtencdo de um monocristal para a determinagédo da estrutura
cristalina.

A amostra de proporcdo 2:1 apresentou reflexdes correspondentes
ao cocristal reportado, localizadas em 7,5°, 9,5°, 12,5° (2theta), reflexdes
coincidentes com a NVP, localizadas em 13°, 13,5° 199 21° 255°
(2theta) e reflexdes que ndo coincidentes, localizadas em 12°, 14°, 16°,
22,5° (2theta). Essa amostra pode conter uma mistura de uma nova fase
cristalina com a NVP-MP. A amostra 2:1, em comparagdo com a
amostra 1:1, apresentou reflexdes referentes a NVP, indicando presencga
de ingredientes iniciais que ndo reagiram. Como indicado para a amostra
anterior, mais analises seriam necessarias para um parecer conclusivo.

O tempo de moagem ndo influenciou nos resultados, uma vez que
0 mesmo padrdo de DRX foi observado tanto em 4 h quanto em 24 h.

A mudanca de solvente gerou diferentes padrdes de DRX
somente entre as amostras 2:1. A Figura 38 mostra os padres de DRX
das amostras NVP:AS-CLOR-1:1-24h e NVP:AS-CLOR-2:1-24h com o
padrdo de difracdo calculado da NVP (MUI et al.,, 1992), do AS
(SUNDARALINGAM; JENSEN, 1965) e do cocristal reportado
NVP:AS 2:1 (CAIRA et al., 2012). A amostra NVP:AS-CLOR-1:1-24h
apresentou 0 mesmo padrdo de DRX da amostra NVP:AS-MET-1:1-4h,
e a descricdo do resultado da amostra com metanol € a mesma para
aquela amostra, podendo se tratar de uma nova forma cristalina. A
amostra NVP:AS-CLOR-2:1-24h apresentou reflexdes que coincidem
com o cocristal reportado, localizadas em 7°, 12,5°. 16,5°, 26,5° (2theta),
reflexdes que coincidem com a NVP, localizadas em 19°, 23°, 24°
(2theta) e reflexBes ndo coincidentes, localizadas em 14°, 16°, 20°, 22,5°
(2theta), sugerindo também tratar-se de uma nova forma cristalina.

As amostras preparadas com AS como coformador podem ter
formado um novo polimorfo do cocristal diferente do reportado e/ou um
novo cocristal. Nas amostras 2:1, nota-se maior nimero de reflexdes,
indicando que ha NVP que ndo reagiu.
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Figura 37. PadrBes de difracdo de raio X de pé das amostras NVP:AS-MET-

1:1-4h e NVP:AS-MET-2:1-4h comparados com os padrdes calculados da
nevirapina (NVP), da sacarina (SAC) e do cocristalreportado NVP:SAC 2:1.
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Figura 38. Padrdes de difracdo de raio X de p6 das amostras NVP:AS-CLOR-
1:1-24h e NVP:AS-CLOR-2:1-24h comparados com os padrdes calculados da
nevirapina (NVP), da sacarina (SAC) e do cocristal NVP:SAC 2:1 reportado.
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A comparacdo entre os resultados de DSC das amostras NVP:AS-
MET-1:1-4h e NVP:AS-MET-2:1-4h, comparadas com a NVP-MP, o
AS e a mistura fisica NVP:AS, estdo apresentados na Figura 39. A
amostra de proporcdo 1:1 apresentou trés endotermas, em 124,21 °C,
200,65 °C e 235,00 °C, e a amostra de proporcdo 2:1 apresentou duas
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endotermas, em 201,20 °C e 238,74 °C. A amostra 1:1 se diferencia da
2:1 pela endoterma em 124,21°C, sugestivo de uma maior quantidade do
coformador na amostra. Por DRX as amostras indicaram a possibilidade
de uma nova forma cristalina, mas outras analises sdo necessarias para
uma melhor conclusdo. Curvas muito semelhantes foram obitidas por
DSC para as amostras NVP:AS-CLOR-1:1-24h e NVP:AS-CLOR-2:1-
24 h. A comparagdo com as curvas obtidas para NVP-MP, AS e mistura
fisica estdo apresentadas na figura 40. A amostra 1:1 apresentou trés
endotermas, em 127,71 °C, 201,65 °C e 240,07 °C, e a amostra 2:1
apresentou duas endotermas, em 200,68 °C e 240,26 °C.

Figura 39. DSC das amostras NVP:AS-MET-1:1-4h24h e NVP:AS-MET-2:1-
4h comparadas com a nevirapina matéria-prima (NVP-MP), o &cido salicilico
(AS) e a mistura fisica NVP:AS.

DSC
mw NVP:AS MISTURA

1m\/
l _ NVP:AS-MET-2:1-4h 201,23 241,02
endo W\_/v
NVP:AS-MET-1:1-4h 201,20 238,74
124,21 ﬂ\/
AS 200,65 235,00

w

156,47

240,71

T T T T T T L T i 1
50 100 150 200 250 300
Temp. (°C)
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Figura 40. DSC das amostras NVP:AS-CLOR-1:1-24h e NVP:AS-CLOR-2:1-
24h comparadas com a nevirapina matéria-prima (NVP-MP), o 4cido salicilico
(AS) e a mistura fisica NVP:AS.

DSC
mw _NVP:AS MISTURA

i NVP:AS-CLOR-2:1-24h 201,23 241,02

endo Ww
200,68 240,26

NVP:AS-CLOR-1:1-24h

127,71
' 201,65 240,07

AS

156,47

240,71

¥ T e T L) T s T < 1
50 100 150 200 250 300
Temp. (°C)

As amostras que foram preparadas com cafeina como coformador
ndo resultaram em cocristais. Todas as amostras apresentaram 0 mesmo
resultado nas analises por DRX, e as variaveis tempo, solvente e
proporcdo molar ndo mostraram resultados diferenciados. Todos
resultaram em uma mistura de NVP com CAF. Na Figura 41 observa-se
a comparacdo entre os padrGes de difracdo das amostras NVP:CAF-
MET-11-24h e NVP:CAF-MET-21-24h com o padrdo calculado da
NVP (MUI et al.,, 1992) e da CAF (DEROLLEZ et al., 2005). Os
padroes de difracdo das duas amostras apresentaram reflexdes
correspondentes a NVP e reflexfes localizadas em 12°, 24°, 26° e 29°
(2theta), correspondentes & CAF. Os demais padrfes de DRX das
amostras com o coformador cafeina encontram-se no Apéndice desta
dissertacao.
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Figura 41. Padr8es de difracdo de raio X de pé das amostras NVP:CAF-MET-
1:1-24h e NVP:CAF-MET-2:1-24h comparados com os padrdes calculados da
nevirapina (NVP) e da cafeina (CAF).

NVP:CAF-MET-11-24h

N L

NVP:CAF-MET-21-24h

JJ v

CAF
JL PR | =
NVP
L " 1 " 1 " 1 L 1 " 1 L ]
5 10 15 20 25 30 35
2 0 (graus)

A andlise por DSC resultou em uma endoterma em 198,01 °C
para a amostra NVP:CAF-MET-11-24h e uma endoterma em 197,94 °C
para a amostra NVP:CAF-MET-21-24h. Esses resultados estdo
demonstrados na Figura 42 em comparag¢do com a NVP-MP, a CAF e a
mistura fisica NVP:CAF. O ponto de fusdo das amostras ndo
correspondeu aos pontos de fusdo da NVP e CAF, mas foi muito
préximo ao ponto de fusdo da mistura fisica NVP:CAF, em 199,61 °C.
No entanto, a analise por DRX ndo evidencia a formacé&o de cocristal.
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Figura 42. DSC das amostras NVP:CAF-MET-1:1-24h e NVP:CAF-MET-2:1-
24h comparadas com a nevirapina matéria-prima (NVP-MP), a cafeina (CAF) e
a mistura fisica NVP:CAF.

DSC
mW  NVP:CAF MISTURA

151,69
l \ﬁVP:CAF-MET-211-24h 199,61
endo T\/—/—\/—
wVP:CAF-METJ :1-24h 197,94

CAF V;m
\NVP \\{‘/\f—;

233,76

240,71

v T ¥ T T T ¥ r 1
50 100 150 200 250 300
Temp. (°C)

Na Figura 43 estdo apresentados os padrdes de DRX das amostras
NVP:SAC-MET-1:1-4h e NVP:SAC-MET-1:1-4h comparadas com o
padrdo calculado da NVP (MUI et al., 1992), da SAC (BART, 1968) e
do cocristal NVP:SAC 2:1 (CAIRA et al, 2012). As amostras
mostraram diferentes padrfes de difracdo. A amostra de proporcdo 1:1
apresentou as reflexdes do cocristal reportado, localizadas na regiao
proxima a 7°, 12°, 14°, 22° e 26° (2theta), e reflexdes do coformador,
localizadas proximas a 16°, 19°, 24° e 25° (2theta). Ja a amostra de
proporgdo 2:1 apresentou as reflexdes do cocristal e ndo apresentou
reflexdes do coformador. Assim, conclui-se que houve a formagdo do
cocristal 2:1 nas duas amostras, sendo que na amostra de proporcéo 1:1
além do cocristal, ha um excesso do coformador SAC. Nenhuma
diferenca foi demonstrada nos resultados com a variagdo do tempo,
indicando que o cocristal pode ser obtido em 4h. Os solventes utilizados
também nédo influenciaram na obtencdo do cocristal, uma vez que, o
mesmo resultado foi obtido com metanol e cloroférmio. Os demais
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padrdes de DRX das amostras com o coformador SAC sdo encontrados
no Apéndice desta dissertacao.

Figura 43. Padr8es de difracdo de raio X de p6é das amostras NVP:SAC-MET-
1:1-4h eNVP:SAC-MET-1:1-4h comparadas com os padrfes calculados da
nevirapina (NVP), da sacarina (SAC) e do cocristalreportado NVP:SAC 2:1.

NVP:SAC-MET-11-4h \, ¢

\ ;
¢¥¢¢

NVP:SAC-MET-21-4h ¥
v
MUUAMW
COCRISTAL
NVP:SAC 2:1

SAC

NVP

L . 1 . 1 L 1 R 1 . 1 R ]
5 10 15 20 25 30 35

2 0 (graus)
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A andlise por DSC das amostras NVP:SAC-MET-1:1-4h e
NVP:SAC-MET-2:1-4h a compara¢do com a NVP-MP, a SAC e a
mistura fisica NVP:SAC estdo apresentadas na Figura 44. A amostra de
propor¢do 1:1 apresentou duas endotermas, em 187,49 °C e 204,83 °C, a
primeira endoterma pode indicar o excesso de coformador na amostra, ja
gue a amostra de proporgdo 2:1 apresentou apenas uma endoterma em
208,17 °C. O cocristal NVP:SAC 2:1 reportado apresenta fusdo em 223
°C (CAIRA et al., 2012). Como ja observado anteriormente, a diferenca
na fusdo pode ser justificada devido ao efeito da moagem na
cristalinidadas amostas.

Figura 44. DSC das amostras NVP:SAC-MET-1:1-4h e NVP:SAC-MET-2:1-4h
comparadas com a nevirapina matéria-prima (NVP-MP), a sacarina (SAC) e a
mistura fisica NVP:SAC.

DSC
mw  NVP:SAC MISTURA

\(NVP:SAC-MET-2:1-4h 190:685 208,30

endo
NVP:SAC-MET-1:1-4h U 208,17

SAC 187,49 \ 204,83

QVP ] {\/
225,58 V

T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300
Temp. (°C)

240,71

O padrdo de DRX das amostras NVP:URE-MET-1:1-24h e
NVP:URE-MET-2:1-24h, em comparacdo com o padrdo calculado da
NVP (MUI et al., 1992) e da URE (SKLAR; SENKO; POST, 1961),
estdo apresentados na Figura 45. A figura mostra que a diferenca da
propor¢do molar ndo influenciou no resultado, uma vez que as duas
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amostras apresentaram o0 mesmo padrdo de difracdo, com reflexdes
correspondentes a NVP e reflexfes correspondentes & URE localizadas
préximas a 22°, 25° e 29° (2theta). Os resultados mostram que nédo houve
a formacgdo de uma nova fase cristalina e que se trata de uma mistura da
NVP com a URE. As demais amostras usando a uréia como coformador
também ndo formaram cocristal, observam-se as mesmas reflexdes das
amostras na Figura 45. Os demais padrdes de DRX das amostras com o
coformador URE podem ser encontrados no Apéndice desta dissertacao.

Figura 45. Padres de difracdo de raio X de p6 das amostras NVP:URE-MET-
1:1-24h e NVP:URE-MET-2:1-24h comparados com os padrdes calculados da
nevirapina (NVP) e da ureia (URE).

NVP:URE-MET-11-24h

NVP:URE-MET-21-24h

'
o
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O DSC das amostras NVP:URE-MET-1:1-24h e NVP:URE-
MET-2:1-24h por DSC estdo apresentadas na Figura 46, sendo
comparadas com a NVP-MP, o coformador URE e a mistura fisica
NVP:URE. Ambas as amostras apresentaram duas endotermas com
valores muito proximos. A amostra na proporcdo 1:1 apresentou
endotermas em 128,18 °C e em 241,51 °C, e a amostra na proporcao 2:1,
em 128,27 °C e 242,22 °C, o que corresponde a URE (132,25 °C) e a
NVP-MP (240,71 °C), confirmando a ndo formacéo de cocristal.

Figura 46. DSC das amostras NVP:URE-MET-1:1-24h e NVP:URE-MET-2:1-
24h comparadas com a nevirapina matéria-prima (NVP-MP), a uréia (URE) e a
mistura fisica NVP:URE.

DSC
mw  NVP:URE MISTURA

131,33
¢ NVP:URE-MET-2:1-24h 234,30V | 241,75

128,27
endo
NVP:URE-MET-1:1-24h 242,22
128, 18
URE 241,51

|

u 132,25
240,71
T T T i T & T . T s 1
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O padrdo de DRX das amostras NVP:TEO-MET-1:1-24h e
NVP:TEO-MET-2:1-24h, comparados aos padrfes de difragdo
calculados da NVP (MUI et al., 1992) e da TEO (EBISUZAKI;
BOYLE; SMITH, 1997) estdo apresentados na Figura 47. As amostras
exibiram o mesmo padrdo de difracdo para as duas proporcdes,
apresentando reflexdes que correspondem a NVP e reflexdes que
correspondem a TEO localizadas proximas a 7°, 13°, 14° e 25° (2theta),
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0 que indica a ndo formacéo do cocristal. As demais amostras usando a
TEO néo apresentaram resultados diferentes, correspondendo, assim, a
uma mistura fisica da NVP-MP com a TEO. Os demais resultados de
DRX desse coformador podem ser encontrados no Apéndice desta
dissertacéo.

Figura 47. Padr8es de difragdo de raio X de pé das amostras NVP: TEO-MET-
1:1-24h e NVP:TEO-MET-2:1-24h comparados com os padrdes calculados da
nevirapina (NVP) e da teofilina (TEO).

NVP:TEO-MET:11-24h

:

" ) e A

NVP

L L 1 L L L 1 . 1 L 1 ) ]
5 10 15 20 25 30 35

2 0 (graus)

A Figura 48 mostra os resultados obtidos por DSC para as
amostras NVP:TEO-MET-1:1-24h e NVP:TEO-MET-2:1-24h em
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comparagdo com as curvas obtidas para a NVP-MP, a TEO e a mistura
fisica NVP:TEO. As amostras apresentaram duas endotermas. A
amostra de proporgdo molar 1:1 apresentou endotermas em 219,53 °C e
229,61 °C, a amostra de propor¢do molar 2:1, em 218,59 °C e 234,89 °C,
e a mistura fisica apresentou uma endoterma em 221,20 °C. As
endotermas ndo coincidiram com o coformador e o farmaco, mas a
primeira endoterma coincide com a mistura fisica. Assim conclui-se, em
conjunto com o resultado de DRX, que ndo houve a formacdo do
cocristal.

Figura 48. DSC das amostras NVP:TEO-MET-1:1-24h e NVP:TEO-MET-2:1-
24h comparadas com a nevirapina matéria-prima (NVP-MP), a teofilina (TEO)
e a mistura fisica NVP:TEO.

DSC
mW  NVP:TEO MISTURA

l NVP:TEO-MET-2:1-24h b 221,20

endo W
NVP:TEO-MET-1:1-24h 218,59 234,89
_— 219,53
\NVP H
uzee,w
240,71
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A Tabela 9 apresenta um resumo dos resultados obtidos pela
moagem assistida por solvente usando o moinho de jarros. As amostras
que utilizaram os coformadores CAF, URE e TEO ndo formaram
cocristais & temperatura ambiente. As amostras que empregaram a SAC
formaram cocristais de proporcdo molar 2:1, enquanto as amostras que
usaram AS resultaram em uma possivel formacdo de uma nova forma
cristalina, diferente do cocristal NVP:AS reportado por CAIRA et al.
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(2012). Analise atravésda difragdo de monocristal, precisa ser realizada
para uma melhor conclusdo com relacdo a este novo cocristal.

Tabela 9. Resumo dos resultados observados para asamostras moidas assistidas
por solvente, usando 0 moinho de jarros, separadas por coformador.

Coformador Forma sélida
a temperatura Ambiente
Ac. Salicilico Formacéo de um possivel novo cocristal

Cafeina Mistura fisica
Sacarina Formacéo de cocristal 2:1

Ureia Mistura fisica

Teofilina Mistura fisica

Uma comparacdo entre os resultados dos diferentes tipos de
moagem e suas variaveis esta apresentado na Tabela 10. A moagem a
seco produziu sélidos com baixo grau de pureza cristalina, com alta
estatica e maior perda no momento de recuperagcdo da amostra, 0 que
dificultaria seu escalomento industrial. N&o houve formacdo, a
temperatura ambiente, de novos cocristais com os coformadores CAF,
TEO e URE, mas com SAC e AS houve formacdo dos cocristais ja
reportados por CAIRA et al. (2012).

A moagem assistida por solvente mostrou-se mais interessante, ja
que os produtos foram mais cristalinos, com a possibilidade de formacéo
de novas formas cristalinas. O material obtido por essa técnica
possibilitou uma melhor recuperagdo da amostra, com menor perda e 0
processo pode ser mais eficiente em escala industrial. As amostras com
os coformadores CAF, URE e TEO ndo formaram cocristais a
temperatura ambiente. Com o coformador SAC foi obtido o cocristal
reportado, e com o coformador AS, formou-se um possivel novo
polimorfo do cocristal ou nova forma cristalina. Ha a necessidade de
outras analises para sua confirmagdo. Verificou-se que o tempo de
moagem nao influenciou nos resultados, obtendo-se 0 mesmo resultado
em 4h ou 24h. Em relacdo & proporcdo molar, diferentes resultados
foram obtidos para as diferentes proporcGes, com excecdo das amostras
que ndo formaram cocristais. O efeito do solvente, metanol e
cloroférmio, ndo foi determinante, ja que nédo influenciou na maioria dos
resultados, observou-se diferenca somente nas amostras com AS 2:1.
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Tabela 10. Comparagdo entre os resultados obtidos pelos dos diferentes
métodos de moagem e suas variaveis.

Moagem a seco

Variavel

Resultado

Coformador

AS e SAC: formacdo de cocristais ja reportados
CAF e URE: ndo houve formacdo de cocristais

Proporgao molar

AS e SAC: formagdo cocristal 2:1
CAF e URE: ndo houve formacao de cocristal

Ordem e pureza

Baixo, produto menos cristalino e presenca de

cristalina mistura fisica
Quantidade 2,5 g por lote, material com alta estatica e
maior perda no momento de recuperacao da
amostra.
Lote homogéneo
Moagem assistida por solvente
Variavel Resultado
Coformador AS: possibilidade de um novo polimorfo

SAC: formacao de cocristal ja reportado
CAF, URE e TEO: néo houve formacéo de
cocristal

Proporgdo molar

AS: diferentes resultados em 1:1 e 2:1
SAC: diferentes resultados em 1:1 e 2:1
CAF, URE e TEO: néo houve formacéo de
cocristal

Tempo moagem

Nao influenciou, podendo ser obtido em 4h

Solvente

AS: diferentes resultados para CLOR e MET
somente nas amostras 2:1
Demais coformadores:solvente ndo influenciou

Ordem e pureza
cristalina

Alto, produto mais cristalino. Possiveis formas
cristalinas novas

Quantidade

3g por lote, produto sem problemas de estética,
com uma recuperagdo com menor perda.
Processo mais facilmente escalonavel. Lote
homogéneo.
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6 CONCLUSOES

O método de cristalizacdo antissolvente possibilitou a obtencdo de
cristais ocos de NVP. Estes apresentaram a estrutura cristalina hemi-
hidrato. A forma cristalina anidra foi obtida por aguecimento,
resultando na mesma forma cristalina da matéria-prima inicial.

Os cristais ocos de NVP na forma anidra produziram um aumento
significativo do perfil e eficiéncia de dissolucdo quando comparados a
matéria-prima inicial. Estes resultados abrem uma perspectiva de
melhoria na biodisponibilidade do farmaco com a morfologia tipo oco.

Os cristais ocos de NVP mantiveram-se na Classe Il no SCB, pois ndo
alcancaram a alta solubilidade requerida em todos os pH, assim como
os perfis de dissolugdo em pH 4,5 e 6,8 também ndo alcancaram a
dissolucdo rapida. Porém, em pH 1,2, os cristais ocos foram
classificados como dissolucdo rapida, o que ndo acontece com a
matéria-prima.

Cocristais foram formados com os coformadores AS e SAC. Foram
obtidos os cocristais j& reportados, na proporcdo 2:1, e houve a
formacdo de um possivel novo polimorfo do cocristal NVP:AS.
Porém, é necessaria a realizacdo de outras andlises para uma
confirmagdo mais precisa.

A mecanossintese via moagem a seco ou assistida por solvente,
apresentou-se como um processo Vidvel para a preparacdo de
cocristais. A moagem via Umida apresentou os melhores resultados
com respeito ao grau de pureza da forma cristalina formada.

A metodologia de producéo de cocristais via mecanossintese usando
moinhos, tem a vantagem de usar nenhuma ou pequena quantidade de
solvente, e mostrou-se promissora para a producdao em grande escala e
aplicabilidade industrial.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Realizar estudos in vivo em modelos animais, testando a
biodisponibilidade dos cristais ocos de NVP.

e Obter monocristais dos cocristais que apresentaram indicativos de
formag&o de uma nova forma cristalina diferente da reportada.
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APENDICE A

Figura 49. Demais padrdes de DRX das amostras do screening de cocristais
usando como coformadores: (A) AS, (B) CAF, (C) SAC, (D) TEO e (E) URE
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