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“Assim como casas sdo feitas de pedras, a ciéncia
¢ feita de fatos. Mas uma pilha de pedras nio é
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RESUMO

O farmaco Benznidazol (BNZ) apresenta baixa solubilidade aquosa, o que
pode comprometer a sua biodisponibilidade oral, trazendo a necessidade
de utilizagdo de tecnologias que melhorem a suas caracteristicas
farmacocinéticas. A estabilidade do BNZ foi avaliada, indicando que o
farmaco ¢é fotolabil, suscetivel a hidrolise alcalina, a oxidagdo e
degradagdo por moagem de alta energia. O método indicativo de
estabilidade por CLAE mostrou ser capaz de separar o BNZ de seus
produtos de degradacao, sendo validado e considerado especifico, linear,
sensivel, preciso, exato e robusto. Os comprimidos de liberagdao
prolongada flutuantes do tipo Dome Matrix® contendo BNZ
desenvolvidos demonstraram que um maior percentual de HPMC K15M
(30%) leva a uma liberagdo mais lenta do farmaco. Maiores quantidades
do polimero HPMC L3LYV influenciaram positivamente na velocidade de
dissolugdo de BNZ. Entretanto, quantidades superiores a 20% deste
polimero promoveram a rapida desintegragdo dos comprimidos. Com a
finalidade de aprimorar a dissolu¢do do farmaco em meio acido, foram
produzidas formulagdes com os carreadores de Eudragit® EPO, L100 e
PVPVA. O aumento da velocidade de dissolu¢do do BNZ pode ser
atribuido ao somatorio da redugdo do tamanho de particula e ao efeito
carreador dos polimeros selecionados, sendo que as formula¢des que
continham Eudragit® EPO e PVPVA apresentaram o melhor
desempenho. A formagdo de novos solidos cristalinos foi observada com
os acidos dicarboxilicos, planares de cadeia impar: fumarico, succinico,
maleico ¢ oxalico.2H,0O. Os cocristais obtidos exibiram mudangas
positivas nas propriedades fisico-quimicas do farmaco, como maior
estabilidade de Iuz e aumento da concentracdo de supersaturagdo em meio
aquoso. Os produtos obtidos neste trabalho: DSMBPVPVA, DSMBEPO,
COMAL, COSUCC e COOX se mostraram promissores para o
tratamento da doenca de Chagas. A redug@o da Clso € o aumento do IS,
aliados a baixa toxicidade celular, trazem boas perspectivas para a
melhoria da efetividade de BNZ.

Palavras-chave: Benznidazol, estabilidade, Dome Matrix®, sistemas
binarios comoidos, cocristais.






ABSTRACT

Benznidazole (BNZ) has poor water solubility, which can compromise
the oral bioavailability, for this reason it is necessary, the use of
pharmaceutical technology to improve pharmacokinetics characteristics
of the drug. The stability was evaluated and it indicated that the drug is
photosensitive, susceptible to alkaline hydrolysis, oxidation and
degradation by high-energy milling. The stability-indicating HPLC
method was able to separate BNZ from degradation products, which was
validated and showed to be specific, linear, sensitive, precise, accurate
and robust. The prolonged release floating tablets, Dome Matrix® type,
was developed and it showed that a higher percentage of HPMC K15M
(30%) reduces the BNZ releases. In addition, larger amounts of HPMC
L3LV polymer improve BNZ dissolution rate. However, amounts greater
than 20%, promoted the rapid disintegration of tablets. In order to
enhance the drug dissolution rate in acid medium, formulations were
produced with the carrier Eudragit® (EPO, L100) and PVPVA. The BNZ
increased dissolution rate can be attributed to the sum of effects from
particle size reduction of the drug and the selected polymers type. The
formulations containing Eudragit® EPO and PVPVA achieved the best
performance. The formation of novel crystalline materials was observed
with dicarboxylic acids, odd planar chains: fumaric, succinic, maleic and
oxalico.2H20. The cocrystals obtained showed positive changes in the
physicochemical properties of the drug, such as greater light stability and
increased supersaturation concentration in an aqueous medium. The
products obtained in this study: DSMBPVPVA, DSMBEPO, COMAL,
COSUCC and COOX have proved themselves promising for the
treatment of Chagas disease. The reduction and increase of 1C50, SI,
coupled with low cell toxicity, which brings good prospect for improving
the effectiveness of BNZ.

Keywords: Benznidazole, stability, Dome Matrix®, co-ground binary
systems, cocrystals.
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1 INTRODUCAO

Durante a ultima década, a propor¢do de candidatos a firmaco com
propriedades biofarmacéuticas relativamente pobres, tem aumentado
significativamente. A analise quimica combinatoria e os processos de
triagem de novos farmacos, tem resultado em candidatos com
solubilidade aquosa baixa (KAWABATA, KOICHI, ef al., 2011). Deste
modo, as chamadas enabling formulations, ou seja, formulagdes que
tornardo o farmaco biodisponivel, t€m cada vez mais ganhado atencdo
(BUCKLEY, FRANK, et al., 2013). O aumento na absor¢do in vivo de
principios ativos com o auxilio de formula¢des continua sendo um
desafio, como ilustrado pelo nimero muito limitado de exemplos de
sucesso atualmente no mercado (ARAYA, TOMITA ¢ HAYASH]I,
2005). Ao projetar uma formulagdo oral, varias questdes devem ser
respondidas, como por exemplo: Qual é o perfil in vivo desejado para a
formulag@o proposta? O que se sabe atualmente sobre a absor¢do in vivo
e dissolucdo caracteristicas do farmaco de interesse? Quais sdo os dados
disponiveis a respeito da farmacocinética dos medicamentos ja
existentes? E quais sdo as caracteristicas esperadas do produto inovador
(JORGENSEN ¢ BHAGWAT, 1998). A finalidade do desenvolvimento
de novos sistemas terapéuticos ¢ a melhoria da biodisponibilidade dos
farmacos, consequentemente o aumento do efeito farmacolégico, redugao
de efeitos colaterais e de dosagem (BARROCAS, SANTOS, et al., 2007).






31

1.1  OBJETIVO GERAL

Explorar estratégias para a melhoria da solubilidade e redugdo da
toxicidade do farmaco Benznidazol, e desenvolver comprimidos
gastrorretentivos de liberagdo prolongada do tipo Dome Matrix®.

1.1.1  Objetivos especificos

e Estudar as caracteristicas fisico-quimicas ¢ a estabilidade do
farmaco Benznidazol.

e Desenvolver sistema gatrorretentivo flutuante - Dome Matrix®.

e  Avaliar o perfil de dissolugdo dos sistemas.

e Aplicar modelos matematicos para descrever a cinética e o
mecanismo de liberagido do farmaco.

e Desenvolver sistemas baseados em Dispersdes Solidas para o
incremento da solubilidade aquosa do farmaco.

e Sintetizar cocristais que impactem na biodisponibilidade do
farmaco.

e Realizar estudos in vitro com a finalidade de avaliar a capacidade
tripanocida dos produtos gerados.
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REVISAO DE LITERATURA

1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As doengas ditas tropicais apresentam um histdrico de negligéncia
por ndo despertarem o interesse de grandes centros mundiais em realizar
pesquisas, que visem melhorar a terapéutica de doengas consideradas néo
lucrativas (COHEN, DIBNER e PRADO, 2010). As doengas tropicais
negligenciadas (DTNs) sd@o um grupo crénico, debilitante, de infec¢des
parasitarias, bacterianas, e alguns casos virais e fungicas, que estdo entre
as principais causas de enfermidades de pessoas pobres que vivem nos
paises em desenvolvimento (HOTEZ, MOLYNEUX, et al., 2007).

A problematica reflete o desinteresse da industria farmacéutica no
investimento em medicamentos para o tratamento de doencas
negligenciadas, além da falta de comprometimento dos governos em
paises endémicos. Os esfor¢os t€m sido concentrados em pequenos
ensaios clinicos, ndao randomizados, que muitas vezes representam apenas
estudos de caso através esforcos isolados de pesquisadores
subfinanciados. As perspectivas estdo melhorando com as parcerias
publico-privadas, com instituigdes como Iniciativa Medicamentos para
Doengas Negligenciadas (DNDi) criada em 2003 para atuar como uma
organizacao virtual de pesquisa farmacéutica ligando as equipes em torno
do mundo e atraindo novos investimentos (EISAI AND DNDI, 2009).

Dezessete Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN) sdo priorizadas
pela Organizagdo Mundial da Saitde das quais onze ocorrem de forma
endémica no Brasil (WHO, 2006). O Brasil esta entre os paises com a
maior ocorréncia de DTNs. As doengas diferem por regido do pais e seu
impacto estd diretamente relacionado as areas de maior pobreza e menor
desenvolvimento socioecondmico, como as regides Norte e Nordeste
(HOTEZ, BOTTAZZI, et al., 2008).

A doencga de Chagas (DC), leishmaniose, hanseniase, oncocercose,
filariose linfatica, esquistossomose e dengue podem ser destacadas como
mais prevalentes no pais. Altas taxas de morbidade e mortalidade humana
estdo relacionadas as doengas parasitarias no Brasil, sendo estas
responsaveis pela geracao de altos custos para o Sistema Publico de Satude
(SUS). As dificuldades no controle vetorial, associadas a complexidade
ecoepidemioldgica, a auséncia de vacinas, além do escasso arsenal
quimioterapico disponivel sdo fatores que contribuem para a prevaléncia
destas doengas no nosso pais. O tratamento medicamentoso disponivel
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atualmente possui limitada eficicia, além dos efeitos colaterais e do
surgimento de parasitos resistentes aos quimioterapicos, que representam
problemas de ordem global (LINDOSO e LINDOSO, 2009).

A doenca de Chagas ¢é causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi e, mesmo com 0s avangos no controle em paises
endémicos, ainda se mantém como um processo morbido relevante para
a saude publica, fazendo parte do contexto de DTN. O ciclo de vidado T
cruzi ¢ complexo e envolve um inseto vetor ¢ hospedeiros mamiferos e
ndo-mamiferos. Primeiramente o inseto adquiri os tripomastigotas
durante o repasto sanguineo em hospedeiros infectados, os parasitas se
diferenciam em epimastigotas no intestino delgado, onde se multiplicam
por fissdo binaria. Na por¢do retal do intestino do inseto o parasita se
diferencia em tripomastigota metaciclico (forma infectiva) (PEREZ,
LYMBERY e THOMPSON, 2014). Os individuos sdo infectados,
enquanto dormem, durante o repasto do inseto. O contato com as fezes do
inseto, que contém tripomastigotas metaciclicos, se da devido a abrasdo
provocada pela sua picada e assim esse material atravessa a pele do
hospedeiro. Apos a infecgdo das células do hospedeiro os parasitas se
diferenciam em amastigotas e se replicam por fissdo bindria. O 7. cruzi
se diferencia novamente em tripomastigota, rompe a células do
hospedeiro e ficam livres na corrente sanguinea. Neste momento o0s
parasitas podem infectar outras células do hospedeiro ou o vetor. A
transmissdo do 7. cruzi ocorre principalmente por intermédio do vetor
triatomineo, conhecido popularmente pelos nomes de barbeiro, fincdo e
chupancga, entre outros. Cinco espécies de triatomineos tém maior
relevancia epidémica na doenga de Chagas, o Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Panstrongylus megistus e T.
brasiliensis, existindo uma correlagdo entre a cepa de T. cruzi e a espécie
do vetor (PATTERSON e GUHL, 2010).

Atualmente, muitos casos de transmissdo oral de T cruzi t€ém sido
relatados, manifestando a fase aguda da doenca apods a invasdo de
tripomastigostas metaciclicos na mucosa gastrica. Estes casos podem
estar relacionados a ingestdo de alimentos contaminados pela secrecao
anal de marsupiais infectados da espécie Didelphis spp., que contém em
suas glandulas anais o parasito em todos os estagios (epi, tripo e
amastigota). Além disso, triatomineos também podem processados
juntamente com os alimentos liberando o T.cruzi. A pasteurizagdo destes
produtos, por exemplo, pode ser um processo aliado na inativagao do
parasito, tornando-os mais seguros. Sendo assim, a qualidade dos
alimentos deve ser garantida pela intensa fiscalizagdo pelos orgéos
responsaveis (DIAS, 2011). Outras formas importantes de transmissao da
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doenca de Chagas sdo o transplante de 6rgdos, transfusdo de sangue ¢ a
forma congénita mae-feto, assim como por ingestdo de carne crua ou
malcozida de caca, ou mesmo por meio de habitos primitivos de ingestdo
de triatomineos (BRENER, 2000).

A infec¢do humana resulta em sintomas clinicos que surgem a partir
da deposicao inicial dos tripomastigotas, que ocasionalmente acarretam a
formag¢do de um chagoma, ou inchago no local de entrada do parasito
(WHO, 2002). O desenvolvimento da doenca de Chagas varia entre
individuos e sua localizagdo geografica, o que sugere que diferencas
genéticas estdo diretamente ligadas a essas manifestacdes. Além disso 7.
cruzi isolados diferem entre si em viruléncia, infeccitividade,
tropismo pelo tecido, na progressdo da doenga e a sucetibilidade aos
farmacos (PEREZ, LYMBERY e THOMPSON, 2015). Na fase aguda da
DC podem ocorrer alguns sintomas inespecificos como febre, reagdes
alérgicas e mais raramente insuficiéncia cardiaca e meningoencefalite
(WILLIAMS-BLANGERO, VANDEBERG, et al., 2012). A fase aguda
pode ser fatal para criangas, mas a maioria dos pacientes sobrevivem e
entram em uma prolongada fase assintomatica, na qual os parasitas
atingem 6rgdo importantes formando reservatdrios de amastigotas. Como
consequéncia, pode-se observar lesdes no coragdo, nos oOrgdos do
aparelho digestivo como eséfago e intestino grosso (ESTANI, SEGURA,
et al., 1998). Em alguns pacientes, principalmente criangas ou individuos
imunodeficientes, podem estar associados a quadros meningeos graves e
de insuficiéncia cardiaca (IC), chegando a ocorrer 6bito. Uma outra
porcentagem de individuos infectados evolui com manifestacdes da
doenga, por exemplo, a miocardite grave com cardiomegalia,
megaesdfago e megacolon, entre outras (PANAFTOSA-VP/OPAS/OMS,
2009).

Embora avancos no controle da transmissdo vetorial tenham sido
conseguidos nas ultimas décadas, a complexidade das formas de
transmissdo, aliado a auséncia de uma vacina, fazem da quimioterapia um
importante método de controle da DC (COURA e VINAS, 2010) O
Programa Nacional de Controle da DC (1983) reduziu drasticamente as
populagdes do vetor o T. infestans, principal vetor doméstico do 7. cruzi
(SILVA, RODRIGUES, et al., 2011). Além disso, houve também uma
reducdo significativa na transmissdo transfusional e por transplante de
6rgdos com um intensivo controle nos bancos de sangue e pré-
operatorios. Entretanto, estima-se que ainda existem entre 2-3 milhdes
de pacientes chagasicos sem tratamento adequado da doenga, com em
torno de 6.000 mortes anuais (MARTINS-MELO, RAMOS-JR, et al.,
2014). Observa-se atualmente a prevaléncia da doencga entre individuos
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em faixas etdrias mais avancadas, o que traz novo desafios aos
profissionais de saude, devido a associacdo ou interagdo com outras
doengas cronicas, como diabetes mellitus e hipertensdo.  Questdes
inerentes a doenga ainda devem discutidas nas politicas nacionais que
orientam a estruturagdo de agdes de vigilancia e controle. O tratamento
terapéutico disponivel ¢ restrito a dois farmacos, o Benznidazol (BNZ) e
o Nifurtimox com eficacia comprovada apenas na fase aguda, e variavel
frente as diferentes seis unidades de digitagao discretos de 7. cruzi, sendo
apenas o BNZ utilizado no Brasil (BUCKNER ¢ NAVABI, 2010). Além
disso, a resisténcia aos farmacos disponiveis e toxidade do tratamento,
que produz sérios efeitos colaterais, emergem como um obstaculo a ser
transposto (HIDE, MOTTRAM, et al., 1997). Desta forma os tratamentos
devem ser racionalizados para garantir farmacos disponiveis tenham a sua
atividade maximizada.

1.1.2 Benznidazol

O farmaco BNZ apresenta atividade significativa na fase aguda
da DC, com eliminagdo quase total dos parasitas em pacientes infectados
por transmissdo congénita e entre 60-85% nos demais casos. Entretanto,
para fase cronica estes resultados estdo em torno de 15-40% (BERN,
2011). A cura da doenga ¢ definida por um resultado negativo para todos
0s testes parasitologicos e soroldgicos sendo eles: visualizagdo do
parasito direta ou indiretamente, presenca de IgM-anti 7. cruzi no soro,
imunofluorescéncia indireta (IFI), hemaglutinagdo indireta (HAI)
e enzimas-Elisa (RASSI-JR e MARIN-NETO, 2000).

O BNZ, 2-Nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida (figura
1) ¢ um nitroimidazol totalmente absorvido por via digestiva, as
concentracdes plasmaticas maximas sdo alcancadas em 2 a 4 h, com
tempo de meia-vida de eliminagdo plasmatica ¢ de 12-15h, volume de
distribuicdo aparente de 0,56 L/Kg e seus metabolitos sdo eliminados
rapidamente pela urina e pelas fezes (BRASIL, 2010).
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Figura 1: Estrutura quimica do farmaco BNZ adaptado de (SOARES-
SOBRINHO, CUNHA-FILHO, et al., 2008)

()\rq
C@f :

O mecanismo de agdo do farmaco ainda ndo é bem esclarecido
mas pode ser relacionado a sua influéncia sobre a sintese de
macromoléculas, por estresse redutivo, através de uma ligagao covalente
com componentes celulares, como o DNA, por intermediarios
nitroredutores, ocasionando a perda da capacidade de multiplicagdo do
parasito (BUCKNER e NAVABI, 2010).

Em 2004, ocorreu a transferéncia de tecnologia do BNZ da
empresa suica Roche para o Laboratorio Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (LAFEPE). E, os comprimidos de 100mg foram registrados
no Brasil pela ANVISA como um “medicamento novo” em 2006. A
versdo pediatrica, comprimidos de 12,5mg, foi desenvolvida pela
instituicdo em parceria com a DNDi (iniciativa Medicamentos para
Doengas Negligenciadas) e registrada na ANVISA em 2011 (LAFEPE,
2012). Os comprimidos de liberagdo imediata de BNZ sdo produzidos
pelo LAFEPE e distribuidos pelo SUS.

O esquema terapéutico ¢ dividido em 2 ou 3 doses diarias, de 5
mg/kg/dia para adultos, entre de 5-10 mg/kg/dia para criancas ¢ 10mg
para lactentes, durante 60 dias (BRASIL, 2010). Informagdes sobre a
farmacocinética do farmaco sdo limitadas. Estudos de biodisponibilidade
demonstraram que os comprimidos de 100mg de BNZ, atualmente
disponiveis, apresentaram resultados proximos a 100% de absor¢do do
farmaco. Enquanto os comprimidos pediatricos (12,5 mg) atingiram
concentra¢des plasmaticas maximas (Cmax) em torno de um tergco da
dose administrada, quando testados em coelhos, testes ainda devem ser
conduzidas em criangas para avaliar se esse Cmax ¢ adequado para
alcangar os efeitos clinicos esperados (DAVANCO, CAMPOS, et al.,
2016). Doses de 5 mg/kg/dia de BNZ resultam em concentragdes séricas
de 3-6 pg/ml do farmaco independente da fase da doenca, esta
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concentracdo ¢ considerada adequada para a manutencdo da atividade
tripanocida e concentragdes séricas superiores a 20 pg/ml sdo
consideradas téxicas (PINAZO, GUERRERO, et al., 2013). A maior
causa da interrupg¢do do tratamento com BNZ esta ligada a severidade dos
efeitos adversos, que atinge em torno de 15% dos pacientes tratados. A
despeito das restrigdes em relacdo BNZ, o farmaco continua sendo a
melhor opg¢do de tratamento para doenca de Chagas (MOLINA,
SALVADOR, et al., 2015). Os efeitos adversos mais notdrios sdo as
manifestacdes cutdneas, como hipersensibilidade, dermatite com
erupcdes cutineas e edema generalizado, febre, linfoadenopatia, dor
articular e muscular (MASSACHUSETTS MEDICAL SOCIETY, 2016).

Soy e colaborados propuseram a otimizagdo do regime
terapéutico com reducdo da dose de BNZ para 2,5mg/Kg/dia, como
garantia de um tratamento mais eficaz e seguro (SOY, ALDASORO, et
al.,2015). Em estudos com pacientes que receberam BNZ durante 30 dias
(7mg/kg/dia, duas vezes por dia) foi demonstrado que o Cmax reduz ao
longo dos dias, atingindo uma média de 20% ap6s primeira administra¢ao
apos 25 dias, sugerindo um aumento no metabolismo ou excre¢do do
farmaco com o seu uso cronico. Portanto, a saturacdo do sistema
biotransformacdo de BNZ em humanos pode ser dependente da
frequéncia de administragéo e a oscilagdo concentragdo plasmatica, niveis
elevados de farmaco (DAVANCO, CAMPOS, et al., 2016).

A classificagdo Biofarmacéutica de BNZ ¢ incerta, devido a falta
de informagdes experimentais. O farmaco ja foi classificado na classe 111
(alta solubilidade e baixa permeabilidade) por Kasim, que apresentou
dados de solubilidade em agua de 0,4 mg/mL e ClogP 0,9 (KASIM,
WHITEHOUSE, et al., 2004) e na classe II- baixa solubilidade e alta
permeabilidade (SOARES-SOBRINHO, MEDEIROS, et al., 2007 ).
Maximiano prop0s a inclusdo do farmaco na classe IV (baixa solubilidade
e baixa permeabilidade), trazendo valores de LogP.w de 0,772 e dados de
solubilidade aquosa em torno de 0,236 mg/mL e para fluidos biologicos
gastrico e entéricos: 0,236 mg/mL e 0,244 mg /mL, respectivamente
(MAXIMIANO, COSTA, et al., 2010).

As propriedades farmacocinéticas desfavoraveis do farmaco,
como baixa solubilidade em fluidos aquosos, podem ser fatores limitantes
para a sua biodisponibilidade. Além disso, as altas doses necessarias de
farmaco e a duragdo do tratamento, podem contribuir para os efeitos
adversos comumente observados. Por esse motivo, alternativas
tecnologicas devem ser exploradas a fundo para obtengdo de formas
farmacéuticas mais seguras e eficazes contendo BNZ. E primordial a
melhoria da solubilidade aquosa do farmaco. Além disso, comprimidos
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de liberagdo prolongada podem ser uma boa alternativa para contornar o
problema de picos plasmaticos sdo comuns em comprimidos de liberagéo
imediata. A liberagdo constante de farmaco e aumento da residéncia do
mesmo no corpo, podem promover a reducao dos efeitos adversos ligados
a terapia. Por conseguinte, a melhoraria da aderéncia dos pacientes pode
ser alcangada com redu¢do do nimero de administra¢des diarias, da dose
e do tempo total do tratamento (MAXIMIANO, 2011).

2  DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO

Os IFAs (Insumos Farmacéuticos Ativos) sdo raramente
administrados isoladamente, em geral, fazem parte de uma formulagéo
que pode ser composta por uma variedade de componentes nao
medicinais. A selecdo dos componentes ndo medicinais ou excipientes
produzem formas farmacéuticas variadas. Os ingredientes farmacéuticos
tém a fungdo de solubilizar, suspender, espessar, diluir, emulsionar,
estabilizar, preservar, dar cor e sabor, tornando a forma farmacéutica
eficaz e atraente (AULTON, 2010). Cada formulagdo tem caracteristicas
fisico-quimicas e biofarmacéuticas tunicas. Os componentes da
formulacdo devem ser compativeis entre si para produzir um
medicamento estavel, eficiente, atraente, facil de administrar e seguro,
sendo necessaria a avaliagdo dos processos de obtengdo destes produtos
farmacéuticos (ANSEL, ALLEN e POPOVICH, 2013).

Os estudos de pré-formulagdo sdo essenciais para caracterizacao
fisico-quimica de farmaco, excipientes e da formulacdo final. A escolha
dos componentes estd diretamente ligada a via de administracdo, forma
farmacéutica, acdo terapéutica desejada, processos de producdo,
compatibilidade e propriedades funcionais dos excipientes. Conhecer os
impactos do processo na estabilidade dos componentes da formulacao ¢é
parte fundamental do processo. Sendo assim, se faz necessario estabelecer
os pontos criticos da produgdo e os mecanismos mais adequados de
avaliagdo com a finalidade de garantir a seguranga e eficicia dos
medicamentos (STORPIRTIS, GONCALVES, et al., 2009).

2.1 SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

O sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB) divide os
farmacos em classes com base na sua solubilidade aquosa e a
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permeabilidade intestinal. Alta solubilidade significa que a maior dose de
medicamento deve ser solivel em 250 ml de agua na faixa de pH 1,0 a
7,5 em 37 °C. No caso do IFA, altamente permeavel significa que mais
de 90% da dose administrada de fdrmaco deve passar através das
membranas de absor¢do, de acordo com a figura 2 (HOSEY, CHAN e
BENET, 2016).

Figura 2: Quadro representativo do SCB e critérios de elegibilidade de farmacos
para testes de bioequivaléncia in vivo adaptado de (WHO A, 2006)

D:S 250mL
CLASSE I CLASSE II
Altamente permeavel Altamente permeavel
Altamente solivel Pouco solivel
Elegivel Elegivel somente se a proporcao D:S
0, £=3
85%ABS seja 250 mL ou menor no pH 6.8
CLASSE III CLASSE IV
Pouco permeavel Pouco permeavel
Altamente solivel Pouco solivel
Elegivel se for rapidamente Nao Elegivel.

dissolvido.

D:S proporg¢ao dose:solubilidade
ABS quantidade absorvidada dose

A permeabilidade dos farmacos por transporte passivo pode ser
avaliada por estudos farmacocinéticos, como por exemplo, estudos de
balango de massas ou por métodos de que avaliam a permeabilidade
intestinal, como perfusdo intestinal em seres humanos, modelos animais,
linhagens celulares Caco 2 ou outras linhagens celulares adequadamente
validadas (WHO A, 2006).

Mais de 40% de novas entidades quimicas e 27,70% dos
medicamentos essenciais pertencem a classe II e classe IV do SCB. Tais
farmacos devem ser administrados em doses elevadas por via oral para
garantir que as quantidades necessarias cheguem ao sitio de ac¢do, o que
pode levar a problemas de toxicidade. Este é um desafio que pode ser
resolvido pelas varias técnicas formulacdo (BAGHEL, CATHCART e
O'REILLY, 2016)
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2.2 FORMAS FARMACEUTICAS DE LIBERACAO
PROLONGADA

Os sistemas de liberagdo modificada sdo produzidos com a
finalidade de controlar a liberagdo do farmaco, retardando ou
prolongando a sua dissolu¢do. Estes sistemas possibilitam tornar a forma
farmacéutica gastrorresistente, prolongar o efeito farmacolégico, liberar
o farmaco num sitio especifico do trato gastrintestinal ou ap6s um periodo
de tempo pré-definido (COSTA e LOBO, 1999)

Sistemas de liberagdo prolongada utilizam uma espécie de barreira
quimica ou fisica para o controle da velocidade da liberagdo do IFA. As
técnicas de obtencdo destas formas farmacéuticas sélidas incluem a
utilizagdo de revestimentos, incrusta¢do do farmaco em matriz de cera ou
plastica, microencapsulagdo, ligagdo quimica, resinas de troca idnica e
incorporagdo em bomba osmética (AULTON, 2010).

A utilizagdo de diversos tipos de polimeros vem como uma opg¢ao
interessante para obtencao de formulacdes orais de liberagdo prolongada
por possuir vantagens como versatilidade, eficacia e baixo custo. A sua
producdo recorre a equipamentos e técnicas convencionais, além de
permitir a incorporagdo de quantidades relativamente elevadas de
farmacos (PEZZINI, SILVA e FERRAZ, 2007). O mecanismo de
liberagdo do farmaco em matrizes poliméricas hidrofilicas se inicia
quando os poros mais proximos a superficie da matriz absorvem pequenas
quantidades de 4gua, em contato com o meio aquoso. A libera¢do passa a
ser controlada pela sua dissolucdo e difusdo do fArmaco no meio aquoso
interno, até o exterior da matriz. A alta viscosidade da dispersdo
polimérica nos poros reduz a velocidade de transporte do farmaco através
da formag@o de uma camada de gel. As matrizes hidrofilicas sofrem uma
hidratacdo seguida de gelificacao (figura 3), produzindo uma barreira que
pode reduzir a liberacdo do farmaco a depender da composicdo da
formulacdo (JIMENEZ-CASTELLANOS et al., 1993; LEE & CHIEN,
1996).
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Figura 3: Mudangas macroscopicas em sistemas matriciais que intumescem e
sofrem erosdo adaptado de (MANADAS, PINA e VEIGA, 2002)
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O hidroxipropilcelulose-HPMC (figura 4) ¢ um dos mais
importantes polimeros utilizado na obtengdo de comprimidos de liberagao
prolongada. Possui alta taxa de intumescimento, o que tem um efeito
significativo no controle da liberacdo dos farmacos (NOVAKA,
SPORARA, et al., 2012). A difusdo, o intumescimento e a erosdo sio os
mecanismos que definem a taxa de liberagdo dos farmacos
(MADERUELO, ZARZUELO e LANAO, 2011). Para comprimidos
compostos por HPMC, a difusdo do farmaco depende diretamente do
contetido de dgua no sistema (VIRIDEN e LARSSON, 2010). Os fatores
que influenciam a liberagdo dos farmacos de matrizes hidrofilicas
incluem o grau de substitui¢do e comprimento da cadeia polimérica, , a
viscosidade, a distribuicdo de tamanho de particulas do polimero, a
propor¢ao do polimero e farmaco, o tipo polimero ou a utilizagdo de
misturas de diferentes tipos de HPMC na formulagdo, a pressdo de
compressdo, a espessura do comprimido, o tamanho de particula do
farmaco, o ar aprisionado nos comprimidos, a solubilidade do farmaco, a
composic¢do de excipientes, € 0 modo de incorporacdo destas substancias
(VELASCO, FORD, et al., 1999).
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Figura 4: Estrutura quimica do HPMC. O radical R indica os substituintes que
podem ser: -CHs, -CH,CH(CH3) ou um atomo de hidrogénio (SIEPMANNA e
PEPPAS, 2001).
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2.2.1 Sistemas de liberacdo prolongada gastrorretentivos do tipo
Dome Matrix®

A tecnologia da Dome Matrix® (figura 5) é baseada numa
plataforma modular, que permite a obtencdo de comprimidos com
caracteristicas de liberagdo imediata ou prolongada de farmacos
(STRUSI, SONVICO, et al., 2008). A configuragdo modular permite a
administragdo contemporanea de diferentes IFAs, diferentes doses e em
um local especifico. A versatilidade do acoplamento dos mdédulos permite
uma ampla gama de conformagdes dos comprimidos, obtendo-se assim
formas farmacéuticas melhor adaptadas as necessidades do paciente
(LOSI, BETTINI, et al., 2006).

Os modulos sdo obtidos por compressdo direta de p6 (ou outro
método apropriado), dando origem a compactos porosos com forma
apropriada para montagem. Os comprimidos apresentam forma cilindrica
com paredes laterais, que formam um espago oco, com uma cupula, sendo
diferenciados por sua base macho ou fémea. O moédulo macho é formado
por uma saliéncia anular que se estende a partir da base ¢ o médulo fémea
possui uma reentrancia que permite o correto encaixe formando o sistema.
Gragas ao seu design especial, dois ou mais médulos podem ser montados
por pressao, clique ou atrito. Devido a estas caracteristicas morfologicas,
diferentes configuragcdes de sistema podem ser obtidas. Assim, dois
moédulos podem ser montados em duas configuragdes basicas: com
espaco interno oco (concavo/concavo) ou empilhada (concavo/convexo)
figura. Esta abordagem permite uma combinacdo personalizada de
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diferentes farmacos ou diferentes dosagens do mesmo IFA, em cada
modulo ou no espago oco. O espago vazio formado pela configuracido
concavo/concavo possibilita comportamento gastrorretentivo  dos
comprimidos em seres humanos, devido a presenca de uma camara de ar
no interior do conjunto de dois médulos (COLOMBO, SANTI, et al.,
2008).

Em comparacdo com formas farmacéuticas convencionais, os
sistemas de liberagdo de farmacos com retengdo gastrica sdo concebidos
para permanecer no estomago por um tempo prolongado pré-definido. Por
consequéncia, residéncia gastrica estendida melhora a biodisponibilidade
dos IFA, que tem absor¢do ou acdo no estdmago ou na porgao inicial do
intestino delgado (EBERLE, SCHOELKOPF, et al., 2014). O sistema
flutuante do tipo Dome Matrix® pode permanecer no estdbmago durante
um periodo de tempo de 2 & 5 h, dependendo da formulacdo, sexo do
individuo e o do regime alimentar (STRUSI, SONVICO, et al., 2008).

Figura 5: Configuragdes dos modulos e montagem do sistema Dome Matrix®
adaptado de (COLOMBO, SANTI, et al., 2008).

Moédulo
fémea \
Concavo
-convexo
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Alguns exemplos de aplicagdo com base na tecnologia do sistema
Dome Matrix® sdo descritos a seguir. O comprimido multi-cinética e
local-especifico, contendo artesunato e clindamicina, farmacos
antimalaricos oral (MKS DDS), foi desenvolvido. O sistema de
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MKS DDS foi composto por quatro mddulos, sendo: dois de liberagéo
controlada contendo 80 mg de fosfato de clindamicina, cada um, dois de
liberagdo imediata contendo 50 mg de artesunato e os restantes 80 mg de
fosfato de clindamicina. Os sistemas foram construidos com os médulos
de liberagdo controlada no centro e de liberagdo imediata externamente
formando uma configuracdo de vazio na por¢do central para, assim,
assegurar o comportamento gastrorretentivo. O valioso potencial
terapéutico esta relacionado ao fato de que o sistema obtido pode ser
adaptado como uma dose Unica diaria, o que é altamente recomendada
pela OMS (STRUSI, BARATA, et al., 2010).

Matrizes hidrofilicas flutuantes do tipo Dome Matrix® contendo
norfloxacino (NFX), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e poli (6xido de
etileno) (PEO) foram desenvolvidas. O sistema de liberagdo de NFX foi
prolongado e linear em fluido gastrico simulado. Além disso, a
caracteristica gastrorretentiva dos comprimidos pode proporcionar a
liberagdo especifica do farmaco no estomago, o que pode aumentar a
biodisponibilidade do fairmaco mais soltivel em pH acido (OLIVEIRA,
BERNARDI, ef al., 2011). Um outro exemplo da aplicagdo do sistema,
foi no desenvolvimento de comprimidos de Riboflavina, onde utilizou-se
copolimeros  de  tapioca-etilmetacrilato(TSEMA) e  tapioca
hidroxipropilamido-etilmetacrilato(THSEMA). Os estudos de liberagdo
do farmaco demonstraram que formulagdo possuia propriedades
gastrorretentivas e de liberacdo prolongada do farmaco. A permanéncia
da riboflavina no estémago por um longo periodo aumenta a sua absorcao,
promovendo uma melhora da biodisponibilidade do farmaco que possui
uma janela de terapéutica estreita (CASAS, STRUSI, et al., 2011).

2.3 DISPERSOES SOLIDAS COMO ALTERNATIVA PARA
AUMENTO DA SOLUBILIDADE AQUOSA DE FARMACOS.

Algumas ferramentas farmacotécnicas estdo disponiveis para
modular a biodisponibilidade oral de firmacos enquadrados na Classe 11
do SCB. O intuito destas tecnologias ¢ promover a dissolugdo mais
adequada dos farmacos nos fluidos fisiologicos contidos no trato
gastrointestinal, favorecendo sua absor¢do. Com essa finalidade,
podemos destacar as técnicas de redugdo de particula por micronizacao,
dispersoes solidas, complexos de inclusdo em ciclodextrinas, selegdo da
forma polimorfica mais adequada a formulagio, amorfizagéo, entre outros
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(STORPIRTIS, GONCALVES, et al., 2009). O termo dispersao solida
(DS) se refere a um grupo de produtos solidos composto por a0 menos
dois componentes, geralmente um polimero hidrofilico e um farmaco
hidrofobico. O farmaco é molecularmente disperso na matriz que pode
ser amorfa ou cristalina (BAGHEL, CATHCART e O'REILLY, 2016).

A dispers@o do farmaco em um carreador pode se apresentar na
forma de misturas eutéticas simples e solugdo solida. A mistura eutética
simples ¢ formada por dois compostos que sdo totalmente misciveis no
estado liquido, o mesmo ndo ocorre no estado solido. Sdo geralmente
preparadas pelo rapido resfriamento do produto da fusdo de dois
compostos, com o objetivo de obter cristais muito finos dos dois
componentes, na forma de cocristais (JANSSENS e¢ VAN DEN
MOOTER, 2009) A solugao solida é comparavel a liquida, composta por
uma unica fase de componentes indistintos. As particulas do farmaco sdo
reduzidas a tamanhos moleculares e a velocidade de dissolucdo intrinseca
(VDI) das DS ¢ determinada pelo carreador, que estd na fase cristalina.
Solugdes vitreas sdo sistemas formados por carreadores amorfos onde o
farmaco estd molecularmente disperso ou na forma de um precipitado
amorfo no seu veiculo, que podera eventualmente cristalizar-se com o
tempo (DRESSMAN, 2000).

Os farmacos amorfos possuem vantagens em relagdo as suas
correspondentes formas cristalinas como uma maior solubilidade, alta
taxa de dissolucdo e algumas vezes melhores caracteristicas de
compressibilidade (MARSAC e LI, 2009). Entretanto, na sua maioria sao
fisico-quimicamente instaveis, sendo suscetiveis a degradacdo ou a
recristalizagdo. As blendas polimero-farmaco podem contribuir para
formagdo de sistemas amorfos mais estaveis (POKHARKAR, MANDPE
e PADAMWAR, 2006).

O mecanismo pelo qual a DS promove incremento da solubilidade
do farmaco ocorre quando esta é exposta a um meio aquoso. O carreador
hidrofilico se dissolve e a liberagdo do farmaco ocorre em finas particulas
coloidais, onde uma por¢do do farmaco se
dissolve imediatamente supersaturando o fluido do
trato gastrointestinal e o excesso de farmaco precipita. Por outro lado,
tanto o carreador quanto os fatores biologicos, tais como sais biliares e
acidos graxos, podem influenciar o comportamento in vivo de
precipitacdo ou solubilizagdo do farmaco (VAN DROOGE, HINRICHS,
et al., 2006).

Os sistemas multicomponentes, que compdem as DS, sdo
conjuntos de composto moleculares de um IFA e uma molécula
complementar neutra ou carregada. Estas supermoléculas no estado
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solido sdo montadas a partir de interagdes especificas nao-covalentes,
incluindo ligagdes de hidrogénio, i6nicas, van der Waals e interagdes -
m. Assim, as interagdes intermoleculares podem ser usadas como
elementos chave de reconhecimento molecular, no desenho de sistemas
de miltiplos amorfos ou cristalinos e na caracterizagdo das estruturas. E
importante reconhecer que os sélidos amorfos e cristalinos compartilham
as mesmas ligagoes intermoleculares e diferem principalmente no grau de
desordem (RODRIGUEZ-SPONG, PRICE, et al., 2004).

A estabilizac@o cinética ou efeito antiplastificante visa prevenir a
separacdo de fases ou a cristalizagdo do farmaco, por meio da
imobilizagdo dos farmacos supersaturados em uma matriz altamente
viscosa. Essa estabilizagdo pode ocorrer quando a mobilidade molecular
de um so6lido amorfo é diminuida. Problemas que limitam a aplicagdo
comercial das DS envolvem principalmente o método de preparagdo, a
reprodutibilidade, incorporagdo nas formas farmacéuticas, transposi¢ao
de escala processos de fabricacdo e a estabilidade fisico-quimicas do
farmaco e do veiculo (JANSSENS e VAN DEN MOOTER, 2009).

24  OBTENCAO DAS DISPERSOES SOLIDAS

O método de fusdo hot-melt baseia-se no aquecimento da mistura
dos componentes da formulagdo a uma temperatura acima do ponto
eutético, seguido de um rapido resfriamento. O solido obtido ¢ moido para
reducdo do tamanho de particula. O resfriamento do sistema leva a sua
supersaturacdo e a solidificagdo faz com que o farmaco disperso fique
retido no interior da matriz do carreador. Fatores como a estabilidade
térmica e¢ miscibilidade dos componentes devem ser levados em
consideracdo. Devido a limitagdes da metodologia para farmacos
termolabeis, algumas tecnologias foram introduzidas, como a fusdo com
rotacdo, que reduz o tempo de aquecimento da mistura. No método de
fusdo com extrusdo, a mistura ¢é simultancamente fundida,
homogeneizada e, em seguida, sofre extrusdo e é moldada na forma de
comprimidos, granulos, pellets, placas, palitos ou pé6 (LEUNER e
DRESSMAN, 2000). O método facilita a interagdo fArmaco-polimero que
conduz ao aumento da solubilidade em 4gua de fArmacos pouco soluveis,
mascara o sabor amargo dos ativos e forma dispersdes solidas estaveis.
Entretanto, tem como desvantagens a possivel degradagdo térmica,
sublimagdo e modificacdes polimorficas (MANIRUZZAMAN,
MORGAN, et al., 2013).
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Na fus@o com rotagdo, a mistura é submetida ao aquecimento em
um curto espago de tempo, sob intensa agitagdo no mesmo aparato, na
sequéncia ¢ dispersa em ar frio ou em gas inerte resfriado em uma torre.
Uma reducdo na temperatura de processamento pode ser conseguida pela
associagdo com do didoxido carbono (CO;) como um plastificante
(BREITENBACH, 2002).

No método de evaporacdo de solvente a mistura
farmaco/carreador € dissolvida em um solvente comum. A solugdo
formada é evaporada a vacuo em rota-evaporador. Os componentes
devem ser suficientemente solGveis no solvente de escolha, as
temperaturas de evaporagdo devem estar na faixa de 23-65°C. As
variaveis da técnica estdo relacionadas principalmente com o método de
secagem. O solvente pode também ser removido por spray-drying ou
liofilizagdo. Na secagem por spray-drying, a solugdo de farmaco-
polimero ¢ atomizada e dispersa em gas quente, o que faz com que o
solvente se evapore e conduz para a producdo de particulas esféricas
(LEUNER e DRESSMAN, 2000).

A liofilizagdo € uma técnica em que a solugdo contendo farmaco-
polimero ¢ congelada e o solvente € sublimado sob pressdo reduzida. O
congelamento da solugdo pode ser feito em banho de nitrogénio. No caso
de utilizacdo de solventes organicos, a remogdo deve ser mais cuidadosa
por conta da sua toxicidade e da capacidade plastificante dos solventes
residuais (JANSSENS e VAN DEN MOOTER, 2009).

Novas técnicas de obtencdo de DS estdo sendo utilizadas, como
o fluido supercritico e a coprecipitagdo. Na técnica do fluido supercritico,
as substincias existem como uma uUnica fase fluida acima da sua
temperatura e pressao critica, formando uma fina dispersdo do farmaco
hidrofobo no veiculo hidrofilico. O CO; é o solvente mais comumente
utilizado por ser quimicamente inerte, ndo-toxico e nao-inflamavel. Esta
técnica consiste em dissolver o fairmaco e o carreador num solvente
comum, que ¢ introduzido num recipiente de formacdo de particulas
através de um bocal, simultanecamente com o CO;. Quando a solugdo é
pulverizada, o solvente ¢ rapidamente extraido pelo fluido supercritico
resultando na precipitagdo da DS nas paredes e fundo do recipiente. O
processo reduz o tamanho das particulas, o teor de solvente residual, a
degradacdo e muitas vezes resulta em alto rendimento (BREITENBACH,
2002).

No método de coprecipitagdo um antisolvente é adicionado a
mistura farmaco/carreador, sob constante agitacdo, ocorrendo assim a
coprecipitacdo dos componentes em microparticulas. A suspensdo de
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microparticulas resultante € filtrada e seca (VASCONCELOS, e COSTA,
2007).

2.4.1 Técnicas de moagem

A moagem ¢ utilizada com frequéncia na redugdo do tamanho de
particulas de IFAs, e também tem sido aplicada com sucesso para
obtenc¢do de DS e cocristais. Durante o processo de moagem uma energia
mecanica ¢ aplicada e quebra fisicamente particulas grosseiras em
particulas mais finas (RABINOW, 2004). Nestas operagdes, o material
pode ser cortado por laminas afiadas (moinho de facas), impactado por
martelos ou esmagados/comprimido pelo com aplicagdo de pressdo
(moinho de rolos, pistilo e almofariz) ou sofrer atrito e impacto (moinho
de bolas) (AULTON, 2010).

Os avangos tecnologicos dos equipamentos de moagem agora
permitem a produc@o de materiais ultrafinos com particulas de dimensdes
micrométricas ou nanométricas (LOH, SAMANTA e HENG, 2015 ).
Além do tamanho, moagem também altera a rugosidade da superficie e a
forma das particulas. A transferéncia continua de energia mecanica para
o material conduz a acumulacdo de defeitos na estrutura cristalina ¢ o seu
desordenamento, podendo provocar o desaparecimento do ordenamento
inicial, alterando as posi¢des das moléculas (BOLDYREV, 2004). Estes
defeitos podem manifestar-se ao longo de todo o cristal resultando na
amorfizacdo completa do fArmaco ou serem restritos a sua superficie. No
caso de pos finos, uma camada amorfa (desordenada) pode ser formada
em torno de um nucleo cristalino (ordenado) (LOH, SAMANTA e
HENG, 2015).

2.4.1.1 Moinho de bolas

Este tipo de moinho funciona pela combinagao das técnicas atrito
e impacto, consistindo em um cilindro oco que gira sob o seu eixo
horizontal. O equipamento conta a utilizacdo de bolas, que serdo
responsaveis pelo emprego da energia mecénica (figura 6). As bolas
devem ocupar em torno de 30-50% do volume interno do cilindro, de
maneira tal, a viabilizar a producdo de atrito entre elas (AULTON, 2010).
Entre os fatores que influenciam a eficiéncia da moagem na obtengéo de
produtos farmacé&uticos, por este método, podemos destacar a velocidade
de rotagdo, a quantidade de material e o tamanho das bolas. A velocidade
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de rotacdo ideal equivale a 2/3 da velocidade angular critica. Velocidades
muito baixas fazem com que as bolas acompanhem a rotagdo do tambor,
e velocidades muito altas fazem que as mesmas fiquem projetadas sobre
as paredes por acdo da forca centrifuga (COLOMBO, GRASSI e
GRASSI, 2009). Quantidades excessivas de material podem provocar o
efeito amortecedor, reduzindo a abrasdo entre os dispositivos internos € o
material. A relagdo adequada entre a massa de material e nlimero de bolas,
além da utiliza¢do de bolas de tamanhos variaveis, melhoram a eficiéncia
do processo (LOH, SAMANTA e HENG, 2015 ).

Figura 6: Moinho planetério de bolas. Fonte: Manual Fritsch Pulverisette
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2.4.2 Carreadores

Existe uma grande variedade de carreadores disponiveis no
mercado, onde a selecdo adequada é imprescindivel para obtengdo dos
resultados esperados, pois suas caracteristicas influenciam de maneiras
diversas na dissolu¢do do composto farmacéutico. Os carreadores podem
influenciar na dissolug¢do do farmaco por efeitos distintos, por exemplo,
pelo aumento da molhabilidade via solubilizagdo direta, por formar
particulas com alta porosidade ou pelo efeito de cosolvéncia (BAGHEL,
CATHCART e O'REILLY, 2016).

Os carreadores devem ser inertes e reconhecidamente seguros,
possuir estabilidade térmica e termoplastica para o método de fusdo,
solubilidade em solventes organicos para o método de evaporagdo de
solvente e solubilidade em agua. A presenca de grupos funcionais,
doadores ou receptores de ligagdes de hidrogénio, pode aumentar a
solubilidade sdlida do farmaco no seu veiculo e, também, parecem
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desempenhar um papel importante inibindo a separagdo de fases ¢ a
cristalizagdo de um farmaco a partir de uma solugao vitrea (DRESSMAN,
2000). A maioria dos sistemas farmaco/carreador sdo parcialmente
misciveis, ocorrendo a separagdo de fases a medida que se aumenta a
propor¢ao de farmaco. Dessa forma, o firmaco pode formar aglomerados
tanto na forma cristalina como na amorfa, o que influencia diretamente
na reducdo da solubilidade aparente e na dissolugdo do sistema
(JANSSENS e VAN DEN MOOTER, 2009).

O tipo de interagdo formada pelos complexos poliméricos nas
dispersdes solidas normalmente depende de muitos fatores, como a
natureza, a configuracdo, o grau de substituicdo e o comprimento da
cadeia polimérica. As ligacdes de H podem ser mais proeminentes em
polimeros de cadeia lateral longa, onde, um maior nimero de grupos esta
disponivel para a interagdo ocorrer (MANIRUZZAMAN, MORGAN, et
al., 2013).

2.4.3 Copolimeros de metacrilato

Os copolimeros de metacrilato fabricados sob o nome de marca
Eudragit® sdo utilizados na fabricagdo de comprimidos, granulos,
particulas micro e nanométricas, como revestimentos ou como agentes
ligantes na fase de granulagdo para preparar matriz de comprimidos.
Como consequéncia de sua plasticidade, devido a baixa temperatura de
transi¢do vitrea dos polimetacrilatos, alguns Eudragit® permitem a
utilizacdo do método de fusdo hot-melt. A sequéncia de grupos
hidrofobicos intercalada por “defeitos” carregados eletricamente ¢
responsavel pela hidrofilicidade do polimero. Sao soliiveis em valores de
pH diferentes, por exemplo o Eudragit E em pH < 4; Eudragit L 100 a pH
> 6 e os Eudragit S e FS sao soluveis em pH > 7 (MOUSTAFINE,
BUKHOVETS, et al., 2013).

O Eudragit® EPO (figura 7) ¢ um polimero catidnico, baseado em
dimetilaminoetil metacrilato e outros ésteres de acido metacrilico neutros.
E soltvel em fluido gastrico em pH< 5,0, tampdes fracamente acidos,
cetonas e alcoois. Mostra-se como um po6 branco de fluxo livre, com ao
menos 95% de polimero seco. O polimero anidnico Eudragit® L100 é
produto de copolimerizagdo de acido metacrilico e do metacrilato de
metila, e possui a propor¢do de grupos carboxila livres para os ésteres de
aproximadamente 1: 1. Este polimero ¢ facilmente solivel em pH neutro
e a condi¢des fracamente alcalinas (pH 6-7), forma sais com alcalis,
permitindo a formagdo de camadas de filme que sdo resistentes ao meio
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gastrico, com uma rapida dissolugdo na parte superior do intestino. Pode
ser utilizado na granulacdo de farmacos para liberagdo controlada e para
liberagdo de principio ativo no intestino por combinacdo com outros
Eudragit® (ROWE, SHESKEY ¢ OWEN, 2006).

Figura 7: Estrutura dos mondmeros dos polimeros Eudragit® E L100 (a) e E PO
(b) figura adaptada de (MOUSTAFINE, BUKHOVETS, et al., 2013)
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Uma maior supersaturacdo das solu¢des e consequente aumento
da dissolugéo foi alcangada para os farmacos indometacina, intraconazol,
e griselfulvina em DS contendo Eudragit EPO, HPMCAS-LF e Eudragit
L-100-55, respectivamente (SARODE, HARPREET, et al., 2013). A
interag@o farmaco: polimero, no caso das DS dipiridamol: Eudragit L100,
também proporcionou a inibicdo da precipitagdo do firmaco e a
estabilizagdo do seu estado amorfo (CHAUHAN, HUI-GU e ATEF,
2013). Um aumento consideravel na velocidade de dissolugdo do acido
mefenamico, atribuivel as intera¢des intermoleculares especificas
formadas entre farmaco o e EPO, foi explicada com pela formagdo e
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estabilidade da solug@o supersaturada formada (KOJIMA, HIGASHI, et
al.,2012).

2.44 Copovidona

As copovidonas sdo amplamente utilizadas em formulagdes
farmacéuticas e geralmente consideradas como ndo toxicas. Sdo
utilizadas como aglutinantes na granulacdo por via umida, ligantes em
comprimidos obtidos por compressdo direta, como formadoras de
pelicula e parte do material da matriz em formulagdes de liberagdo
controlada. O PVP/VA S 630 (figura 8) ¢ um composto ndo-idnico,
formado por 60% de polivinilpirrolidona hidrofilica e 40% de acetato de
vinila hidrofébico, que o tornam um agente tensoativo e estabilizante. E
um excelente ligante para comprimidos, matrizes poliméricas para
dispersdes solidas e formadores de filmes para aplicagéo topica.

O anel pirrolidona proporciona uma excelente solubilidade em
dgua e em uma variedade de solventes organicos, assim como
propriedades adesivas e formadoras de filme, solubilizagdo e inibi¢ao de
cristalizagdo de farmacos. A porgdo vinil acetato proporciona uma
diminuicdo na temperatura de transi¢do vitrea (109°C), uma vez
comparada aos homopolimeros de PVPs (165°C), além de reduzir a
higroscopicidade. Essa combinagdo inica do PVP/VA permite que ele
colabore para o aumento da solubilidade e a biodisponibilidade de
farmacos poucos soluveis em agua, através da formacdo de dispersdes
solidas (ASHLAND, 2013).
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Figura 8: N-Vinil-2-pirrolidona e acetato de vinila (PVP/VA S 630%) adaptada
de (ASHLAND, 2013).
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2.5 COCRISTAIS

Cocristais s30 materiais cristalinos s6lidos compostos por dois ou
mais componentes em uma unica fase. Estes componentes podem ser
moleculares e/ou i0nicos geralmente presentes numa propor¢ao
estequiométrica, excluindo os solvatos e sais simples (ALMARSSON e
ZAWOROTKO, 2004). A distin¢do de um cocristal (figura 9) molecular
dos demais so6lidos multicomponentes pode ser feita pelo reconhecimento
dos conjuntos direcionais e robustos de interacdes ndo-covalentes
complementares, como ligagdes de hidrogénio ou halogénio (FRISCIC e
JONES, 2010).

Cocristais i6nicos sdo sustentados por ligagdes de hidrogénio com
transferéncia de carga e/ou ligacdes de coordenagdo em presenga de
cations metalicos (DUGGIRALA, PERRY, et al., 2016). A modificagdo
do estado solido significa a mudanga das propriedades fisico-quimicas
dos farmacos sem alterar a sua estrutura quimica e sua atividade
farmacolodgica. A sintese de cocristais de farmaco pode trazer melhoria
para a sua biodiposnibilidade como aumento da sua solubilidade
(CHADHA, SAINI, et al, 2012), velocidade de dissolugdo
(MCNAMARA, CHILDS, et al, 2006), estabilidade (REDDY,
BETHUNE, et al., 2009) e melhoria de propriedades mecanicas (NEHM,
RODRIGUEZ-SPONG e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006).
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Figura 9: Representacdo esquematica de solidos cristalinos multicomponentes.
Solvato; cocristal; sal, respectivamente. API-ingrediente ativo farmacéutico
(FRISCIC e JONES, 2010).
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2.5.1 Solubilidade dos cocristais

A solubilidade esta entre as propriedades fisico-quimicas mais
importantes dos sistemas farmacéuticos, impactando diretamente na
biodisponibilidade dos principios ativos. Esta propriedade pode ser
limitada pelo grau de estabilidade da estrutura cristalina ou pela
capacidade de o material ser solvatado (interagdo soluto-solvente). A
solubilidade do coformer pode ser correlacionada a solubilidade do
cocristal, onde este comportamento pode ser atribuido a diminuicdo da
barreira de solvatacdo no sistema formado (SERAJUDDIN, 2007).
Alguns dos processos envolvidos sdo dissociagdo, complexagdo,
ionizagdo, solubilizagdo micelar em agua e em meios biorelevantes
(ROY, LIPERT e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2012).

A réapida dissolugdo é promovida pelo spring (Figura 10),
cocristal ou forma de alta energia, que fornece a for¢a motriz para
solubilizagdo do farmaco em concentragdes superiores a sua solubilidade
em equilibrio. Este efeito frequentemente aumenta a taxa ou a extensao
da absor¢do do farmaco, mas o rapido retorno a forma mais estavel, o
torna menos soluvel o que pode limitar esse efeito. A combinagdo com
excipientes (polimeros) pode retardar ou inibir a precipitagdo. Tais
excipientes podem ser considerados como parachute, pois diminuem a
velocidade de descida das altas para as baixas formas de energias do
farmaco (GUZMAN, TAWA, et al., 2007).
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Figura 10: Esquema da abordagem Spring € Parachute que promove € mantem a
supersaturagdo de farmacos em solugdo, respectivamente (GUZMAN, TAWA, et
al., 2007).
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2.5.2 Sintese de cocristais farmacéuticos

A complexidade das estruturas dos farmacos requer a
compreensdo das interagdes intermoleculares em um ambiente
competitivo. A quimica supramolecular do estado so6lido é uma
ferramenta importante para o design de cocristais farmacéuticos
(DUGGIRALA, PERRY, et al., 2016). O primeiro passo ¢ definir quais
sdo as interagdes que sustentam e direcionam o empacotamento cristalino
(KITAGAWA, KITAURA e NORO, 2004). Segundo as regras de Etter,
os melhores doadores de protons irdo interagir com os melhores aceptores
e interacOes intramoleculares de anéis de seis membros sdo favoraveis
(ETTER e REUTZEL, 1991).

Os cocristais podem ser formados utilizando-se o design por
sintons. Estes grupamentos supramoleculares dirigem o reconhecimento,
a orientacdo e a associa¢do do empacotamento das moléculas no estado
solido (ALLEN, HOWARD, et al., 1996). Os sintons sdo classificados
em dois tipos homo e heterosintons, dependendo dos grupos funcionais
que estdo interagindo (figura 11). Sendo os homosintons grupos
complementares semelhantes e os heterogrupos complementares
diferentes (GOOD e¢ RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010). Os potenciais
eletrostaticos de superficie molecular e os calculos da densidade
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funcional (DFT) também sdo ferramentas uteis para apoiar o design de
um novo cocristal. Outra abordagem para prever a formagdo dos
cocristais ¢ a analise da propensdo das interagdes entre as moléculas de
farmaco e o coformer, a partir das informacdes contidas na Cambridge
Structural Database, CSD (ALLEN, 2002).

Figura 11: Exemplos de sintons supramoleculares homosintons na por¢do
superior e hetorosintons na inferior (GOOD e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010).
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2.5.2.1 Meétodos de cocristalizagdo

Diferentes técnicas de obtengdo de cocristais sdo utilizadas como
evaporacao de solvente, moagem (a seco ou assistida por liquido), método
de reagdo, fluido supercritico e ultrassonicador. Na técnica de evaporagdo
de solvente farmaco e coformer sao dissolvidos em proporgdes
equimolares em um solvente comum. Em seguida, a solugéo ¢ levada a
evaporacdo lenta (BHATT, AZIM, et al., 2009). A utilizagdo do fluido
supercritico emerge como uma excelente alternativa na obtengdo de
cocristais. Coformer e farmaco sdo misturados por agitagdo magnética e
submetidos a pressao por CO; supercritico, este atuara como antisolvente
promovendo a precipitagdo do cocristal (SEKHON, 2013).

Na técnica de ultrasonicagdo, uma solugio de farmaco e coformer
¢ preparada a uma temperatura adequada e submetida a sonicagdo até a
formagdo de turbidez. A solugdo ¢ submetida posteriormente a
evaporagdo lenta (AHER, DHUMAL, et al., 2010). A moagem consiste
na mistura de quantidades estequiométricas de farmaco e coformer, os
quais sdo submetidos @ moagem, podendo esta ser manual, com auxilio
de gral e pistilo ou mecénica em moinho de bolas ou vibratorio.

No caso da moagem assistida (LAG, Liquid Assisted Grinding)
pequenas quantidades de solvente sdo adicionadas ao processo (JONES,
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MOTHERWELL e TRASK, 2006). A reacdo ou precipitagdo de
cocristalizacdo é processada pela mistura ndo estequiométrica de farmaco e
coformer em um solvente comum. Para tal, satura-se o solvente com
coformer e, em seguida, um excesso de farmaco ¢ adicionado, sob agitagéo

constante. O precipitado formado ¢ filtrado e o cocristal recuperado
(RODRIGUEZ-HORNEDO, NEHM, et al., 2006).

2.6 TECNICAS DE CARACTERIZACAO FISICA DO ESTADO
SOLIDO

A grande maioria dos produtos farmacéuticos estda no estado
solido, e sdo formulados e produzidos a partir de pés. Uma rigorosa
caracterizagdo fisica dos componentes da formulagdo pode prevenir
problemas relacionados a varia¢des inesperadas (BRITTAIN, 1995). A
estabilidade dos componentes frente aos processos de manufatura dos
produtos como mistura, granulacdo, secagem, compressao, revestimento
e embalagem, também deve receber atengdo especial por parte do controle
de qualidade. A caracterizagdo adequada do estado solido implica na
utilizacdo de uma série de técnicas combinadas (STORPIRTIS,
GONCALVES, et al., 2009).

2.6.1 Espectroscopia vibracional infravermelho (IV)

A radiagdo de IV abrange a faixa de 10000 a 100 cm!, sendo
comumente ¢é utilizada a regido média do IV entre 4000 a 200 cm'. Essa
radiagdo ¢ absorvida e convertida pelas moléculas orgénicas em energia
vibracional molecular. A energia absorvida ¢ quantificada e o espectro
vibracional aparece em forma de bandas. A frequéncia ou comprimento
de onda depende das massas relativas dos atomos, das constantes de forca
das ligacdes e da geometria dos atomos. As intensidades das bandas
podem ser representadas pela transmitancia (T) ou pela Absorbancia (A).
A transmitancia ¢ a razdo entre a for¢a radiante transmitida e a forga
incidente na amostra e a absorbincia é representada pela equacio:
A=logio (1/T) (SILVERSTEIN, 2005).

O método de infravermelho por transformada de fourier (FTIR)
faz o uso simultdneo de todas as frequéncias produzidas por uma fonte,
assim proporcionando um grande enriquecimento na razdo sinal: ruido,
quando comparado com o instrumento dispersivo. A intensidade com a
qual a banda absorve a radiagdo vai depender do momento dipolo da
ligacdo, relacionado a diferenca de eletronegatividade dos atomos
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envolvidos. O IV possui capacidade limitada para elucidagdo de
moléculas desconhecidas, funcionando como uma “impressdo digital” de
moléculas ja descritas, em geral observando-se bandas que aparecem em
frequéncias superiores a 1500 cm™. Pode ser util no monitoramento de
formulagdo por apresentar correlagdes entre a absor¢do do IV e algumas
caracteristicas como tamanho de particula, quantidade de IFA,
polimorfismo, quantidade de agua e uniformidade das misturas de
componentes da formulagdo. Variagdes de deslocamento das bandas do
espectro padrdo podem ser indicativos de rompimento ou formacao
interagdes inter ou intramoleculares (BRITTAIN, 1995).

2.6.2 Difratometria de raio-X de p6 (DRXP)

A radiagdo eletromagnética de raios-X se encontra entre as
radiagdes gama e ultravioleta, sendo expressa em unidades de angstrom
(A), que equivale a 10® cm. Quando o raio-X incide em um solido
cristalino, ele interage como os elétrons dos atomos presentes e ¢
espalhado em todas as dire¢des, caracterizando o fendmeno da difragao.
Algumas destas ondas estdo em fase, formando uma onda construtiva, que
reforcam a sua intensidade formando as reflexdes, observadas no
difratograma. Os atomos que compdem os solidos cristalinos se dispdem
de forma ordenada em planos cristalinos separados entra si por distancias
interplanares (d). O difratograma apresenta uma séric de reflexdes
caracteristicas da amostra, sendo identificadas pelo angulo (20) ou pela
distancia interplanar (d) contra a sua intensidade. A lei de Bragg descreve
as condi¢cdes nas quais isso pode ocorrer, nh = 2d sin, figura 12
(CASTRO, 2010).
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Figura 12: Diagrama esquematico de uma onda construtiva segundo a lei de
Bragg adaptado de (CASTRO, 2010).

A determina¢do da estrutura cristalina de uma substancia
possibilita analisar as interagdes intra e intermoleculares, assim como o
empacotamento e a conformagao moleculares. O padrio de difracéo para
cada forma cristalina de um composto ¢ tinico, o que faz desta técnica
adequada para identificacao de diferentes polimorfos, solvatos e anidros.

O método possui limitagdes para identificacdo de substancias
ndo-cristalinas (amorfas), por apresentar um difratograma com maxima
difusdo. A técnica pode também ser utilizada para os excipientes,
formulagdes e para identificagdo de impurezas, por meio de comparagao
com bancos de dados que contenham os difratogramas padrao dessas
amostras (BRITTAIN, 1995).

Os difratogramas sdo geralmente obtidos em condigoes
ambiente, mas existe a possibilidade de desenvolvimento dos testes com
ou sem resfriamento, onde os padroes de difragdo podem trazer
informacdes de transi¢des de fase influenciadas pela temperatura. O grau
de cristalinidade das substancias também pode ser avaliado pelo DRXP e
¢ definido pelo nivel de organizacao da sua rede molecular, sendo os mais
desordenados considerados amorfos (CARRENO, GARCIA, et al,
2008).

O exemplo da figura 13 demonstra a diminui¢do das
intensidades das reflexdes no DRXP, o que é o um indicativo da
diminui¢do da cristalinidade da amostra como aumento do tempo de
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moagem. O nivel de cristalinidade de uma molécula também pode ser
medido por outras técnicas como IV, DSC e densidade (BRITTAIN,
1995).

Figura 13: DRXP de PbTiO3 submetidos a diferentes tempos de moagem em
moinho de bolas (Smm) adaptado de (CARRENO, GARCIA, et al., 2008)
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2.6.3 Técnicas termoanaliticas

Os métodos de analise térmica podem ser definidos como as
técnicas nas quais as propriedades fisico-quimicas do analito s&o
determinadas a partir da aplicagdo de um programa de temperatura e uma
atmosfera controlados. Os processos que geralmente podem ser
observados sdo endotérmicos (fusdo, evaporagdo, sublimagdo,
desolvatagdo, transi¢do de fase solida, degradagdo quimica, etc.) ou
exotérmicos (cristalizacdo, decomposi¢do oxidativa, etc.). As técnicas
tém ampla utilizagdo em estudos relacionados a estabilidade térmica e
caracterizagdo de materiais, mecanismos e cinética de decomposi¢do
térmica, otimizacdo de condi¢cdes de sintese de novos materiais,
determinacdo do grau de pureza e composicdo de algumas misturas. A
analise térmica pode ser muito til para os estudos de pré-formulagio para
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indicacdo de possiveis interacdes entre farmaco-excipiente, definindo a
sua compatibilidade e também para determinagdo da umidade
(STORPIRTIS, GONCALVES, et al., 2009).

Na calorimetria exploratéria diferencial (DSC) a amostra e o
material de referéncia sdo mantidos sob as mesmas condicdes de
temperatura e razdo de aquecimento. A variacdo na entalpia dos processos
durante o aquecimento € registrada, sendo que a area de um evento de
DSC ¢ diretamente proporcional ao calor absorvido. A medida da
endoterma de fusdo da amostra pode ser utilizada para avaliar a sua
pureza, caracterizacdo de polimorfos, estudo da estabilidade e
determinagdo da entalpia de desidratagdo. Outros fatores além da pureza
que podem afetar a resposta do equipamento s3o razdo de aquecimento,
tamanho de particula, cadinho, vedacdo do sistema, massa e
condutividade térmica da amostra, atmosfera e a natureza da reagdo
(BYRN, PFEIFFER e STOWELL, 1999).

Em geral, os valores de razdo de aquecimento tendem a deslocar
os eventos térmicos a temperaturas mais elevadas, onde razdes mais
baixas tornam os eventos mais nitidos, aumentando o tempo de analise.
O formato do cadinho, se fechado, aberto ou parcialmente vedado para
ventilagdo de gases também altera a curva DSC (WATSON, 2012).

A termogravimetria (TGA) mede o ganho ou perda de massa de
uma amostra em func¢do da temperatura ou tempo. O instrumento baseia-
se em uma microbalan¢a conectada a um porta amostra situado em um
forno, com controle de temperatura. Permite determinar a temperatura em
que os materiais comec¢am a se decompor, o acompanhamento de reagdes
de desidratagdo, avaliagdo da equivaléncia composicional, caracterizagao
de polimorfos, oxidacdo e combustdo, entre outras. A atmosfera de
nitrogénio ¢ mais comumente utilizada, porém outros gases também
podem ser usados (BYRN, PFEIFFER e STOWELL, 1999).

A TGA pode ser executada de forma isotérmica, onde a
temperatura ¢ mantida constante por um determinado tempo; quase
isotérmica, onde a amostra ¢ aquecida em uma razao linear enquanto nao
ocorre variacdo de massa, depois é mantida constante; ¢ de forma
dindmica, na qual a temperatura varia em fun¢do de uma razdo de
aquecimento ou resfriamento linear. Os mesmos fatores que afetam o
DSC podem impacatar a TGA. A termogravimetria derivada (DTG) é
uma ferramenta que facilita a avaliacdo dos resultados obtidos na TGA,
com picos que delimitam as areas proporcionais as varia¢cdes de massa,
por meio de uma derivada de primeira ordem. As aplicagdes das curvas
DTG compreendem a separagdo de reagdes sobrepostas, analise
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quantitativa por medida da altura do pico e distingdo de eventos térmicos
(STORPIRTIS, GONCALVES, et al., 2009).

2.6.4 Microscopia eletronica de varredura

A técnica baseia-se em um feixe fino de elétrons sobre a
superficie da amostra. A interagdo entre o feixe e a superficie da amostra
provoca a emissdo de radiacdes de elétrons secundarios, elétrons
retrodispersados, életrons Auger, fotons, raios-X, etc. Asimagens de alta
resolugdo sdo geradas pela captagdo dos elétrons secundarios e
demonstram a topografia da superficie da amostra. Os aumentos podem
chegar at¢ 300.000 vezes, podendo ser utilizadas escalas entre
nanometros e micrometros (WATSON, 2012).

2.6.5  Solubilidade

Em nota técnica o CEFAR (Coordenagdo de Equivaléncia
Farmacéutica) recomenda o shake-flask como método de escolha para
avaliagdo da solubilidade de farmacos conforme preconizado pela RDC
n° 31/2010 (BRASIL, 2010). A resolucao determina que a solubilidade
dos farmacos em equilibrio a 37°C + 1°C, deve ser avaliada em no
minimo 3 meios diferentes em pH fisiologico na faixa de 1,2-6,8, levando
em consideracdo o pKa do mesmo. Quantidades crescentes do farmaco
devem ser adicionadas para obten¢do de uma solu¢do saturada, com
agitagdo (geralmente de 24-48 h) e temperaturas controladas. Os termos
descritivos de solubilidade podem ser visualizados na tabela 1 (BRASIL,
2010).
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Tabela 1- Termos descritivos de solubilidade e seus significados, adaptada
(BRASIL, 2010).

Termos Descritos Quantidades aproximadas
do solvente, em mililitros,
para um grama da substancia

Muito soluvel Menos de 1
Facilmente soluvel Delal0
Soluvel De 10a 30
Ligeiramente soluvel De 30a 100
Pouco solavel De 100 a 1.000
Muito pouco soltavel De 1000 a 10.000
Praticamente insoluvel Mais de 10.000

2.6.6 Dissolucao

A dissolugdo é o processo pelo qual uma substancia sélida
dissolve em um determinado solvente para formar uma solugdo. A
avaliacdo da dissolucdo ¢ indispensavel nas varias etapas dos processos
de producdo de medicamentos, sendo uma ferramenta indispensavel para
estabelecimento de correlagdes in vitro/in vivo e assuntos regulamentares.
O desenvolvimento de métodos que possam prever de forma mais eficaz
o comportamento in vivo das formas farmacéuticas, reduz custos e tempo
necessarios de producdo (MANADAS, PINA e VEIGA, 2002).

As condicdes do teste de dissolucdo como tipo de equipamento,
composi¢do e volume, devem garantir que o método seja discriminativo,
robusto, exato e transferivel. O teste de dissolugdo ¢ método indicado para
detectar diferencas na formulac@o, processos de fabricacdo e variacdes
nas caracteristicas fisico-quimicas do medicamento. Para definicdo das
caracteristicas do meio de dissolucdo € necessario conhecer a solubilidade
do farmaco em relagdo ao pH. A garantia das condi¢des sink também ¢
fundamental para o experimento, para tal o volume de meio deve ser no
minimo 3 vezes maior que o volume necessario para se obter uma solucao
saturada, sendo que algumas literaturas preconizam 10 vezes (HOSEY,
CHAN e BENET, 2016).

O meio deve ser biorrelevante compreendendo a faixa de pH
fisiologico entre 1-6,8 para formas farmacé€uticas de liberagao imediata e
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1-7,5 para liberagdo prolongada. A capacidade tamponante do meio deve
ser avaliada durante todo o ensaio. A utilizagdo de tensoativos deve ser
justificada, como tipo e concentragdo. A desgaseificacdo do meio é
fundamental para evitar que as bolhas atuem como uma barreira para o
contato do meio de dissolugdo com a amostra interferindo no perfil de
dissolugdo. O resultado € expresso em porcentagem da quantidade
declarada no rotulo (BRASIL, 2010).

A aparelhagem selecionada para os métodos vai variar de acordo
com a forma farmacéutica. Por exemplo, os cestos (métodol) sdo
utilizados na avaliagdo de capsulas e comprimidos que flutuam ou
adaptados por ancoras que os mantenha no fundo da cuba caso se utilize
as pas (método 2). Sdo ainda descritos pela USP,2011, os aparelhos de
cilindros reciprocos, utilizados principalmente para comprimidos de
liberagdo modificada; célula de fluxo, para formas farmacéuticas de
liberagao prolongada e também indicada para formas contendo farmacos
pouco soluveis; pa sobre disco e cilindro, para adesivos transdérmicos;
suporte reciproco, no caso de adesivos transdérmicos e comprimidos que
ndo desintegrem, tipo bomba osmotica (USP, 2011).

2.6.7 Velocidade de dissolucio intrinseca (VDI)

Uma area definida da superficie da amostra (0,5 cm?) entra em
contato com o meio de dissolu¢do apropriado e é mantida sob rotagdo,
temperatura ¢ pH constantes, assim podendo ser definida a VDI. Os
resultados sdo expressos na forma em pg.min'.cm?, obtidos pela
regressdo linear dos pontos. As condi¢des sink do ensaio deverdo ser
observadas e a area da superficie da pastilha devera manter-se constante
(ISSA e FERRAZ, 2011).

A USP, 2011 descreve dois aparatos para dissolucdo intrinseca:
disco rotatorio e disco estacionario, adaptaveis em dissolutores padrao.
No aparato de disco rotatorio (figura 14) o fluxo ¢ gerado pela rotagdo da
matriz e o fluido fica em repouso, enquanto que para o disco estacionario
a pa ou outro dispositivo de agitagdo ¢ a fonte do fluxo do fluido (USP,
2011).

Os aparatos utilizam uma pastilha nio desintegravel, que fica em
um ponto fixo na cuba, diminuindo as varia¢des hidrodindmicas. As
pastilhas sdo obtidas por compressdo direta do p6, em pungdo de
superficie lisa. A pressdo de obtencdo da pastilha deve ser avaliada para
garantir se ndo houve modificacdo na estrutura cristalina do fArmaco, que
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deve ser acompanhado por outras técnicas como DRXP ou IV (ZAKERI-
MILANIA, BARZEGAR-JALALIA, et al., 2009).

Figura 14: Desenho esquemético da prensa e do aparato para dissolucdo intrinseca
em disco rotatorio, adaptado da USP, 2011.

W Parte inferior da matriz
I

Prensa

Base de superficie lisa

|
Pungdo ( "O‘|
— =
o O

-

I l Base de superficie lisa

Com a finalidade de mimetizar as condigdes in vivo, o meio de
dissolu¢ao € normalmente aquoso com pH dentro da faixa fisiologica e
temperatura constante de 37°C. O teste deve ser conduzido
preferencialmente em condicdes sink, por que a aproximacao da condigdo
de saturag¢do poderia causar uma diminui¢do da VDI artificialmente. A
formag@o de bolhas impede que a pastilha entre em contato com o meio
de dissolucdo, o mesmo deve ser desgaseificado antes do inicio do ensaio.
O soluto pode alterar o pH na regido préxima ao compacto, deixando-o
diferente do restante do meio, sendo importante o controle constante do
pH (ROSA, 2012).
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CAPITULO I- DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
CROMATOGRAFICO INDICATIVO DE ESTABILIDADE PARA O
FARMACO BENZNIDAZOL.

1 INTRODUCAO

O monitoramento da estabilidade de produtos farmacéuticos é
fundamental para o estabelecimento de recomendagdes de condigdes de
armazenamento ¢ validade dos mesmos (GIL, 2010). A degradagéo
destes produtos pode gerar perda de atividade terapéutica e toxicidade,
acarretando danos aos pacientes. De forma geral, os farmacos sdo
suscetiveis a algum tipo de decomposi¢do, e algumas classes quimicas
tendem a se decompor em condi¢des brandas de reacdo (SINGH e
BAKSHI, 2000). Os estudos de estabilidade devem avaliar entio a
estrutura e propriedades fisico-quimicas das substancias, para prever
provaveis rotas de degradacdo das mesmas (PATEL, NAREGALKAR e
PATEL, 2015). A otimizacdo dos processos de degradacdo facilita o
acompanhamento da estabilidade, isolamento, caracterizagdo de produtos
degradados, estabelecimento dos mecanismos e cinética de degradacdo
(CARSTENSEN, e RHODES, 2000).

Evidéncias sobre como o farmaco ou produto farmacéutico se
comporta sob a influéncia de uma variedade de fatores ambientais, como
temperatura, umidade e luz em fun¢do do tempo, sdo fundamentais
(RAILLARD, BERCU, et al., 2010). O estabelecimento de metodologias
analiticas indicadoras de estabilidade é primordial para produgdo de
medicamentos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
detector UV-Vis esta entres as técnicas mais utilizadas para testes
indicadores de estabilidade (OLIVEIRA, YOSHIDA, et al., 2013). Estes
detectores permitem observar desvios em espectros de absorbancia do
analito como o aparecimento de impurezas. Sendo considerado um dos
métodos mais adequados para analise de rotina de medicamentos
(KUMINEK, TAGLIARI, et al., 2010). O objetivo deste capitulo é trazer
o desenvolvimento e validagdo de um método CLAE-UV indicativo de
estabilidade, que permita quantificar BNZ em sistemas binarios
comoidos, consistindo de BNZ: Ac-Di-Sol®, assim como estimar o
farmaco presenca de seus produtos de degradacao.
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2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

O BNZ matéria-prima foi gentilmente fornecido por NORTEC
Quimica (Rio de Janeiro, Brasil), cetoconazol (KTZ) padrao foi adquirido
da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A croscarmelose de sddica
(Ac-Di-Sol®) foi fornecida pelo BH Schilling (Mildo, Italia). Os solventes
acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) grau CLAE foram adquiridos da
J.T. Baker (Phillipsburg, Estados Unidos). Acido acético (grau de pureza
> 85%) foi comprado de Riedel-De Haen (Calgary, Canadd) e acetato de
amoénio (97% de pureza) da Alfa Aesar (Karlsruhe, Alemanha). A agua
destilada e deionizada foi obtida através do sistema de A10 de elemento
Milli-Q (Millipore, San Francisco, EUA). Os solventes e outros produtos
quimicos utilizados possuiam grau reagente analitico, e foram utilizados
como recebido sem qualquer purificagdo preliminar.

2.2 INSTRUMENTACAO E CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Os testes foram realizados no laboratorio de Controle de Qualidade
(UFSC) e no laboratério “Farmaceutico Tecnologico Applicativo”
(UNIPR-Italia). Foram utilizados dois equipamentos diferentes para a
andlise de cromatografia liquida, o primeiro um Shimadzu LC-10A
(Kyoto, Japao), equipado com bomba LC-10AD, unidade de controle
SCL-10A, VP e detector UV/VIS SPD-10AVVP. O segundo
equipamento, um LC-UV Agilent 1200, equipado com bandeja,
desgaseificador, bomba isocratica, amostrador automatico FC/ALS therm
e computador com Chem Station. Os dados cromatograficos foram
processados utilizando-se os softwares Class-VP Shimadzu® V 6.14. e
Agilent 1200. Os detectores de UV-VIS foram fixados no comprimento
de onda de 220 nm. Como fase estacionaria foi utilizada uma coluna de
fase reversa C18 Luna (250 x 4,6 mm, 5 pm; Phenomenex, CA, EUA). A
fase movel consistiu em solucdo acetato de amoénio (pH 6,5, 26 mM)-
ACN, (65:35 v/v). A separagdo foi executada no modo de isocratico, fluxo
de 0,5 mL/min, volume de inje¢ao de 20 puL e temperatura de coluna de
25 °C.
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2.3 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA A ANALISE DE LC

Aliquotas de amostra (cerca de 1 mL) foram coletadas a partir do
meio de reacdo apds experimentos de degradacdo forgada. As amostras
submetidas ao meio hidrolitico foram neutralizadas pela adicdo de
solugdes acidas ou basicas, na mesma concentragdo molar, em quantidade
suficiente a atingir pH 7. Para as amostras de fotodegradagdo do pd, cerca
de 10 mg de farmaco foram pesados com exatiddo e preparados como a
solugdo de trabalho, item 2.6. Em seguida, as amostras foram diluidas
com o intuito de obter concentragdes de BNZ em torno de 50 ug.mL-!,
com a fase movel. As solugdes foram preparadas com auxilio de baldo
volumétrico de 20 mL, agitadas manualmente e filtradas em membrana
de nylon 0,45 pm. O mesmo tratamento foi utilizado para preparar as
amostras do branco. Todas as amostras foram preparadas em triplicata.

2.4 VALIDACAO DO METODO DE LC

Os parametros precisdo, exatiddo, linearidade, limite de deteccdo
e limite de quantificacdo, especificidade, robustez, estabilidade e
recuperagdo foram avaliados (FDA, 2015). A especificidade do método
foi determinada através da analise de BNZ em presenga de produtos de
degradacao, obtidos por meio de condigdes de estresse, descritas no item
2.5. Para avaliar a linearidade, cinco amostras no intervalo de
concentragdo de 10-60 pg.mL! foram preparadas em triplicata, em trés
dias diferentes. A analise de regressdo linear e andlise de varidncia
(ANOVA), intervalo de confianga de 95%, foram utilizadas para
demonstrar a linearidade do método (ICH , 2005). Os limites de detec¢do
(LD) e quantificagao (LQ) foram calculados através das equagdes 1 e 2,
respectivamente (BRAZIL, 2003).

LD =22

)

_ (oa)

LQ

@
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Onde,
o =desvio-padrdo do branco (n = 10)
S= inclinacdo da curva de calibracdo

Para a precisdo (inter e intra-corridas) e ensaios de robustez,
sextuplicatas de solucdes de BNZ, correspondentes a concentragdo (50
pg.mL-1) foram analisadas. Os resultados foram expressos como desvio
padrao relativo (DPR) da média das concentragdes determinado
experimentalmente. Os testes de precisdo intercorridas foram realizados
em 3 dias por analistas diferentes. Para avaliagdo da reprodutibilidade a
precisdo entre dois laboratorios (lab) foi realizada. A exatiddo do método
foi avaliada pela porcentagem, aplicando-se a também a metodologia ao
padrio de referéncia KTZ. A amostras foram avaliadas em 3
concentragdes, baixa (40 pg.mL"), média (50 pg.mL") e alta (60 pg.mL™"),
em triplicata. Sendo as porcentagens de recuperacdo calculadas a partir
da comparagdo dos resultados analiticos das amostras, areas do padrdo e
do analito. Além disso, para avaliar a robustez, pequenas ¢ deliberadas
altera¢des no método foram realizadas da seguinte forma: temperatura do
forno (23, 25 e 27 °C), fluxo da fase movel (0,4; 0,5 ¢ 0,6 mL.min"),
composicdo da fase moével ACN:solucdo de acetato de amonio (pH 6,5,
26 mM) (63:37; 65:35 ¢ 67:33, v/v). A avaliacao estatistica dos resultados
foi realizada utilizando o software GraphPad prism 5.

2.5 ADEQUACAO DO SISTEMA (SYSTEM SUITABILITY)

A adequacdo do sistema foi realizada para avaliar a resolugdo e a
reprodutibilidade do método para a analise. Foram feitas sextuplicatas dos
padrdes BNZ e KTZ, com concentragdes correspondentes a 50ug.mL".
Os parametros avaliados foram tempo de retengo, assimetria do pico e
numero de pratos teoricos.

2.6 PREPARACAO DAS SOLUCOES DE TRABALHO

Para preparo das solugdes estoque de KTZ (padrao) e BNZ (padréo
secundario), 10 mg de cada farmaco foram precisamente pesados, ¢ entdo
transferidos para um baldo volumétrico calibrado (10 mL) e o volume
ajustado com metanol.
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2.7 PREPARACAO DE AMOSTRAS SUBMETIDAS A
DEGRADACAO FORCADA

As amostras do BNZ, submetidas a estudos de degradagao forgada,
foram preparadas da mesma forma da solugdo de trabalho, exceto pelo o
solvente utilizado. No caso das degradagdes alcalinas, acidas e oxidativas,
o farmaco foi dissolvido primeiramente em metanol, ¢ em seguida foi
adicionado o meio de degradacdo em quantidade suficiente para manter a
proporgao de 30:70, v/v, respectivamente.

2.8  ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA

Os meios de degradagdo utilizados nos estudos de degradacéo
for¢ada foram preparados conforme descrito a seguir. Para a avaliagdo
dos processos de hidrélise alcalina e acida o farmaco foi exposto a
solugdes de diferentes molaridades 0,1 e 1M, para ambos NaOH e HCL
A oxidagdo de BNZ foi avaliada em solucdo de perdoxido de hidrogénio
(H202) a 5%. As amostras foram acondicionadas em baldo de fundo
redondo, conectado a um condensador de refluxo e imerso em banho
termostatico a 40 °C, sendo avaliadas por CLAE nos tempos de 8, 12 ¢
24h.

2.8.1 Fotodegradacao

As solugdes organicas contendo BNZ foram expostas a radiagdo
UV (lampada Philips® UVC, 30 W) instalado em uma caixa revestida
internamente com superficie espelhada, em 254 nm. As amostras foram
preparadas dissolvendo-se 3 mg de BNZ em 3 mL de solvente e
acondicionadas em uma cubeta de quartzo, sendo avaliados os solventes
organicos ACN, cloroférmio e metanol, individualmente. Aliquotas das
solugdes foram coletadas apds 15 e 120 minutos de ensaio. Para a
avaliacdo da matéria-prima, 50 mg de BNZ foram pesadas em um vidro
de relogio e avaliadas em intervalos de 24 h. As cubetas e os vidros de
reloégio contendo as amostras foram posicionados a uma distancia de 10
cm da lampada UVC, cuja intensidade foi testada com auxilio do
luximetro calibrado (modelo Mimipa® MLM 1011, Sao Paulo, Brasil). O
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procedimento de fotodegradacao estd de acordo com o guia ICH QIB
(ICH, 1996).

2.9 PREPARACAO DOS SISTEMAS BINARIOS COMOIDOS

Para avaliacdo do impacto do processo de moagem na preparagio
de formula¢des contendo BNZ, foram preparados sistemas bindrios,
consistindo de BNZ: Ac-Di-Sol®. Foram moidos em trés diferentes
proporgdes de farmaco: polimero, a saber, 1:1, 1:2 ¢ 1:3 (m/m). Os dois
componentes foram pesados precisamente e misturados em um almofariz
de agata, por um tempo padronizado de 3 min e entdo introduzidos nos
jarros de triturag@o. O processo de moagem foi realizado em um moinho
vibracional-Retsch MM400 (Retsch GmbH, Haan, Alemanha) equipado
por 2 jarros de oxido de zirconio do tipo parafuso, cada um com uma
capacidade de 35 mL. Trés esferas com um didmetro de 15 mm foram
usadas e o processo foi realizado nas frequéncias de 30 Hz e 20 Hz, com
um tempo de moagem de 1 h. As formulagdes foram obtidas com a
colaboragdo da Professora Beatrice Perissutti da Universita degli Studi di
Trieste (Italia).
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3  RESULTADOS

3.1 OTIMIZACAO DE ANALISE CLAE-UV

O método indicativo de estabilidade foi desenvolvido por CLAE
testando condigdes cromatograficas diferentes. A fase movel foi
otimizada pela avaliagdo das misturas dos solventes: ACN-solucio
acetato de amonio pH 6.5, ACN-agua ou metanol-agua, em proporgdes
diferentes. A temperatura da coluna foi testada em um intervalo de 20 a
35 °C. Como fase estacionaria foram avaliadas diferentes colunas: coluna
de fase reversa C18 Luna (250 x 4,6 mm, 5 pm; Phenomenex, CA, EUA)
e Phenomenex C18 de Gemini, 5y (lotes: 473210-4 ¢ 507294-13). Além
disso, o comprimento de onda do detector UV/Vis foi examinado na faixa
de 220-324nm. Desta forma, as condigdes que geraram a melhor
resolugdo na separacdo do farmaco dos seus produtos de degradacdo
foram escolhidas. A identificacdo de BNZ baseou-se na comparacao dos
tempos de reten¢do dos picos presentes no cromatograma, com padrdes
de trabalho do farmaco coeluidos. E, a separagdo de compostos foi
determinada com base na resolucdo do pico BNZ. A quantifica¢do foi
realizada pelo padrio interno KTZ (padrio de referéncia). Por fim, as
curvas de calibragdo foram estabelecidas pelos padrdes de trabalho de
BNZ, em concentragdes que variaram na faixa de 10 a 60 pg.mL".

A area do pico BNZ foi integrada de acordo com a amplitude
maxima em relagdo a linha de base. O método por CLAE foi considerado
especifico para a quantificagdo do BNZ, uma vez que nenhuma
sobreposicao entre os picos do fairmaco e seus produtos de degradagao foi
observada. Além disso, ndo foram detectados picos na injegdo em branco.
Por esta razdo, o método foi definido de tal forma que permita a
visualizagdo de ambos o farmaco e os produtos de degradago. A simetria
de pico (tf=0,99) e resolugdo (R > 2) foram consideradas. Os parametros
que atendem a esses requisitos foram A = 220 nm, fase mével ACN-
acetato de amoénio- (pH 6,5, 26mM) (65:35 v/v) em condigdes de
isocratica, com uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min e volume de injecdo da
amostra de 20 pl.
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3.2 VALIDACAO DE METODO

A avaliagdo dos parametros precisdo, exatidao, linearidade, limite
de deteccdo e limite de quantificagdo, especificidade, robustez,
reprodutibilidade, estabilidade e recuperagdo do método indicativo
estabilidade proposto, demonstraram estar de acordo com os guias de
validagdo. O método apresentou um coeficiente de correlagdo linear
superior 0,999 no intervalo 10-60 pg.mL-!. A equagdo da reta obtida a
partir da curva de calibragdo foi y = 27005x — 219338, o teste ¢-
Student mno intercepto demonstrou que as médias ndo sdo
significativamente diferentes (DPR = 0,08%, P >0,05). A analise
estatistica de ANOVA permitiu observar que a correlagdo positiva entre
as variaveis, com significante regressdo linear (P > 0,05) e o desvio da
linearidade ndo foi significativo (P > 0,05). Os LQ e LD calculados do
farmaco foram 0,11 pg.mL" e 0,04 pg.mL!, respectivamente, garantindo
excelente sensibilidade do método, apropriada para a aplicagdo no estudo
proposto.

Os resultados expressos na tabela 2, indicam que o método ¢
preciso, por apresentar DPR inferiores a 1,5%. Pouca variagdo foi
observada no teste de exatiddo (tabela 3), para as trés concentracdes
distintas avaliadas os montantes recuperados de BNZ e KTZ estao muito
proximos de 100%. As varidveis avaliadas no teste de robustez ndo
influenciaram significativamente os resultados da analise (tabela 3). Nao
foi observada nenhuma diferenca significativa (P > 0,05) entre os
resultados obtidos, avaliados pelo teste 7-Student.

Tabela 2- Resultados relativos a precisdo do método indicativo de estabilidade
proposto.

L1 C média de
C(;‘(‘)ed‘alsf_?)ﬂz DPR (%) BNZ DPR (%)
e (50 pg.mL") *
Dia 1
(analista I, lab I) 0,36 Manha 1,28
Dia 2
(analistall, labI) 1,06 Tarde 1,06
Dia 3
(analista I, labII) 0,57 Noite 1,01
Meédia entre dias 0,66 Média intradia 1,12

*Sextuplicata
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Tabela 3-Resultados relativos a exatiddo do método indicativo de estabilidade
proposto

Solucio de trabalho (%) Recuperada de (%) Recuperada de

(ug.mL") * BNZ? KTZ*

40 98,43+1,83 99,2+0,58

50 100,5+0,36 101,2+0,83

60 99,5+0,32 100,1+0,06
*Triplicata

Tabela 4-Condi¢oes cromatograficas e variagdes investigadas para o teste de
robustez

Variaveis Intervalo (%) de BNZ Recuperada®
Composicio da fase movel ~03:37 98,52+1,19
(ACN: Solugao acetato de amoénio  g5:35 98,68+0,69
PHES) 6733 98,37+0,98
23 100,76+0,75
Temperatura do forno (°C) 25 98,68+0,92
27 99,37+0,56
0,4 99,234+0,75
Fluxo (mL.min") 05 98,69+0,94
0,6 100,37+1,40

*Desvio padrao relativo
3.3 ADEQUACAO DO SISTEMA (SYSTEM SUITABILITY)

Os parametros avaliados para a adequagdo do sistema como tempo
de retengdo, assimetria e pratos tedricos, ndo apresentaram variacao
significativa (P>0,05) conforme descrito na tabela 5. Portanto, os
resultados sdo valiosos para demonstrar a eficiéncia e a reprodutibilidade
do método.
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Tabela 5- Adequacdo do sistema do método indicativo de estabilidade proposto

Solugio de trabalho S0pg.mL™!

BNZ KTZ
Parametros Resposta Resposta
Numero de pratos tedricos 5089,80+0,94 7873,58+0,87
Simetria de pico 1,39+0,50 1,29+0,23
Tempo de reten¢do (min) 4,12+0,05 6,48+0,06

2 Desvio padrao relativo
3.4 ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA

O método indicativo de estabilidade demonstrou-se adequado
para a deteccdo e quantificagdo do farmaco, uma vez que houve a total
separagdo do farmaco de seus produtos de degradac@o. Alguns processos
de degradacdo de BNZ foram verificados como oxidagdo, hidrolise e
fotolise. A avaliacdo da estrutura do fArmaco permite verificar a presenga
de grupos suscetiveis a essas reagdes como, a amida que pode ser
facilmente hidrolisada, o grupo nitro que pode sofrer fotodegradacio e as
ramificacdes no anel benzénico oxidacao. Os produtos formados podem
variar de acordo com o ambiente de degradacdo e como observados nos
cromatogramas como picos adicionais ao pico de BNZ (figura 1,
APENDICE A). A identificagio e quantificagio do BNZ apés os testes
de degradacdo forcada foram realizadas por comparagdo dos
cromatogramas das amostras e do padrao de BNZ. Os percentuais de BNZ
presentes nas amostras pos-teste de degradacdo forcada (figura 15)
indicam que BNZ sofre degradagdo em diferentes niveis. A
fotodegradagdo do farmaco pareceu ser mais severa em CHCIs,
apresentando um decaimento de BNZ de em torno de 70%, ¢ menor para
os solventes ACN- 35% e MeOH-20%, no caso da avaliagdo do farmaco
no estado solido foi observado um decaimento em torno de 5%, somente.
Nos estudos de hidrolise, o farmaco demostrou-se mais suscetivel a
hidrolise basica, uma vez que foi totalmente degradado em NaOH 1M
frente a um pouco mais de 40% em HCI na mesma concentragdo molar.
BNZ exibiu alta estabilidade em HCI 0,1M, ndo apresentando degradacao
e decaiu em torno de 20% em NaOH 0,1M. A estabilidade do firmaco em
meio acido (HCl 0,1M) é muito importante, por este ser o meio
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preconizado para ensaios de dissolucdo in vitro pelas farmacopeias, por
mimetizarem as caracteristicas de pH encontrados no estdmago humano
(USP, 2011).

No caso de BNZ a moagem de alta energia (30 Hz) acarretou a
mudanga de cor na formulacdo ¢ uma perda de massa de farmaco por
possiveis processos de degradacdo. A propor¢ao do polimero Ac-Di-Sol
pode contribuido para a degradagdo de BNZ, uma vez que porcentagens
menores de farmacos foram observadas conforme se aumentava a
quantidade de polimero. As formula¢des obtidas por moagem a uma
frequéncia de 20Hz, ndo apresentaram mudanga cor comparada de
material de partida. Além disso, foi possivel dosear em torno de 100% de
farmaco para ambas as formulagdes independente da proporgdo dos
componentes. Estes resultados podem indicar que a moagem a
frequéncias de 20 Hz ou menores sdo mais seguras para produgdo de
formulag¢des contendo BNZ. Os resultados também ressaltam importancia
do acompanhamento do processo de produ¢do de uma nova formulagao
uma vez que a possivel perda da atividade farmaco ou geragdo de
produtos toxicos pode ser prejudicial aos pacientes mesmos
(BOLDYREYV, 2004). A moagem ¢ uma ferramenta eficaz na redugdo de
tamanho de particulas a escalas nano e/ou micrométricas. A técnica
envolve a quebra de grdos grandes em grdos finos pela aplicacdo de
energia mecanica. Esta transformacg@o fisica frequentemente melhora a
capacidade de processamento ou solubilidade dos farmacos, mas deve ser
acompanhada com cautela para garantir a seguranca dos produtos obtidos
(LOH, SAMANTA ¢ HENG, 2015).
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Figura 15: Percentual de BNZ quantificado nas amostras apds teste de degradagdo
forcada.
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CondicOes experimentais

Métodos CLAE-UV disponiveis na literatura para BNZ sdo
restritos ao quantificagdo do farmaco em tecidos bioldgicos como, plasma
(GUERRERO, PINAZO, et al, 2011), leite humano (MARSON,
PADRO, et al., 2013), plasma e urina humanos (MARSON, DANA, et
al., 2013), plasma murino (SILVA, OLIVEIRA, et al., 2012) ¢ plasma e
urina (MORILLA, BENAVIDEZ, et al., 2003), estes estudos ndo se
dedicaram a demonstrar os produtos de degradacdo de BNZ restringindo
a sua aplicagdo. Santos e colaboradores, 2015 apresentam o iinico método
indicativo de estabilidade de BNZ por CLAE-MS/MS, entretanto este se
limita a fotodegradacdo do fAirmaco no estado sélido, além de apresentar
um tempo de analise de 25 min, muito superior ao método proposto com
8 min (SANTOS , ROLIM, ef al., 2015). Além disso, os métodos até
entdo descritos ndo permitem a quantificagdo de BNZ em uma grande
diversidade de produtos de degradagao, conforme o método indicativo de
estabilidade desenvolvido. A investigagdo da estabilidade intrinseca do
farmaco ¢ primordial no processo de obtengdo de formulagdes. Este
conhecimento proporciona a sele¢do adequada de técnicas, indica tipo de
adjuvantes e o acondicionamento necessarios para a garantia da
integridade dos principios ativos. Garantindo assim a seguranga e eficacia
dos tratamentos (AULTON, 2010).



79

4 CONCLUSAO

Um novo e simples método CLAE-UV/Vis foi desenvolvido e
validado com éxito para a estimativa de BNZ em sistemas binarios,
consistindo de BNZ: Ac-Di-Sol® comoidos. Além disso, este método
demonstrou ser adequado para quantificagdo do farmaco em meio aos
seus produtos de degradacdo quimica e fisica. O método indicativo de
estabilidade exibiu excelente precisdo, exatiddo, linearidade, limite de
detec¢do e limite de quantificagdo, especificidade, reprodutibilidade,
estabilidade, de acordo com diretrizes ICH, comprovado estatisticamente.
Assim, a analise de rotina de BNZ, matéria-prima e em nas formulagdes
apresentadas, podem ser realizadas de forma rapida e eficaz sem qualquer
interferéncia de produtos de degradagdo e componentes da formulagao.
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CAPITULO II- INFLUFZNCD} DA COMPOSICAO POLIMERICA DE
MATRIZES DE LIBERACAO PROLONGADA DO TIPO DOME
MATRIX® NO PERFIL DE DISSOLUCAO DE BNZ EM MEIO ACIDO.

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de um novo medicamento exige estudos que
vao da atividade farmacologica do principio ativo a garantia da chegada
do farmaco em concentragdo adequada ao local de acdo a partir da sua
administragdo e, para tal, ¢ de suma importancia o desenvolvimento da
forma farmacéutica apropriada (PANDIT, 2008). Os sistemas de
liberagdo modificada sdo produzidos com a finalidade de controlar a
liberagdo do farmaco, retardando ou prolongando a sua dissolugédo
(PEZZINI, SILVA e FERRAZ, 2007). Estes sistemas trazem
possibilidades como tornar a forma farmacéutica gastrorresistente,
prolongar o efeito farmacolégico do principio ativo, liberar o farmaco em
um sitio especifico do trato gastrintestinal ou ap6s um periodo definido
de tempo (COSTA e LOBO, 1999).

A utilizagdo de diversos tipos de polimeros vem como uma opgao
interessante para obtencdo de formulagdes orais de liberagdo prolongada
por possuir vantagens como versatilidade, eficacia, baixo custo e
producdo que recorre a equipamentos e técnicas convencionais, além de
permitir a incorporagdo de quantidades relativamente elevadas de
farmacos (LOPES, LOBO e COSTA, 2005). O sistema modular
gastrorretentivo flutuante Dome Matrix® permite uma maior permanéncia
gastrica dos comprimidos, tornando os principios ativos mais disponiveis
para absor¢do (OLIVEIRA, BERNARDI, et al., 2011).

A veiculagdo de BNZ em um comprimido de liberagdo prolongada
pode promover a reducdo da toxicidade, gragas a manuteng¢ao dos niveis
plasmaticos do farmaco (SOARES-SOBRINHO, MEDEIROS, et al.,
2007). O presente capitulo tem como objetivo demonstrar o
desenvolvimento e a avaliagdo de formas de liberag@o prolongada do tipo
Dome Matrix® contendo BNZ, investigando a influéncia da sua
composic¢do na dissolu¢do do farmaco em meio acido.
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2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

O BNZ foi doado pela empresa NORTEC Quimica, Rio de Janeiro,
Brasil. Os polimeros Methocel® K15M (HPMC K15M) ¢ HPMC
Methocel® E3 premiun LV EP (HPMC E3 LV) foram gentilmente
fornecidos pela empresa Colorcon, Dartford, England. Os outros
componentes foram didxido de silicio coloidal-SiOz (Aerosil® 200),
Pharma, Rheinfelden, Germany; Celulose microcristalina (Avicel® PH
102), Brussels, Belgium; Estearato de Magnésio, ACEF-spa, Fiorenzuola
D'Arda (PC), Italy; PEG 6000 (Polietileno glicol), Fluka, Steinheim,
Germany e etanol, VWR International SAS, Prolabo, Fontenay-sous-bois,
France. Os demais reagentes necessarios foram adquiridos com grau de
pureza adequado.

2.2 PREPARACAO DOS MODULOS DOME MATRIX®

O moédulo macho (espessura de 6 = 0,2 mm) e fémea (7,5 = 0,2
mm), foram desenvolvidos por compressdo direta. As formulagdes foram
preparadas pelo método de granulagdo por via umida. Para a obtencao dos
granulos, o farmaco e os excipientes celulose microcristalina, EPO e
manitol nas propor¢des descritas na tabela 6, foram homogeneizados em
grau de porcelana com adi¢do de 2 mL de uma solugdo hidroalcodlica
50:50 (v/v) de PEG 6000 5%. A mistura obtida foi disposta em um
granulador oscilante (Erweka AR400, Diisseldorf, Alemanha), equipado
com uma malha de 0,8 mm.

Os granulos foram secos em estufa durante cerca de 5 h a 40 °C.
Em seguida, os granulos foram misturados aos outros componentes da
formula em misturador Turbula® (Nova York, EUA) durante 20 minutos.
A mistura final foi comprimida em compressora excéntrica com pungéo
tnica EKO Korsch® (Berlim, Alemanha), equipada com pungdo
cilindrica de 9,2 mm de didmetro, tendo uma superficie de ponta convexa
ou concava. O peso médio dos comprimidos foi de 150 mg.
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Tabela 6- Composigdo das formulagdes dos médulos Dome Matrix®, @=9,2 mm,
para comprimidos de BNZ-100mg.

Composicio (%) F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7  F8 F9 F10
BNZ 344 344 344 344 344 344 344 344 344 344
Celulose Microcristalina 29,0 29,0 29,0 22,0 29,0 29,0 29,0 29,0
Manitol 29,0 10,0

EPO 29,0 10,0

HPMC E3 LV 85 150 10,0 20,0 225
HPMC K15M 30,0 30,0 30,0 20,0 20,0 85 150 20,0 10,0 7,5
PEG 6000 50 50 50 50 50 250 50 50 50 50
Estearato de Magnésio 1,0 1,0 1,0 Lo 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
SiO2 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05

PEG 6000 5% o1 01 01 01 01 01 01 01 01 01l
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2.3 AVALIACAO DO PERFIL DE DISSOLUCAO DE BNZ DE
MATRIZES DE LIBERACAO PROLONGADA EM MEIO
ACIDO.

Os testes de dissolugdo foram desenvolvidos em dissolutor Erweka
DT6R, Apeldoorn, Holanda. A duragdo do ensaio foi de 360 min, a uma
temperatura de 37 £ 0,5 °C e meio de dissolugdo composto de uma
solugdo HCI1 0,1 M, pH 1,2 ou tampao fosfato de potassio monobasico,
pH 4,5, volume de 900 mL, aparato 2 com agitagdo de 100 rpm. Os testes
foram realizados em triplicata. Aliquotas de 5 mL foram coletadas nos
tempos de 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300 e 360 min, ¢ filtradas em
filtro Millipore®-0,45um. Os comprimidos foram avaliados quanto ao
teor de principio ativo por espectrofotometria de UV/VIS,
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25 (Milao, Italia).

24 APLICACAO  DE METODOS  ESTATISTICOS DE
COMPARACAO DOS PERFIS DE DISSOLUGAO

Os perfis de dissolugdo do farmaco foram comparados pelos
métodos: de analise de variancia (ANOVA e MANOVA) ¢ métodos
modelo dependentes.

2.4.1 Métodos baseados em analise de varidncia

O teste de MANOVA avalia o ponto onde as porcentagens
liberadas do farmaco variam significativamente a cada tempo. O pos-teste
de Bonfferroni também foi aplicado para comparar as colunas. Em
seguida foi realizado o teste de¢ ANOVA que avaliou as porcentagens
dissolvidas separadamente a cada tempo, para verificar se haviam
diferengas entre as formulagdes. O teste de Tukey foi aplicado como pos-
teste para as comparacdes dos pares de formulagdes (WANG, SNEE, et
al.,2015).
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2.4.2 Métodos modelo dependente

A cinética liberacdo de BNZ dos comprimidos obtidos foi
avaliada com a utilizacdo dos modelos matematicos de Ordem Zero, 1°
ordem, Higuchi, Korsmeyers-Peppas, Hisxson-Crowell, Weibull e Baker-
Lonsdale, equacdes de 3 a 11 (KALLIOPI, HATZIAVRAMIDIS e
HATZIAVRAMIDIS, 2015). A comparag@o entre os perfis de dissolugio
das formulagdes se deu por meio dos fatores de diferenca (f;) e de
similaridade (f2) (SIEPMANN e SIEPMANN, 2013). Os calculos
estatisticos ¢ a aplicacdo dos modelos matematicos foram desenvolvidos
com auxilio dos programas Graphpad prism 5.0 e DDsolver,
respectivamente.

242.1 Modelo de ordem zero

O modelo de ordem zero representa a liberagdo controlada de
farmacos a partir de formas farmacéuticas que ndo desagregam. Desde
que a area da matriz ndo se modifique e que nao se atinjam condigdes de
equilibrio, podendo ser calculado pela equagéo 3.

0= 0y + Kot
(3)

Onde,

0, é a quantidade de farmaco dissolvido no tempo t

Qo ¢é a quantidade inicial de farmaco dissolvido na solugédo (a maioria das
vezes Qo= 0)

Ky é a constante de liberagdo de ordem zero

2.4.2.2 Modelo de 1°ordem

Este modelo, equacdo (4), representa o perfil de liberacdo de
farmacos hidrossoluveis em matrizes porosas, que liberam o farmaco de
forma proporcional a quantidade remanescente no seu interior. A
quantidade de farmaco liberada diminui por unidade de tempo.
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Kyt
2303

logQ, =logQ, +
4)

Onde,

Q: ¢ a quantidade de farmaco liberado no tempo t
Qo ¢ a quantidade inicial de firmaco na solugéo
K ¢ a constante de liberagdo de primeira ordem

2.4.2.3 Modelo de Higuchi

O modelo descreve a liberacdo do farmaco como um processo de
difusdo baseado na lei de Fick, equagdo 5. E aplicado a dissolucdo de
farmacos a partir de diversas formas farmacéuticas como sistemas
transdérmicos e comprimidos matriciais com farmacos hidrossoluveis.

1= KHr: : (5)

Onde,
Ku ¢ a constante de dissolug@o de Higuchi
fi é a fragdo de farmaco liberada em um tempo ¢

2.4.2.4 Modelo de Korsmeyer-Peppas

O modelo pode ser utilizado para analisar a liberagdo de formas
farmacéuticas baseados em matrizes poliméricas, quando o mecanismo
de liberagdo ndo ¢ bem conhecido ou quando possam estar envolvidos
mais do que um tipo de mecanismos de liberagdo. O valor n caracteriza
diferentes mecanismos de liberacdo, desde que ocorra de modo
unidimensional e que o sistema possua uma relagdo largura/espessura ou
comprimento/espessura de pelo menos 10. Para avaliagdo dos valores de
n foram utilizadas as porcentagens de liberacdo acumulada entre 5-60%
de liberacdo. Segundo os critérios do modelo, quando: n=0,45 a difusdo ¢
fickiana; 0,45< n < 0,89 tem-se a difusdo andmala ou ndo fickiana
(difusdo + erosdo) e com n > 0,89, o caso-2 relaxagdo (erosdo da cadeia
polimérica) ou caso 2 transporte, equacao 6.



87

_r=(”.

Moo
(6)

Onde,

a: ¢ uma constante

n: ¢ o expoente de liberagdo

Mt /Moo: fra¢do do farmaco liberada

2.42.5 Hixson-Crowell (Lei da raiz ctubica)

Considera a diminui¢do da area superficial de uma particula
esférica em funcdo do tempo, equagdo 7. Descreve assim, a relagéo linear
entre a raiz cubica da massa restante da particula e o tempo. A
concentracgdo do farmaco dissolvida no meio ndo muda significativamente
durante o tempo, sob condigdes sink.

dM

W:_K’.S[-(cs—CrJ

O

Onde,

dM ¢ a quantidade de substancia que se dissolve no intervalo de tempo
dt; K’ € uma constante positiva

cs € solubilidade do fArmaco no solvente

ct a concentragdo do farmaco dissolvido no tempo ¢

2426 Weibull

No modelo de Weibull os parametros descrevem os tipos de
dissolugdo. Exprime a fragdo cumulativa do farmaco (m) na solugdo ao
tempo t. O parametro b descreve a forma da curva, como: exponencial
(b=1; Caso 1), sigmoide-forma de S (b>1; Caso 2) ou parabdlica (b<l1;
Caso 3), equacao 8.
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Pl:_(r_Ti)b:l
m=1-exp —
a

Onde,

m =fragdo cumulativa do farmaco

a = a escala temporal do processo

T:=intervalo de tempo antes do inicio do processo de dissolugao ou
de liberac@o (na maioria das vezes ¢ igual a zero)

b = o parametro de forma que caracteriza a curva

®)

2.4.2.7 Baker-Lonsdale

Desenvolvido a partir do modelo de Higuchi, descreve a
liberagdo controlada do farmaco a partir de uma matriz esférica,
equagdo 9.

3|, (1M 1 M, _3D,Cp
2 M, M, 15C,

Onde,

Mt = quantidade de farmaco liberado ao tempo ¢

Ms= quantidade de farmaco liberada a um tempo infinito
Dn= coeficiente de difusdo

Cns = solubilidade do farmaco na matriz

ro=raio da matriz esférica

Co= concentragao inicial do farmaco na matriz.

&)

243 Fator de diferenca f; e fator de similaridade f>

As equagdes demonstram as relevancias entre as diferencas dos
perfis de dissolugdo. Comparam a porcentagem de farmaco
dissolvida/unidade de tempo para os produtos teste e referéncia. O fator
/2 € definido pelo FDA como uma transformacao logaritmica reciproca da
raiz quadrada da soma do erro quadrado (FDA, 1997). Indica a média da
similaridade entre os dois perfis. E o fator f; ¢ proporcional a média da
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diferencga entre dois perfis de dissolugdo, equacdo 10. Valores de f; entre
0-15 e valores de f2(equagdo 11) entre 50-100, indicam similaridade entre
os perfis de liberagdo (SERRA e STORPIRTIS, 2007).

7l :{i(Rz-Tr)/iRr}mo
(10)
Onde,

n = numero de pontos de amostragem (tempos de amostragem)

Rt =% dissolu¢do do medicamento referéncia ou pré-mudanga no tempo
t

Tt =% dissolugdo do medicamento teste ou pés-mudanga no tempo t

-0.5
f2= 50.log{|:1 +(i)Z(RI—Tr)2} .100}
nJ

)

Onde,

n = numero de pontos de amostragem (tempos de amostragem)

Rt =% dissolu¢do do medicamento referéncia ou pré-mudanga no tempo
t

Tt =% dissolugdo do medicamento teste ou pés-mudanga no tempo t.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PREPARACAO DOS MODULOS DOME MATRIX®

Além da baixa solubilidade aquosa de BNZ, as suas propriedades
de fluxo e de compressibilidade sdo muito deficientes, o que se tornou um
desafio na obtengdo dos comprimidos (MAXIMIANO, COSTA, et al.,
2010). O formato delicado e preciso dos moédulos Dome Matrix®, exigiu
muitos ajustes de composi¢do para alcancar a formulagdo ideal. As
formulagdes deveriam garantir o perfeito formato e encaixe dos modulos
macho e fémea, além da flutuagao do sistema e a liberagcdo de quantidades
constantes de farmaco. Para tal, 10 formulag¢des discutidas neste capitulo
foram escolhidas inicialmente por obterem o melhor desempenho frente
a compressdao, num universo 48 formulagdes. Em seguida estas
formulag¢des foram avaliadas quanto a flutuagdo e % de liberagdo do
farmaco, em pH acido por um periodo de 6 h, levando em consideragio a
composi¢do das mesmas.

3.2 AVALIACAO DO PERFIL DE DISSOLUCAO DE BNZ DE
MATRIZES DE LIBERACAO PROLONGADA EM MEIO
ACIDO.

O pH e tempos de residéncia da forma farmacéutica no meio de
dissolugdo simularam o trato gastrico humano em jejum no pH 1,2
(BORST, UGWU e BECKETT, 1997). A primeira caracteristica
observada foi que quantidades de diluente superiores a 30% promoveram
a rapida desintegracdo dos compridos. Por essa razdo, as quantidades de
celulose microcristalina ndo ultrapassaram este valor e as quantidades de
polimero nio variaram de 30%, garantindo a manutengdo das proporc¢des
da composicao da féormula. A composi¢ao das formula¢des F1, F2 e F3
diferiu somente no tipo de diluente, sendo que para F2 e F3 foram
utilizados manitol e EPO, respectivamente. Esta substitui¢do foi feita com
a inten¢do de aumentar a entrada de agua nos comprimidos, e assim
aumentar a velocidade de dissolugdo do farmaco (WELLS e
RUBINSTEIN, 1993).

Os perfis de dissolucdo (figura 16) de F1 e F2 mostram-se
praticamente sobreponiveis, sendo que F3 apresenta um desempenho pior
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em relagdo as outras duas formulagdes. Isso pode indicar que estes
excipientes ndo influenciaram a liberacdo de BNZ, sendo que o EPO
também atribuiu uma maior dificuldade de compressdo da formulagao.
Os comprimidos flutuaram durante todo o experimento, tendo sido
observado um nucleo seco, o que pode explicar a liberagdo parcial do
farmaco, em torno de 40% para F1 e F2, e de 30% para F3, ao fim da
analise.

Nas formulagoes F4 e F5 observou-se uma discreta melhora na
velocidade de dissolugdo do farmaco, o que pode ser atribuido a redugéo
das quantidades de HPMC K15M (20%), que est4 diretamente ligado a
diminuig¢do da viscosidade do sistema (SIEPMANN e PEPPAS, 2001). A
presenga de Manitol ¢ do EPO, nestas formulagées também pode ter
contribuido positivamente para essa melhora. Os perfis de dissolugdo de
BNZ foram muito similares, os comprimidos flutuaram por 5 h e depois
desintegraram parcialmente, alcancando em torno de 50% de liberagdo do
farmaco. A formulacao F6 possui uma quantidade 5 vezes maior de PEG
6000, uma redugdo em torno de 7% da quantidade de celulose
microcristalina e uma combinagdo de HPMC K15M e E3LV que somava
17%. Esta composi¢do mostrou-se inadequada uma vez que os
comprimidos comegaram a se desintegrar em torno de 20 min, sendo que
em 60 min ndo flutuavam mais. Por este motivo a rapida dissolugdo de
BNZ foi observada, acima de 95% em 2 h, ndo mantendo as
caracteristicas de liberagdo constante.

A partir da formulagdo F7 variam-se apenas as proporgdes da
combina¢do dos HPMC K15M e E3 LV, num total de 30% de polimero.
Observou-se que quanto menor a quantidade de HPMC KI15M,
consequentemente uma maior quantidade de HPMC E3 LV, maior era a
velocidade de dissolucdo do farmaco. Os comprimidos F10 nido
flutuavam mais apds 60 min e desintegraram em 90 min, podendo-se
comprovar a rapida liberagdo de BNZ. Tal comportamento pode indicar
que quantidades minimas de 10% de HPMC K15M sdo importantes para
manutengao das caracteristicas de liberagdo prolongada deste sistema. As
formulagdes F7, F8 e F9 flutuaram por 2 h e se desintegraram apds 4 h de
analise. Estas formulagdes mantiveram quantidades constantes de
liberagdo de farmaco, e alcangando maiores velocidades de dissolugdo do
mesmo, com quantidades em torno de 80% para F7, 70% para F8 e de
95% para F9, no tempo de analise de 6h. O perfil de dissolugdo de F9
avaliado em pH 4,5 foi totalmente sobreponivel ao obtido em pH 1,2, no
mesmo tempo de analise, indicando que o pH ndo influencia a liberagido
do farmaco, ndo apresentando diferencgas significativas pelo teste de
ANOVA (p>0,05).
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Figura 16- Perfis de dissolug¢io dos comprimidos do tipo Dome Matrix® contendo
BNZ, T=37 °C £0,5 °C, HCL 0,1M, pH 1,2 no volume de 900 mL.
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A avaliag@o dos perfis de dissolucdo das diferentes formulagdes
permitiu observar o impacto da composi¢do das mesmas na liberagao de
BNZ. As formulagdes F7, F8 ¢ F9 foram as que apresentaram as maiores
velocidades de dissolu¢do de BNZ, atribuindo-se o resultado as suas
composicdes poliméricas (MASON, CAMPINEZ, et al, 2015).
Polimeros de menor peso molecular como HPMC E3 LV, tendem a
facilitar a liberacdo do farmaco por se tratarem de uma barreira menos
resistente a difusdo de meio para o interior dos sistemas matriciais
(ZHOU, LAW, et al., 2014). Solubilizando mais rapidamente o farmaco
no meio e facilitando a sua posterior difusdo pela matriz. Para fAirmacos
com baixa solubilidade aquosa como BNZ a dissolu¢do é uma etapa
limitante a sua Dbiodisponibilidade (SAFFARI, EBRAHIMI e
LANGRISH, 2016). O equilibrio entre as caracteristicas dos polimeros
do tipo HPMC deve ser pesando de forma cautelosa durante o processo
de design das formulagdes. De tal forma, que o farmaco seja liberado em
quantidades que garantam a manuten¢@o de sua atividade farmacologica
e em quantidades constantes. O sistema modular Dome Matrix®
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demonstrou-se como uma excelente alternativa de forma farmacéutica
para o controle da liberagdo de BNZ. Além do mais, as caracteristicas de
gastrorretengdo podem ser alcangadas sem a necessidade de utilizagdo de
compostos geradores de gas, como o bicarbonato de sodio e acido citrico
ou tartarico. O tempo de laténcia de contato dos comprimidos com o
fluido géastrico para o inicio da flutuagdo dos mesmos, também ndo ¢
necessario para o Dome Matrix®, o que torna a composigdo da formula¢do
mais simples e facil de controlar (BARROCAS, SANTOS, et al., 2007).

3.3 APLICACAO DE METODOS ESTATISTICOS DE
COMPARACAO DOS PERFIS DE DISSOLUCAO

De acordo com os resultados de MANOVA (tabela 7), as
porcentagens dissolvidas de BNZ foram consideradas significativamente
diferentes a cada tempo (P<0,0001) e entre as formulagdes (P<0,0001), o
que implica em uma interagao t x formulagdo extremamente significativa.
Os perfis de dissolu¢ao ndo foram paralelos. Essa interagdo indica que as
médias de liberacdo do farmaco das formula¢des nao foram iguais a cada
2 tempos. O pos-teste de Bonferroni (NETER, WASSERMAN e
KUTNER, 1996) indicou que ndo houveram diferencas significativas
entre as formulagdes de F1 a F5 até 120 min. As porcentagens de
liberacdo ndo se diferem significativamente até 30 min, nas formulagdes
F5xF7, F5xF9, F7xF10 e F8xF10. Apos 45 min pode-se observar
diferengas significativas entre FO9xF10, F8xF9 apos 60 min, F8xF5 em
120min, F7xF8-240min e F7xF10 em 120min.

Tabela 7- Resultados da andlise de variancia (MANOVA) dos perfis de
dissolucdo dos comprimidos de BNZ.

Fonte de variacdo G.L. SQ Média Q F

Interacio 81 33990 419,6 59,50

Fator de coluna 9 104900 11660 1653

% liberagciao de BNZ 9 124100 13780 1954
Residuo 200 1411 7,053
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Os resultados de ANOVA (tabela 8) também demonstraram que
as formulagdes eram significativamente diferentes em termos de % de
liberagdo do farmaco a cada tempo (P<0,0001). O pods-teste de
multicomparagdo de pares de Tukey (BARROS-NETO, SCARMINIO e
BRUNS, 2010) demonstrou que as médias das curvas sdo
significativamente diferentes para: F1x (F6 e F10), F2x (F6 e F10), F3x
(F6, F9 e F10), F4x (F6 e F10), F6x (F5 e F8).

Tabela 8- Analise descritiva e dados de dissolugdo dos comprimidos de BNZ
(n=10) - ANOVA

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 13 F10

Minimo Bo43 2537 1090 2310 4697 1446 9750 9,043 8987 9927
25% Percentil 5758 4168 1548 5040 8866 2982 1435 1319 154 1883
Média 50 1096 4ess 212 1672 8620 2606 2094 94 G157

75% Percentil 2690 2640 1739 3393 3616 1009 5882 5185 %516 9391
Maximum %944 %600 2743 S S oia o4 s 9705 el

Média "o 494 105 on 2236 %sas 55 Bost Wrss o 5613
Desvio Padrdo 1240 1212 9541 1699 649 3682 250 208 %456 351
BrroPadrio 3920 3832 3017 534 52130 e 7913 Gees 1093 132

Inferior 95% C17,155 %212 2280 %950 057 4 es 3 me %08
Superior 95% CI24.89 2361 1593 3126 3415 a2 5345 W80 My wm

3.3.1 Métodos modelo dependentes

Os critérios coeficiente de determinagdo (r?) e o critério de
informacdo Akaike (AIC) foram utilizados para selecdo do modelo que
mais se adequava aos perfis de dissolucdo (tabela 9). O critério AIC ¢ a
medida da qualidade de ajuste com base na maxima verossimilhanca. O
modelo com menor valor de AIC ¢ considerado como o de melhor ajuste
dentro do conjunto de modelos (COSTA e LOBO, 2001). Com excegao
de F6, F9 e F10, as curvas se adequaram ao modelo de ordem zero. Isso
¢ um indicativo que o farmaco ¢ liberado da forma farmacéutica de forma
lenta sem a desintegracdo da mesma. Assumindo que a area do
comprimido ndo sofre alteracdes, e as condi¢gdes de equilibrio ndo sdo
alcangadas, as formas farmacéuticas que possuem esse perfil liberam as
mesmas quantidades de farmaco por unidade de tempo, sendo ideal para
o prolongamento da atividade farmacolégica do farmaco (NOVAK,
SPORAR, et al., 2012).

As formulagdes F6 e F10 se ajustaram melhor ao modelo de
Weibull. Os valores de B calculados (tabela 9) descrevem o formato da
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curva, no caso de F6 ¢ F10 B >1, que classifica as curvas no Caso 2,
observando a curvatura sigmoide (formato de S) dos perfis de dissolugdo.
O modelo de Weibull ndo possui nenhum pardmetro capaz de descrever
a cinética de libera¢do do farmaco (SIEPMANN e PEPPAS, 2001). A
formulacdo F9 se adequa melhor ao modelo de Korsmeyer-Peppas, sendo
a difusdo o principal mecanismo de liberagdo do farmaco. Os perfis, com
excecdo de F6, tiveram maior correlagdo com o modelo Korsmeyer-
Peppas em comparagdo com Higuchi, o que indica que a liberagdo do
farmaco néo ¢ dependente apenas do mecanismo de difusdo. Os valores
de n fornecidos por este modelo, permitiram a avaliagdo dos mecanismos
de liberagdo de BNZ.

Os critérios incluem as formulagdes F3 e F4 no caso-2 relaxagdo
(erosdo da cadeia polimérica) ou caso-2 transporte. O polimero EPO esta
presente em ambas formulagdes e sua alta solubilidade em meio acido
pode ter contribuido com a menor resisténcia dos comprimidos a erosio
causada pela ag¢do do fluido gastrico. Os demais perfis de dissolugdo
podem ser descritos por difusdo andémala ou ndo fickiana
(difusdo+erosdo) (SIEPMANN,2001).
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Tabela 9- Parametros dos modelos matematicos e regressdo estatisticas
descritivas para os dados de dissolug¢@o dos comprimidos contendo BNZ.

Modelo Estatistica F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10

ko 0,1024 0,1002 0,0782 0,1404 0,1362 0,2556 0,2068 0,1738 02820 02747

Ordem -zero Tlag -12,4825 51117 27,5211 78916 20,2010 -1239192 -27,8807 -33,2183 -24,5997 -60,3560

R 0,9969 0,9989 0,9807 0,9969 0,9967 0,7039 0,9980 09939 09727 0,8605

AIC 18,4670 77477 31,5869 24,8247 247375 859241 284590 358778 608219 778315

k1 0,0013 0,0012 0,0008 0,0017 0,0019 0,0262 0,0034 0,0029 0,0043 0,0077

1° ordem R’ 0,9877 0,9962 0,9388 09677 0,9829 0,6366 0,9710 09795 0,8764 0,9531

AIC 30,3374 18,2606 41,1549 462916 393568 859710 52,9521 46,0455 739172 64,9230

KHC 0,0004 0,0004 0,0003 0,0006 0,0006 0,0054 0,0011 0,0008 0,0020 0,0021

. Tlag -3,0398 23113 30,7501 173135  -52196 238171 09355 99192 18,0964  -53779
Hixson-Crowell

R 0,9914 0,9984 0,9730 09874 0,9890 0,6872 0,9836 0,9892 09766 0,9659

AIC 28,7045 11,7755 349604 388791 36,9035 864724 492502 41,6914 592919 63,7392

a 2358203 366,5455 1950,6611 5752998 157,3618 1864850 84,3917 750563 1993524 167,1929

B 0,7991 0,8401 1,0886 1,0161 0,7984 1,2804 0,7680 0,7022 1,0575 1,0893

Weibull Ti 6,9792 6,0000 6,9792 6,8750 6,9792 9,0000 9,0000 6,0000 9,0000 9,0000

R 09519 0,9692 0,9629 09675 0,9451 0,9631 09317 09275 09706 0,9778

AIC 479702 43,0598 40,1399 503605 54,9971 67,0963 655307 62,6906 63,5617 61,4500

kKP 0,5490 0,3190 0,0639 0,2653 0,8831 39411 1,8537 1,8428 1,3756 1,8462

n 0,6941 0,7859 0,9835 0,8993 0,6679 0,5987 0,6117 0,5845 0,7300 0,7085

Korsmeyer-Peppas Tla; 6,0000 6,0000 6,0000 72813 6,0000 6,0000 6,0000 6,0000 6,0000 6,0000

R’ 0,9476 0,9752 0,9007 09712 0,9559 0,7773 0,9461 0,9385 09810 0,9043

AIC 48,8308 40,8855 49,9857 49,1687 528119 850737 63,1683 61,0410 592007 76,0590

KBL 8,318E-05 7,310E-05 3,776E-05 1500E-04 1,661E-04 3215E-03 4,897E-04 3,138E-04 1,190E-03 1,298E-03
g 5,145E+01 5,029E+01 9,428E+01 8,636E+01 5,040E+01 4,466E+01 5,051E+01 4,592E+01 5,011E+01 4,322E+01

Baker-Lonsdale T
R* 0,8859 0,9311 0,9231 09237 08727  -44,3209 0,8577 0,8497 09025 0,9498

AIC 54,6093 49,1091 454361 56,8938 61,4139 1362325 70,8711 679861 73,5434 67,5984
kH 1,6098 1,5221 0,9864 19889 2,2226 6,2933 3,4989 30121 47237 5,3899
Higuchi Rsqr 0,8423 0,8358 0,6982 0,7870 0,8644 0,8308 0,8858 0,8938 0,8860 0,8961
AIC 558457 557976 57,1034 65,1654 60,0412 783256 66,6706 62,5131 73,1157 72,8857

A relevancia das diferencas dos perfis de dissolugdo foi avaliada
utilizando os fatores de diferenca (f1) e de similaridade (f2). Os valores
entre 50-100 relativos a f2 observados na tabela 10, indicam as
formulag¢des F1, F2 e F3 sdo semelhantes entre si, assim como F2 se
assemelha a F3, F4 e F5; F4 e também com F1. F5 é semelhante a F8, e
por fim F7 se assemelha somente com F8. O fator f1, por sua vez, indicou
similaridade apenas entre F1-F2 e F7-F8.
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Tabela 10- Fatores de similaridade (f2) x de diferenga (f/) para os dados de
dissolugdo dos comprimidos contendo BNZ.

fator de similaridade (f2) fator de diferenca (f7)

F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10
F1 88 56 63 56 12 32 38 21 17 7 43 23 40 327 122 92 197 250
F2 59 60 53 11 31 37 20 16 39 28 50 358 138 106 218 276

F3 45 41 9 26 31 17 13 110 146 652 290 238 422 516
F4 73 13 37 45 24 19 17 258 86 61 149 194
F5 14 40 51 26 20 206 59 38 113 151
Fo6 21 18 29 42 48 55 31 18
F7 60 40 30 13 34 58
F8 33 26 54 82
F9 45 18

4 CONCLUSAO

A necessidade de desenvolvimento de formulagdes que melhorem as
caracteristicas biofarmacéuticas e de toxicidade do BNZ ¢ notoria, sendo
que os sistemas de liberagdo prolongados vém como alternativa para
diminuicdo da sua toxidade, ligada aos picos plasmaticos comuns as
formulagdes disponiveis atualmente no mercado. Outro fator importante
a ser destacado ¢ a grande estabilidade do farmaco em meio acido
observado por meio de estudos em nosso grupo, o que o torna adequado
para aplicagdo em sistemas gastrorretentivos. A analise dos perfis de
dissolugdo dos comprimidos produzidos permitiu observar que, com
excecdo de F6 e F10, as formulagdes possuem caracteristicas de liberagdo
prolongada, o que garante a manuten¢do dos niveis de farmaco
constantes. Os modulos (macho e fémea) obtidos se ajustaram
perfeitamente, configurando um espaco vazio central nos comprimidos, o
que promoveu a flutuagio esperada para o sistema Dome Matrix® no meio
de dissolugdo. As formulagdes com maior percentual de HPMC K15M
(30%) possuem a liberagdo mais lenta do farmaco, e a presenga do
Manitol e do EPO nao demonstrou grande impacto nesta caracteristica.
Maiores quantidades do polimero HPMC L3LV influenciaram
positivamente na velocidade de dissolugdo de BNZ. Entretanto,
quantidades superiores a 20% deste polimero promoveram a rapida
desintegragcdo dos comprimidos. Em avaliagdo aos resultados pode-se
concluir que, o estudo de formulagdo no que compete a composi¢do
polimérica, é de suma importancia para garantia de qualidade e obtengdo
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de formulagdes com melhor desempenho possivel. Os estudos
comparativos das formulagdes demonstraram que F7 ¢ F9 sdo as mais
promissoras por apresentarem uma maior porcentagem de liberagdo do
farmaco no mesmo periodo de tempo. Ao mesmo tempo, por se tratar de
um farmaco de baixa solubilidade aquosa, com absorgdo irregular, as
formulag¢des devem ser aprimoradas com cautela para garantir as doses
minimas terapéuticas.
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CAPITULO II- ESTUDO DA INFLUENCIA DOS POLIMEROS NA
DISSOLUCAO DO FARMACO BENZNIDAZOL EM MISTURAS
SOLIDAS COMOIDAS

1 INTRODUCAO

Estima-se que 50% das novas moléculas desenvolvidas
apresentam problemas de solubilidade aquosa (MARSAC, LI e
TAYLOR, 2009). A taxa de absor¢do e a biodisponibilidade de farmacos
pouco soliiveis em agua sdo frequentemente controladas pela sua
dissolug@o no trato gastrointestinal. Dessa forma, o desenvolvimento de
novas técnicas para aumento da solubilidade dos farmacos é fundamental
para o desenvolvimento de formas farmacéuticas orais (LIMA, SANTOS,
et al., 2011). Devido a caracteristica nao ionizavel de farmacos neutros,
como o BNZ, a dissolu¢ao devera ser a mesma em todos os niveis de pH
do trato gastrointestinal. Existem varias estratégias que podem melhorar
as caracteristicas de solubilidade em 4gua dos farmacos como a formagao
de complexos, sele¢do dos sais, redug¢do do tamanho de particula do
farmaco, dispersdo sélida, obtencdo de formulagdes lipidicas, geracao de
formas polimorficas e selegdo de excipientes (ANSEL, 2011).

As dispersoes solidas (DS) tém sido amplamente utilizadas para o
incremento da biodisponibilidade oral de farmacos pouco soluveis em
meio aquoso. A contribuicdo destes sistemas pode estar relacionada a
reducdo do tamanho de particula do farmaco, melhora da sua
molhabilidade, redu¢do da formagdo de aglomerados e a geracdo de
supersatura¢dao no meio. Algumas vantagens das DS como facilidade de
manipulagdo de material e producdo, podem ser destacadas. Assim como
as desvantagens de baixa estabilidade das formulacdes nas quais o
farmaco se encontra amorfo como, a sensibilidade a umidade e
temperatura, que podem promover a recristalizacdo do farmaco e
dificuldade de transposicdo de escala (STORPIRTIS, GONCALVES, et
al., 2009). Sistemas binarios comoidos, sdo DS produzidas pela moagem
simultanea do principio ativo e um carreador hidrofilico, onde o farmaco
ndo se encontra completamente amorfo. Estas formulacdes apresentam
menores dificuldades no processo de obtencdo e transposi¢ao de escala
(BROUWERS, BREWSTER e AUGUSTIINS, 2009). O presente
capitulo traz o estudo da influéncia dos polimeros hidrofilicos na
dissolugdo do farmaco BNZ, e a avaliagdo do comportamento fisico-
quimico e de dissolug@o dos sistemas bindrios comoidos obtidos.
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2 METODOLOGIA

2.1  MATERIAIS

O BNZ foi doado pela empresa NORTEC Quimica, Rio de Janeiro,
Brasil. O polimero PVP/VA S-630® foi adquirido da Isp do Brasil
(Cachoeirinha, Brasil, lote 111). Os polimeros Eudragit EPO® (EPO) € o
Eudragit L100® (EL100) foram gentilmente fornecidos pela empresa
Colorcon do Brasil Ltda. (Cotia, Brasil), sob numeros de lote
G060331051 ¢ TD 100112N11, respectivamente.

22 IMPACTO DE POLIMEROS HIDROFILICOS NA
SOLUBILIDADE AQUOSA DO BNZ

Os polimeros hidrofilicos EL100 (anionico), EPO (cati6nico) e
PVPVA (ndo-ibnico) foram selecionados de acordo com as suas
diferentes propriedades idnicas. A avaliagdo quantitativa da solubilidade
aquosa de BNZ foi efetuada com adi¢do de um excesso de amostra em
agua, em triplicata como segue. Foram pesados 10 mg de BNZ e de
polimero, individualmente. Farmaco e polimero foram misturados
manualmente, na propor¢do 1:1, com auxilio de espatula e na sequéncia
foram adicionados 10 mL de dgua destilada em um béquer (50 mL). O
béquer foi vedado com filme plastico. A solugdes supersaturadas foram
submetidas a agitagdo em shake-flask, 150 rpm pelo periodo de 48h, a
temperatura de 37+5 °C. Aliquotas das solu¢des foram retiradas nos
tempos zero, 24 e 48h e filtradas em filtro de papel quantitativo (Quanty).
As amostras foram avaliadas quanto ao teor de principio ativo por
espectrofotometria na regido do UV. Foram realizados os testes
estatisticos de comparagdo multipla ANOVA e Tukey e de comparagio
de pares, t-student (p<0,05), com auxilio do programa Prism Graphpad
5.
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2.3 PREPARACAO DOS SISTEMAS BINARIOS CO-MOIDOS

Duas metodologias diferentes foram utilizadas para obtengdo das
formulagdes: moagem assistida por liquido (LAG) e moagem em moinho
planetario de bolas (MB). Na LAG, 1g de polimero e 1g de BNZ foram
cuidadosamente pesados ¢ transferidos para um gral de porcelana e
misturados com auxilio de espatula. A mistura BNZ:polimero, proporgdo
1:1(p/p), foram adicionados 500 pL de Acetona. O p6 foi macerado com
auxilio do pistilo por 15 min obtendo-se trés formula¢cdes nomeadas:
L100/Ac-M; PVPVA/Ac-M e EPO/Ac-M. Os polimeros que obtiveram
melhor desempenho no ensaio de dissolugdo em pH acido de BNZ foram
selecionados.

Novas formulagdes foram obtidas em MB variando-se as
proporgdes farmaco: polimero, tempo de moagem e velocidade de rotagéo
conforme descrito no item 2.4. Para avalicdo do impacto destes
parametros no produto final, foi construido um “design” experimental,
conforme descrito no item 2.4. A técnica de MB foi desenvolvida no
moinho Retsch GmbH PM200, 230 V, 60 Hz, com 2 esta¢es de moagem
equipadas com jarros de aco 125 mL, (Haan, Alemanha), relagdo bola
(©=20 mm) /amostra (g) 1:1.

2.4  DESIGN EXPERIMENTAL (DOE)

Os polimeros PVPVA e EPO foram selecionados levando em
consideragdo o aumento da velocidade de dissolu¢do de BNZ, observado
nos estudos preliminares. Foram construidos os dominios experimentais
para cada um dos polimeros, com o intuito de detectar e estimar as
interagdes entre os fatores: (A) propor¢do farmaco: polimero m/m; (B)
tempo-min e (C) velocidade rotacdo-rpm. Um delineamento fatorial
completo (2%) foi empregado resultando em 8 experimentos e 5 réplicas.
Os trés fatores foram analisados como variaveis independentes,
considerando-se dois niveis: minimo (-1) e maximo (+ 1), dispostos na
Tabela 11. A relagdo entre os fatores e as respostas foi avaliada a partir
do modelo de regressao multipla (equagio 12).

Y = B0 + B1A + B2B + B3C+ B12AB + B13AC + B23BC + B123ABC

12)
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Onde, Y ¢ a variavel resposta, Po o intercepto, pi a estimativa do efeito
principal e Bij estimativa do efeito de interagdo entre fatores i e j. A area
sob a curva (AUC), eficiéncia de dissolugdo (DE), tempo de dissolugao
média (MDT) dos sistemas binarios comoidos obtidos em moinho de
bolas (SBMB) foram consideradas como variaveis resposta, Y1, Y2 e Y3,
respectivamente. Todo o planejamento apresentado nesta se¢do foi
analisado com auxilio do programa Design-Expert® 8.0.7.1 (Stat-Ease
Inc., EUA). O método de Lenth foi utilizado para estimar a importancia
de cada fator sobre a resposta dos experimentos, assumindo que ha a
mesma variancia para todos os parametros (equagao 13):

n? = 46%N (13)

Onde, 62 ¢ a variancia do erro. A estimativa envolve a obten¢do de sO0 =
1,5. media {|cj|} e depois do pseudo erro-padrdo, equagdo 14.

PSE = 1.5.média {|cj|: |cj| < 2.550}j=1,...,m, (14)

onde ¢ s30 os contrastes e m o contraste independente. Uma vez obtido o
PSE, a margem de erro (ME) para os contrastes foi calculada, equagédo 15.

ME = t {1 —a2; d} xPSE (15)

onde t {1 02; q; € 0 quantil, d=m/3 e o. = 0,05. Sendo assim, para evitar uma
falsa concluséo foi calculada uma margem de erro simultanea (SME),

SME = ty;dx PSE,y = (1 + 0,951 + m)/2 (16)
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Tabela 11: Planejamento fatorial 2*

Fatores
A B C
Ordem m/m min rpm Niveis
1* 1,0 30 150 1 1 -1
2 0,5 30 300 -1 1 1
3 0,5 15 150 -1 -1 -1
4 1,0 15 300 1 -1 1
5 0,5 30 150 -1 1 -1
6 1,0 15 150 1 -1 -1
7 1,0 30 300 1 1 1
8 0,5 15 300 -1 -1 1
9 1,0 30 150 1 1 -1
10* 1,0 15 150 1 -1 -1
11* 0,5 30 300 -1 1 1
12%* 1,0 15 150 1 -1 -1
13* 0,5 30 300 -1 1 1
*Réplica

2.5 AVALIACAO DO PERFIL DE DISSOLUCAO DAS
FORMULACOES

Os perfis de dissolug¢do das formulagdes (50 mg) obtidas foram
avaliados pelo método 2 (pas), utilizando dissolutor VK 7000 (Varian) na
temperatura 37 +0,5 °C em HCL 0,1M, pH 1,2 no volume de 900 mL
(BRASIL, 2010). Aliquotas de 5 mL de meio de dissolugdo foram
coletadas em seringa nos tempos de 5, 15, 30, 45, 60, 90 ¢ 120 min e
filtradas em papel quantitativo. As amostras foram avaliadas quanto ao
teor de principio ativo por espectrofotometria na regido do UV. Os perfis
de dissolug@o foram avaliados quanto a sua DE (equagdo 17), MDT
(equacdo 18) e AUC (equagdo 19), dados obtidos com auxilio do
programa DD Solver 1.0, KinetDS 3 e Prism Graphpad 5®.

J;’X dt
0

Xt

DE. = X 100%

Y100

a7
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2, AM,
MDT ==
> Ay,
Jj=1
(18)
e )
AUC=—)"f,
n, 54
(19)
2.6 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICAS DAS

FORMULACOES OBTIDAS

2.6.1 [Espectroscopias vibracionais na regido do infravermelho
av)

Os espectros de IV foram obtidos em equipamento Perkin Elmer
(FTIR Frontier), em uma faixa espectral de 4000 a 600 cm™, com 4
acumulagdes. Os pos foram acondicionados diretamente no porta
amostras, em quantidade suficiente para preenchimento total do leitor.

2.6.2 Determinacio da cristalinidade

A avaliacdo de cristalinidade do farmaco, antes e depois do
processo de obtengdo das formulagdes, foi realizada através da técnica de
difracdo de raios-X de p6 (DRXP). Foi utilizado o difratometro de raios-
X g-q (Phaser D2, Bruker), operando com radiagdo de cobre Ka (I =
1,5418 A), a tensio de 10 mA e voltagem 30 kV. Com detecgdo realizada
por meio de um contador de cintilagdo unidimensional detector
LYNXEYE, a temperatura ambiente, digitalizagdo 2T de 5 ° a 30°,
tamanho de passo de 0.091. O difratograma BNZ calculado (BNZCALC)
foi simulado com auxilio do programa Mercury 3.1 a partir dos dados do
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monocristal de BNZ, depositado sob a sigla de LIVWET (SOARES-
SOBRINHO, CUNHA-FILHO, et al., 2008).

2.6.3 Morfologia das particulas

As fotomicrografias do farmaco e das DS foram obtidas em
microscopio eletronico de varredura (MEV), JSM-6390LV (JEOL,
EUA). As amostras foram posicionadas em stubs de aluminio e revestidas
com ouro em um sistema de pulverizagio catddica Penning em camara de
vacuo camara alta (Leica EMSCD500, EUA). As andlises foram
realizadas em campo de emissdo sob pressdo varidvel, probe 4.0 nm, a
voltagem de aceleracdo de 15 kV e detecgdo por elétrons secundérios.

2.6.4 Avaliacdo do comportamento termoanalitico

Os estudos do comportamento termoanalitico do farmaco,
excipientes e formulagdes foram realizados, assim como as misturas
fisicas dos mesmos (1:1 p/p), de acordo com as técnicas a seguir:

A técnica de termogravimetria foi realizada utilizando uma
termobalanga modelo TGA-50 da marca Shimadzu em cadinho de platina,
aberto, na faixa de temperatura de 30 a 500 °C, em fluxo de N; (50
mL/min). A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi realizada em
célula DSC-60 da Shimadzu, utilizando capsulas de aluminio
hermeticamente fechadas, com razéo de aquecimento de 10 °C /min, na
faixa de temperatura de 30 a 250°C, em fluxo de N> (50 mL/min).

2.6.5 Molhabilidade

A caracterizacdo da molhabilidade do BNZMP e das formulac¢des
obtidas por MB foi realizada pelo método da gota, por angulo de contato
estatico, com auxilio de um medidor de angulo de contato OCA 15EC
(Filderstadt, Alemanha). As imagens de alta resolu¢do foram obtidas pelo
sistema de processamento DataPhysics Instruments. Uma gota de agua
deionizada (5 pL, 25°C) foi adicionada por uma seringa acionada por um
motor. O valor médio dos angulos de ambos os lados de cada gota foi
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contado como uma medida. As medidas foram feitas em triplicata e os
dados apresentados correspondem ao valor médio final.

2.7 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS SBMB

As SBMB foram submetidas a condi¢des de armazenamento de
estresse, a 40 + 2 °C e 75 = 5% UR, pelo periodo de 90 dias, em camara
climatica (MMM Climacell 111 Comfort, Munique, Alemanha). Apds o
periodo de 90 dias a estabilidade das formulagdes foi avaliada por IV
conforme descrito no item 2.6.1. As amostras com o melhor desempenho
no teste de dissolugdo foram reavaliadas também por DRXP e DSC (itens
2.6.2¢2.64).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 IMPACTO DOS POLIMEROS HIDRNOFiLICOS NA
SOLUBILIDADE AQUOSA E DISSOLUCAO DE BNZ EM
MEIO ACIDO

A influéncia dos polimeros na solubilidade aquosa de BNZ foi
avaliada por meio do ensaio de solubilidade em equilibrio de BNZ. Para
tal, foram avaliadas as misturas fisicas (MF) farmaco: polimero na
proporgao 1:1(m/m). Foi possivel observar a presenga de p6 sobrenadante
durante todo o experimento. As médias das quantidades de farmaco
dissolvidas no periodo de 48h foram aumentadas com a presenca dos
polimeros, em 2,2 vezes para L100, 1,9 para EPO e 2,4 para PVPVA
conforme demonstrado na figura 1. O teste de ANOVA indicou que
houveram diferengas significativas entre os perfis de solubilidade de BNZ
na presenga dos polimeros estudados, p<0,05 (figura 17).
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Figura 17- Solubilidade aquosa de BNZ, das misturas fisicas farmaco: polimero
1:1(m/m), método shake-flask, 150 rpm, 37 £5 °C, pelo periodo de 48h.
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Na sequéncia, foram produzidas 3 diferentes formulag¢des
contendo BNZ e os polimeros ja citados por LAG na proporgao 1:1, com
adi¢do de acetona. A performance das formulac¢des foi avaliada quanto a
velocidade de dissolugdo em meio acido (figura 18).
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Figura 18: Perfis de dissolucao das formulagdes obtidas por LAG, T=37 0,5 °C,
HCL 0,1M, pH 1,2 no volume de 900 mL.
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As formula¢des contendo os polimeros EPO e PVPVA
apresentaram uma rapida dissolugdo atingindo quantidades superiores a
80% de liberag¢do do farmaco em apenas 5 min. Entretanto, a formulagao
contendo L100 ndo ultrapassou os 65% da liberagdo de BNZ em uma
hora, superando somente em 10% a liberagdo do farmaco isolado.
Quando comparadas em pares as curvas de BNZ e L100: BNZ, PVPVA:
BNZ e EPO: BNZ ndo apresentam diferengas significativas (p > 0,05).
Contudo as curvas PVPVA: BNZ e EPO: BNZ apresentaram diferengas
significativas quando comparadas com a curva BNZ (p < 0,05), pelo teste
de ANOVA.

A influéncia do tipo de polimero na dissolu¢do do farmaco BNZ
pode ser avaliada em comparagdo aos perfis de dissolu¢do obtidos. A
solubilidade dos carreadores no meio é fundamental para a melhoria da
dissolugdo do farmaco, demonstrando que este fato ndo estd somente
correlacionado a processos mecanicos como reducdo de particula e,
consequente, aumento da area superficial do farmaco. Essa caracteristica
ficou clara em observagao ao fraco desempenho da formulagdo contendo
o polimero L.100, que possui baixa solubilidade em meio com pH inferior
a 6,0. O polimero EPO ¢ soluvel em fluido géstrico em pH< 5,0 (ROWE,
SHESKEY e OWEN, 2006).

O impacto do Eudragit® na dissolugdo do farmaco pode estar
relacionado a cosolvéncia, uma vez que a solubilidade do polimero foi
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fundamental para o resultado. O polimero PVPV A possui caracteristicas
tensoativas e pode ter aumentado a velocidade de dissolugdo de BNZ por
melhorar a molhabilidade do sistema (ASHLAND, 2013). Estas
modificagdes na estrutura dos polimeros aceleram a velocidade de
dissolugdo de maneira geral. Entretanto, deve-se também levar em
consideracdo que o intumescimento intra e inter-cristalino pode ser
responsavel pela quebra das ligacdes de hidrogénio e aumento da
acessibilidade as moléculas do farmaco (ELIDRISSI, EL BARKANY, et
al., 2012).

3.2 AVALIACAO DO PERFIL DE DISSOLUCAO DOS
SISTEMAS BINARIOS OBTIDOS EM MOINHO DE BOLAS
(SBMB).

A velocidade de dissolugdo in vitro foi selecionada para avaliagdo
do método de obtengdo das SBMB, por se tratar de um fator limitante na
biodisponibilidade farmacos pouco soliveis em meio aquoso
(BROUWERS, BREWSTER e AUGUSTIINS, 2009). A descri¢do dos
perfis de dissolu¢do das SBMB foi feita com o auxilio dos modelos
matematicos independentes, AUC e MDT, e pelo parametro de
caracterizac¢do DE, os perfis foram estatisticamente comparados por esses
modelos (COSTA e LOBO, 2001). Além dos testes de comparacao de
ANOVA e Tukey (NILUFER, KANIK e BAYKARA, 2000). As SBMB
contendo o polimero EPO ndo apresentaram diferengas significativas
entre as médias de dissolug@o das formulagdes pelos testes de (p > 0,05).
Os valores médios de AUC e DE calculados ndo apresentaram variacdes
importantes entre os perfis de dissolu¢do, o que pode ser notado pela
sobreposicdo dos mesmos na figura 19 (tabela 12). Os valores que
apresentaram maior variacdo sao atribuidos ao pardmetro MDT, o que
pode ser explicado pelas diferentes porcentagens de BNZ liberado para
cada SBMB, no t=5min.
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Tabela 12 - Valores médios dos parametros cinéticos (desvios-padrdo derivados
dos perfis de dissolugdo dos SBMBEPO).

Ordem AUC DE (%) MDT
1* 4718 88,69 4,57.10"
2 4688 91,16 3,26 .10
3 4609 90,52 4,03.10"
4 4578 89,99 3,94.10"
5 4593 88,79 4,71.10"
6 4451 87,22 5,76.10"
7 4545 83,32 8,32.10"
8 4675 91,38 2,74.10"
9 4483 89,72 3,52.10"

10* 4454 88,71 4,73.10"
11* 4500 89,56 4,19.10"
12* 4526 90,96 3,22.10™
13%* 4594 90,37 3,72.10"

*Réplica
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Figura 19: Perfis de dissolugdo das SBMB contendo EPO, T=37 +0,5°C, HCL
0,1M, pH 1,2 no volume de 900 mL.

1004
EPOF#2

EPOF#3
EPOF#4
EPOF#5
EPOF#6

EPOF#7

% de BNZ liberado

EPOF#8

e e 4w

EPOF#9

t(min)

Os perfis de dissolugdo das SBMBPVPVA (figura 20) foram
discriminativos, apresentando diferencas significativas nos meios de
AUC, DE e MDT calculados (p < 0,05), por ANOVA (tabela 13).
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Tabela 13 - Valores médios dos pardmetros cinéticos (desvios-padrdo derivados
dos perfis de dissolugdo dos SBMPVPVA.

Ordem AUC DE MDT
1* 4571 86,21 6,41E+14
2 4002 84,03 7,82E+14
3 3199 76,41 1,31E+15
4 4604 85,97 6,74E+14
5 3740 82,69 8,73E+14
6 4207 84,70 7,56E+14
7 4244 83,30 8,41E+14
8 3658 77,92 2,74E+14
9 4443 87,47 5,88E+14
10%* 4054 83,45 8,30E+14
11* 4359 86,28 6,22E+14
12% 4106 82,87 8,79E+14
13* 3846 82,27 9,12E+14
*Réplica

Figura 20: Perfil de dissolugdo das SBMB contendo PVPVA, T=37°C £0,5°C,
HCL 0,1M, pH 1,2 no volume de 900 mL.
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3.3 DESIGN EXPERIMENTAL (DOE)

O Design Experimental (DoE) foi uma importante ferramenta para
avaliacdo do impacto dos processos de obtencdo das SBMB e da sua
composi¢do. O impacto dos fatores sobre as respostas individuais foi
analisado por ANOVA, e cada resposta foi transformada em raiz
quadrada (Sqrt), para analise os dados e geracdo de modelos para a
predi¢do. Foram realizados o modelo sequencial de soma quadratica, falta
de ajuste, erro puro, interagdo dos fatores principais e modelos cubicos.
Os modelos foram selecionados com base em um valor de p significativo
(» < 0,05), advindos do modelo sequencial de analise. Os efeitos e
interagdes dos fatores investigados em relagdo as repostas dissolugao,
foram calculados e serdo discutidos a seguir. Ambos os modelos, para
PVPVA e EPO, apresentaram 4 graus de liberdade para falta de ajuste e
5 para o erro puro, o que indica que o nimero de réplicas esta adequado
para verificar o ajuste do modelo.

No caso das SBMB contendo polimero EPO, ndo foi possivel
inferir a influéncia dos fatores selecionados do DoE para as respostas
selecionadas. O modelo ndo foi significativo em relagdo ao ruido, com
valores de p > 0.05. A similaridade entre as curvas BNZ: EPO, discutidas
no item 3.2, demonstra que os fatores avaliados ndo impactam na
velocidade de dissolucdo do farmaco.

O modelo para PVPVA ndo foi significativo para avaliagdo da
resposta MDT p>0,05. Foram avaliadas entdo as respostas AUC e DE
cujos valores de p<0,05 indicam que o ajuste do modelo foi adequado.
Para ambas as respostas se observou que os fatores que mais impactaram
o processo de obtencdo das SBMBPVPVA, foram a proporg¢ao farmaco:
polimero e o tempo de moagem (p<0,05), Tabelas 14 e 15.
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Tabela 14- Andlise de variancia do modelo PVPVA (resposta AUC). Soma
parcial de quadrados - Tipo III

Valor de p

SQ df Média Q Valor F Prob>F

Modelo 82,29 3 27,43 6,38 0,0131

A 74,51 1 74,51 17,34 0,0024

B 21,94 1 21,94 5,11 0,0502

C 3,01 1 3,01 0,70 0,4245
Residuo 38,68 9 4,30

Falta de

ajuste 20,18 4 5,05 1,36 0,3644

Erro puro 18,5 5 3,70
Cor total 120 12

Tabela 15- Analise de varidncia do modelo PVPVA (resposta DE). Soma parcial
de quadrados - Tipo 1II

Valor de p
SQ df Média Q Valor F  Prob>F
Modelo 0,25 3 0,082 5,77 0,0175
A 0,19 1 0,19 13,33 0,0053
B 0,093 1 0,093 6,57 0,0305
C 4,420.10 1 4,420.10 0,031 0,8638
Residuo 0,13 9 0,014
Falta de
ajuste 0,100 4 0,025 4,41 0,0677
Erro puro 0,028 5 5,648.1073
1
Cor total 0,37 2

Os dados demonstrados na tabela 16 permitem estimar o impacto
dos fatores nas respostas AUC e DE, DoE-DSMBPVPVA. Valores dos
efeitos padronizados maiores que ME foram considerados importantes
para o experimento, uma vez que nenhum valor superou SME.

Observou-se que apenas o fator A (proporg¢do farmaco: polimero)
influencia na velocidade de dissolu¢do de BNZ, e quantidade de fArmaco
dissolvida nos SBMBPVPVA, tendo impactado tanto para AUC quanto
para DE. O grafico half~normal (figura 21) exibe os valores absolutos dos
efeitos, comparando as suas magnitudes relativas. Portanto, quanto mais
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a direita da origem se dispde o efeito, e/ou suas interagdes, mais relevante
ele ¢ para o modelo. O fator A tem maior influéncia seguido de B e AC
para resposta AUC, e para a resposta DE apresentam efeitos positivos A
e B (BARROS-NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2010). As equagdes
finais para Y1(AUC) e Y2(DE), equacdes 20 e 21 estdo descritas em
termos de fatores codificados. Onde pode-se verificar a relagdo entre os
fatores e as respostas, pelo modelo de regressdo multipla. Salientando-se
que a quantidade de polimero € o fator que mais influencia a AUC e DE,
sendo assim a otimizagdo do processo pode ser pensada levando em
considerac¢do principalmente a propor¢do farmaco: polimero.

Tabela 16- Lista dos efeitos padronizados e porcentagem de contribuigdo
Margem de erro (ME) e margem de erro simultinea (SME) no DoE
SBMBPVPVA.

Efeitos
padronizados % de contribuicio
AUC DE AUC DE
A 5,08 0,26 53,94 46,07
B 2,76 0,18 15,88 22,72
C 1,02 -0,012 2,18 0,11
AB -1,43 -0,15 4,53 17,09
AC -2,18 -0,096 9,02 5,67
BC -0,70 -0,039 1,16 1,25
ABC -0,017 -0,018 6,402. 10* 0,22
Erro puro 13,39 6,88
Lenth’s ME 3,51 0,21

Lenth’s SME 5,01 0,32
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Figura 21: Graficos % probabilidade Half~Normal em func¢do do efeito
padronizado-DoE DSMBPVPVA
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Y2(DE) = 9,08 + 0,13A + 0,09B — 0,028C — 0,08AB — 0,05AC —

0,02BC —9,06.10E — 3ABC (21)
34 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICAS DAS
FORMULACOES OBTIDAS

3.4.1 Determinacao da cristalinidade

A comparagdo dos difratogramas (figura 23) da matéria-prima de
BNZ (BNZMP) ¢ o BNZCALC, demonstrou que se trata da mesma
estrutura cristalina. O discreto deslocamento a esquerda das reflexdes
observado no difratograma de BNZMP, pode ser atribuido a diferenga de
temperatura na qual os experimentos foram executados, uma vez que
BNZMP foi obtido a temperatura ambiente ¢ BNZCALC a -173,15°C.
Baixas temperaturas provocam a contracdo da cristalita, deslocando os
angulos 20O para direita, ¢ a diminuigdo da distincia interplanar (d)
(CULLITY, 1978). A comparagdo dos difratogramas de BNZMP e
BNZCALC permitiu observar também orientacdo preferencial dos
cristais da matéria-prima. Este efeito que pode ser notado nas reflexdes
em 20,57 e 23,76 que tem a intensidade diminuida. No caso de cristais
em forma colunar, como os de BNZ, pode ocorrer o empilhamento de
maneira ndo randémica dos cristais, onde apenas um plano cristalografico
¢ detectado pelo difratometro, fornecendo um difratograma com algumas
reflexdes mais intensas em relacdo as demais (BYRN e STOWELL,
1999). A comparagdo das posi¢des das reflexdes nos difratogramas de
BNZMP e as formulagdes obtidas por LAG (Figura 22) e MB (Figuras 23
e 24), demonstrou que ndo houveram modificagdes observaveis na
estrutura cristalina de BNZ durante a manufatura. A intensificagdo das
reflexdes em 20,57 e 23,76 pode ser o indicativo de que ndo ha mais
orientacdo preferencial dos cristais de farmaco nas formulagdes, uma vez
que as mesmas adquiriram intensidades proporcionais as demais
reflexdes. Nas SBMB também ¢ possivel observar um halo amorfo,
definido pelo deslocamento do difratograma da base e a redugao geral nas
intensidades das reflexdes. Estes efeitos podem ser atribuidos a
diminuicdo de cristalita e parcial amorfiza¢ao do farmaco, assim como a
dispersdo do mesmo no polimero, sendo mais pronunciados nas
formulagdes que contém maiores quantidades de carreador.
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Figura 22: Padrdes de DRXP de BNZ matéria-prima (BNZMP) e simulado a
partir do DRX do monocristal (BNZCALC); formulagdes obtidas por LAG
contendo os polimeros L100, EPO ¢ PVPVA.
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Figura 23: Padrdes de DRXP de BNZ matéria-prima (BNZMP) e os SBMB
contendo o polimero EPO.
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Figura 24: Padrdoes de DRXP de BNZ matéria-prima (BNZMP) ¢ os SBMB
contendo o polimero PVPVA.
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3.4.2  Morfologia das particulas

As fotomicrografias de MEV da BNZMP permitiram observar a
forma colunar dos cristais, com particulas de formato irregular e formacao
de agregados, conforme as descri¢des usuais disponiveis na (USP, 2011).
Nos cristais poliagregados, as propriedades mecanicas, elétricas e
quimicas estdo relacionadas ao monocristal ¢ a forma que estes se
aglomeram para formar a massa. Essas caracteristicas podem estar
diretamente ligadas as propriedades de baixo fluxo de BNZ e orientagéo
preferencial dos cristais do firmaco. A avaliagdo das fotomicrografias de
BNZ e das formula¢des (Figura 26) permitiu observar a redugdo do
tamanho de cristalita do farmaco e¢ a sua dispersdo nos polimeros
carreadores. Uma solugdo intersticial s6lida de BNZ nos polimeros ¢
esperada uma vez que BNZ ¢ muito menor e pode entrar nos espacos
vazios dos polimeros sem causar distor¢des.

O tamanho do gréo tem influéncia direta sobre as propriedades
fisico-quimicas do farmaco. A reducdo do tamanho de particula aumenta
a area de superficie total exposta ao solvente, permitindo que um maior
numero de particulas se dissolvam mais rapidamente (BRITTAIN, 1995).
Diferencas na area superficial podem ter sido produzidas pela moagem,
alterando a molhabilidade da amostra (VIPPAGUNTA, BRITTAIN e
GRANT, 2001). Estas caracteristicas podem estar relacionadas ao
aumento da velocidade de dissolucdo do fArmaco em meio aquoso.
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As formulagoes obtidas por LAG contendo EPO se apresentaram
na forma de grandes agregados rugosos, o que pode ser atribuido a
pressdo e energia mecanica exercida pelo processo (Figura 25). As
formulagdes contendo o polimero L-100 apresentaram sistemas
heterogéneos compostos por algumas particulas de tamanho variavel. As
formulagdes contendo PVPVA apresentaram a forma de grandes blocos
agregados. Pode-se afirmar que a dissolucdo do farmaco ndo foi
influenciada por a sua amorfizagao, mais sim pela reducdo do tamanho de
cristalita, uma vez que ainda podem ser observadas algumas estruturas
cristalinas nas imagens, como foi indicado nos DRXP discutidos
anteriormente (item 3.4.1). As formulagdes obtidas por MB (Figuras 26 ¢
27) possuem particulas menores em comparagdo com as obtidas por LAG,
0 que ¢ esperado uma vez que o moinho de bolas submente o sistema a
uma maior energia, quebrando os grdos em particulas menores
(PRAKASH, RO, et al., 2014).
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Figura 25: Fotomicrografias obtidas por MEV referentes as amostras: BNZMP,
EPO, PVPVA, LAGL100, LAGEPO e LAGPVPVA. Aumento 500X

LAGL100

LAGEPO

LAGPVPVA
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Figura 26: Fotomicrografias obtidas por MEV referentes as amostras SBMB —
EPO F2-F9. Formulagdes 2, 3, 5 e 8, propor¢do farmaco: polimerol:1 (m/m) e 4,
6,7¢9-2:1(m/m).
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Figura 27: Fotomicrografias obtidas por MEV referentes as amostras SBMB -
PVPVA F2-F9. Formulagdes 2, 3, 5 e 8, propor¢do fairmaco: polimerol:1 (m/m)
e4,6,7¢9-2:1 (m/m).

X500  50um LCME-UFSC
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3.43 Avaliacdo do comportamento termoanalitico

As curvas de DSC (Figura 28) da mistura fisica (MF) farmaco e
o polimero EPO (1:1, m/m) e das respectivas SBMB ndo apresentaram
desvios relevantes nas endotermas de fusdo em relagdo a de BNZMP
(RSD= 0,58%). A variacdo de entalpia (AH) observadas na andlise
correlaciona diretamente com a propor¢do farmaco e polimero nas
amostras. As curvas DSC das MF de BNZ: PVPVA (1:1, m/m) e suas
SBMB (1:1, m/m), ndo apresentaram endotermas que permitissem avalid-
las no que diz respeito a temperatura de fusdo e variagdo de entalpia (AH).
Entretanto, nas curvas das SBMB- BNZ: PVPVA: (2:1, m/m), foi
possivel observar discretas endotermas (AH< -1,5mW) que podem ser
atribuidas a fusdo do farmaco, com um deslocamento em torno de 4°C,
para temperaturas mais baixas.

A possibilidade de amorfizagdo do sistema durante o processo de
obtencdo das SBMB pode ser descartada, uma vez que, os difratogramas
das amostras indicam a manutencdo das caracteristicas de cristalinidade
do farmaco. A solubilizacdo de BNZ pode ter ocorrido apds a transigdo
vitrea do PVPVA, promovida pelo aquecimento do sistema. A maior
quantidade de farmaco nas SBMB 2:1, pode ser o motivo da manutengéo
de uma pequena endoterma de fusdo nos termogramas de DSC. A
miscibilidade do sistema pode ser indicada pela presenca de uma tnica
temperatura de transicdo vitrea, mas nao ¢ um indicativo infalivel
(MARSAC, LI e TAYLOR, 2009). Alteracbes como reducdo
significativa ou desaparecimento dos picos na curva DSC podem
caracterizar alguma interacdo fisica, interacdes confirmadas pela
avaliagdo dos espectros IV, item 3.4.4 (STORPIRTIS, GONCALVES, et
al., 2009). As curvas TG das MF de BNZ: EPO e BNZ: PVPVA
mantiveram os eventos de perda de massa de BNZ inalterados, 70% em
292,94 °C (Figura 29).



125

Figura 28: Curvas de DSC relativos a BNZ, MF polimeros e suas respectivas
SBMB: EPO; PVPVA. MF e formulagdes 2, 3, 5 e 8, propor¢do farmaco:

polimerol:1 (m/m)e4,6,7¢9-2:1 (m/m).
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Figura 29: Curvas de TG relativas a BNZ, MF polimeros e suas respectivas
SBMB: EPO; PVPVA e curvas de. MF e formulagdes: F5 propor¢do farmaco:
polimerol:1 (m/m) e F6 e F9 - 2:1 (m/m).
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3.4.4 Espectroscopia vibracional na regiiao do infravermelho

As interacdes entre o fairmaco e os polimeros nas SBMB foram
verificadas por meio da comparagdo dos espectros de IV dos materiais de
partida e das formulagdes. A analise dos espectros de infravermelho das
SBMB permitiu observar a diminui¢do das bandas e da resolugdo
espectral dos mesmos. Essas caracteristicas podem ser atribuidas a
reducdo do tamanho de particula do farmaco e a grande uniformidade da
mistura farmaco: polimero. A Figura 30 traz a representacao da célula
unitaria do monocristal de BNZ, assim como as suas ligagdes de
hidrogénio intermoleculares, que podem ser responsaveis pela formagao
dos agregados cristalinos presentes na matéria-prima do farmaco
(SWARBRICK, 2006).
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Figura 30: Representa¢do da célula unitdria do monocristal de BNZ e suas
respectivas ligagdes de H intermoleculares, linhas tracejadas.

Por meio de comparagdo entre os espectros de IV de BNZMP,
EPOMP e as suas respectivas SBMB (Figuras 31 e 32), foi possivel
observar deslocamento de algumas bandas, conforme atribuido na tabela
17. Foi observado, de um modo geral, o aumento das frequéncias das
bandas IV, efeito ¢ conhecido como hipsocromico ou blue-shift. As
interagdes deste tipo sdo mais brandas, e ndo ha uma grande perturbagéo
na integridade estrutural, por fraca interacdo intermolecular (OLIVEIRA
e ARAUJO , 2012).

Os deslocamentos mais expressivos sdo observados nos grupos benzil
e nitro, os quais podem ser responsaveis pelas principais interagdes entre
o farmaco e polimero. O primeiro, atribuido a interagdo de van der Waals
e o segundo, por ligacdo de hidrogénio, de acordo com a Figura 31. A
variagdo em apenas uma das bandas do grupo nitro pode ser atribuida a
conformagdo espacial das moléculas de BNZ, que torna mais acessivel
para interacdo de hidrogénio apenas um dos oxigénios. Deslocamentos
importantes também podem ser observados nas bandas da carbonila de
PVPVA, sendo indicios do ponto de interagdo entre o farmaco e polimero.
No caso de PVPVA, o anel pirrolidona pode atuar como grupo aceptor de
elétrons, atribuindo caracteristicas tensoativas ao polimero.E, o polimero
EPO pode funcionar como aceptor de protons por conter um grupo amino
terciario, em adicdo a um grupo carbonila na estrutura (KOJIMA,
HIGASHLI, et al., 2012). Por essa razdo, o EPO pode formar interagdes
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com BNZ como doador de protons. As SBMB se mostraram estaveis apos
submissdo as condi¢des de estabilidade acelerada, uma vez que nio
apresentaram variagdes nos espectros de IV, o que € um indicativo da
manutengao das interagdes farmaco polimero.

Figura 31: Espectros de IV de BNZMP, EPO, MF e sua respectiva SBMB
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Tabela 17- Atribuig¢do das bandas de absor¢ao IV de BNZ, polimeros e SBMB

Absorcio IV (cm )

N-H C-H C=0 N=0
Composto (amida 1°) (benzil) (carbonila) (grupo nitro)
BNZ 3269 3029 1659 1554 1356
EPO 1724
PVPVA 1731
SBMBEPO 3273 3034 1661 1726 1555 1364
SBMBPVPVA 3272 3034 1558 1739 1555 1363

3.4.5 Molhabilidade

O aumento da molhabilidade é considerado uma vantagem para a
melhoria da velocidade de dissolugdo de farmacos pouco soluveis, uma
vez que garante um maior acesso do solvente as moléculas do farmaco
(PRAKASH, RO, et al., 2014). O angulo de contato indica o grau de
interag@o entre liquido e solido, angulos de contato pequenos (<< 90°)
demonstram a maior interacdo entre o solvente e as moléculas do material
(KWOK e NEUMANNU, 1999). A comparagdo entre os angulos (Figura
33) de contato dos comprimidos de BNZMP e das SBMB contendo EPO
e PVPVA permitiu avaliar se a composicdo das formulacdes teria
influéncia na molhabilidade das amostras. Os comprimidos se mostraram
adequados para avaliagdo do angulo de contato, por apresentarem uma
superficie lisa, homogénea e livre de fraturas, fatores primordiais para
intepretagdo dos dados através da equacdo de Young (YUAN e LEE,
2013).

Todas as amostras apresentaram angulos de contato inferiores a
90°, o que pode estar relacionado com a sua interagdo com a agua. As
médias de angulos de contato para os comprimidos de BNZMP 81,26°
(RSD=1,16%) ¢ SBMBEPO 1:1, 81,57° (RSD=0,89%) e 2:1, 81,53°
(RSD=0,45%). Estes dados permitiram observar que o polimero EPO nao
teve influéncia na molhabilidade das amostras, independente da sua
propor¢do. O aumento da velocidade de dissolugdo de BNZ neste caso
pode ser atribuido ao fenomeno de cosolvéncia. Ja o polimero PVPVA
apresentou uma diminuigdo significativa nos angulos de contato,
SBMBPVPVA 1:1, 54,44° (RSD=2,00%), 2:1, 42,37° (RSD=0,42%), o
que pode ser atribuido as caracteristicas tensoativas do polimero, que
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reduziu a tensdo superficial da gota de 4gua. Este resultado corrobora para
explicagdo do aumento do perfil de dissolugdo de BNZ em meio aquoso.

Figura 33: Comparag¢do dos angulos de contato formados por gotas de agua
(destilada) em comprimidos de: BNZMP, SBMBEPO e SBMBPVPVA
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Os mecanismos envolvidos na dissolucdo das SBMB em meios
aquosos, podem ser descritos pelo conceito de spring e parachute. Onde,
uma solugdo supersaturada ¢ formada pela rapida dissolug¢do do fArmaco
(spring) e depois essa condigdo de supersaturacdo é mantida por tempo
suficiente para absor¢do do principio ativo (parachute). Mesmo que nao
seja bem esclarecida a forma como os polimeros prolongam a
supersaturacdo das solucdes, acredita-se que haja uma inibicdo do
crescimento/precipitagdo dos cristais do farmaco. Desta forma, as
misturas comoidas podem formar nanocristais de farmaco, aumentando a
sua superficie de contato com o meio liquido, promovendo uma rapida
solubilizagdo (BROUWERS, BREWSTER e AUGUSTIINS, 2009).
Além disso, o processo também parece promover a dispersdo homogénea
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do principio ativo no polimero, favorecendo as interagcdes entre 0s
mesmos, por ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas. Essas
interagdes parecem estar diretamente relacionadas a manutengdo de
solugdes altamente concentradas por um periodo de maior tempo,
favorecendo a absor¢do do farmaco.

A avaliagdo dos SBMB permitiu observar uma rapida dissolucao de
BNZ e do polimero EPO (cosolvéncia), em menos de 5 min do ensaio o
meio estava aparentemente limpido e livre de particulas. As misturas
fisicas BNZ: EPO apresentaram maiores velocidades de dissolugédo
quando comparadas a BNZ isoladamente (40% em 60 min), e
demonstraram que maiores quantidades de EPO podem contribuir
positivamente na dissolu¢do do farmaco, com 40% de dissolugdo de BNZ
em 5 min para BNZ: EPO 2:1 (m/m) e 50% para proporgdo 1:1.
Entretanto, estes resultados ndo superaram os observados para as
SBMBEPO, uma vez que foram atingidas quantidades superiores a 80%
de BNZ em solucdo no mesmo tempo. Os resultados indicam que a
cosolubilizagdo e intera¢do farmaco polimero em meio aquoso sdo
importantes no aumento da dissolu¢do de BNZ, assim como a moagem.

No caso dos sistemas formados com PVPVA, observou-se que as
caracteristicas tensoativas do polimero t€m influéncia direta na
dissolugdo/precipitacdo do farmaco, este fenomeno esta relacionado a
solubilizagdo micelar e estabilizagdo/minimizagdo do crescimento dos
cristais de BNZ (ALHALAWEH, ALIe VELAGA, 2014). A comparagdo
das MF BNZ: PVPVA permitiu observar que as MF que continham
menores quantidades de polimeros tiveram melhores resultados no ensaio
de dissolucdo. O mecanismo pelo qual tensoativos atuam em solugdo ¢é
limitado por suas por¢des hidrofobicas, sendo que grandes quantidades
de polimero comegam a produzir efeitos negativos na formagdo de
solugdes supersaturadas (HUANG e DAI, 2014). Os resultados de
molhabilidade corroboram com essa observagdo, sendo que os efeitos
tensoativos foram maiores para DS que continham menor quantidade de
polimero. Entretanto os resultados de dissolu¢do das MF farmaco:
polimero 2:1 figuram entre esses resultados das SBMBPVPVA 1:1, 0 que
pode indicar a interagio BNZ-PVPV A propiciada pela moagem, foi mais
efetiva em sistemas que continham massas iguais dos componentes. Essa
interagdo, juntamente com a reducdo do tamanho de grdo de BNZ sdo
importantes na melhoria da dissolugdo do farmaco. A obtengdo dos
SBMB também permite um melhor controle de dose de principio ativo,
por formar sistemas homogeneamente dispersos.
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4 CONCLUSAO

Formular dispersdes s6lidas com propriedades fisicas e quimicas
desejadas requer um entendimento de como combinar o apropriadamente
farmaco, carreador e método de preparagdo ¢ métodos de avaliagdo. As
formula¢bes obtidas por LAG contendo os polimeros PVPVA, EPO
foram as que obtiveram melhor desempenho frente ao perfil de dissolugao
do farmaco puro. O aumento da velocidade de dissolugdo de BNZ pode
ser atribuido ao somatorio da redug@o do tamanho de particula e ao efeito
carreador dos polimeros selecionados, uma vez que as formulacdes
contendo L100 ndo obtiveram melhora significativa na solubilidade de
BNZ, mesmo com a redugdo de particula. O design experimental (DoE)
permitiu avaliar o impacto das varidveis relacionadas ao processo de
moagem e composicdo na obtengdo apenas para SBMBPVPVA,
constatou-se que a quantidade de polimero ¢ diretamente proporcional a
velocidade de dissolugdo de BNZ. As analises de DRXP, DSC, MEV ¢
IV permitiram avaliar que houveram importantes interacdes entre o
farmaco e os carreadores, a reducdo de tamanho de cristalita de BNZ e a
formagéo de uma mistura homogénea entre os componentes. A avaliagdo
da molhabilidade demonstra o efeito tensoativo de PVPVA,
influenciando o aumento da velocidade de dissolucdo do farmaco.
Entretanto o efeito de cosolvéncia pode ser atribuido as formulagdes
contendo EPO. A aplicagdo da técnica de comoagem com polimeros
hidrofilicos foi efetiva para o aumento da velocidade de dissolugdo ¢ a
manutengdo da supersaturagdo do farmaco por um longo periodo de
tempo, fator que pode contribuir para a melhoria das caracteristicas
farmacocinéticas de BNZ.
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CAPITULO IV- COCRISTAIS: UMA ALTERNATIVA  PARA
MELHORIA DAS PROPRIEDADES  FISICO-QUIMICAS DO
FARMACO BENZNIDAZOL

1 INTRODUCAO

A biodisponibilidade de principios ativos administrados oralmente
estd diretamente relacionada as suas caracteristicas de solubilidade e
permeagdao (AMIDON, LENNERNAS, et al., 1995). Para farmacos
pouco soluveis em meio aquoso como no caso do benznidazol (BNZ), a
velocidade de dissolugdo € um fator limitante para sua viabilidade como
produto farmacéutico (SOARES-SOBRINHO, MEDEIROS, et al., 2007)
(PANAKANTI e NARANG, 2012). Neste sentido, técnicas de sintese no
estado solido podem aprimorar a dissolucdo/solubilidade de farmacos e,
consequentemente, demonstram-se relevantes para o desenvolvimento de
formas farmacéuticas orais.

A obtengdo de sais e de farmacos amorfos sdo alternativas para
melhoria da solubilidade aparente de principios ativos, entretanto ambas
as técnicas possuem limitagdes (ALHALAWEH, ALI ¢ VELAGA,
2014). Por exemplo, a produgao de sais requer que a substancia ativa seja
ionizavel, o que exclui sua aplicagdo em farmacos neutros como BNZ
(MAXIMIANO, COSTA, et al., 2010). Ja no que se refere as formas
amorfas, estas geralmente possuem baixa estabilidade fisica e dificuldade
de obten¢do em escala industrial (BAGHEL, CATHCART e O'REILLY,
2016). Como alternativa, os cocristais farmacéuticos estdo emergindo
como uma nova classe de insumos farmacéuticos so6lidos. Cocristal pode
ser definido como um material cristalino homogéneo formado por
multiplos componentes, os quais sdo solidos a temperatura ambiente.
Estes componentes coexistem em propor¢des estequiométricas e sdo
estabilizados por ligacdes de hidrogénio entre as moléculas envolvidas
(RODRIGUEZ-HORNEDO, NEHMA ¢ JAYASANKAR, 2013).

Quando ocorre a cocristalizagdo, a nova forma soélida possui o
potencial de melhora das caracteristicas dos ingredientes envolvidos, sem
modificagdo de ligagdes covalentes (EVORA, CASTRO e SILVA, 2014).
Cocristais com a mesma substincia ativa podem ter propriedades fisico-
quimicas diferentes como ponto de fusdo, solubilidade, dissolugdo,
biodisponibilidade, higroscopicidade e estabilidade quimica (TRASK,
MOTHERWELL e JONES, 2005). Este capitulo visa demonstrar a
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sintese, caracterizagdo estrutural e propriedades fisico-quimicas de
cocristais de BNZ.

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

O BNZ foi doado pela empresa NORTEC Quimica, Rio de Janeiro,
Brasil. Os Coformers foram adquiridos de diferentes fornecedores como:
acido oxalico trihidratado, Vetec - Duque de Caxias, Brasil; acido
glutarico e acido maleico Merck - Darmstadt, Alemanha; acido succinico
e 4cido fumérico Synth - Diadema, Brasil. Acido propidnico, acido
oxalico, acido malico, 4acido maldnico, acido succinico, acido glutérico,
acido fumarico, acido maleico, acido adipico, acido aspartico, acido
glutdmico, acido citrico, asparagina, glutamina, ureia, cisteina, lisina,
sacarina, cafeina, nicotinamida e fenazina utilizados nos experimentos de
moagem foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich Chemie,
Alemanha. Os demais reagentes foram adquiridos com a pureza quimica
necessaria.

2.2 AVALIACAO DA TENDENCIA DE COCRISTALIZACAO DO
FARMACO BNZ

A triagem dos cocristais de BNZ foi realizado por moagem a seco
e moagem assistida por solvente (LAG) em moinho RETCH® MM20 em
parceria com o grupo de Quimica de Materiais (Gabriela Schneider
Rauber, Departamento de Quimica, Universidade de Cambridge, UK). As
baterias de moagem foram padronizadas conforme estudos prévios: 30
min, 30 Hz de frequéncia, jarros de ago, 2 bolas de ago por jarro (7 mm
de didmetro cada). Inicialmente, a propor¢do molar farmaco:coformer
compreendeu 1:1 (n:n, massa total de 200 mg), entretanto diferentes
estequiometrias foram testadas tendo em vista os resultados de
caracterizagdo dos materiais e objetivando definir a propor¢do mais exata
e a obtencdo de amostras puras. Da mesma forma, a moagem LAG foi
normalmente conduzida em 50 puL de metanol, mas diferentes solventes
também foram testados em amostras que apresentavam tragos de
materiais de partida (nitrometano, DMSO, hexano, isobutanol e
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diclorometano). Também foram realizados ensaios de moagem em gral
visando a reprodugdo interlaboratorial das reagdes.

O método de cocristalizacdo por reacdo (RODRIGUEZ-
HORNEDO, NEHRU, et al., 2006) também foi utilizado a fim de obter
grandes quantidades de amostra para posteriores ensaios de performance.
O procedimento consistiu na adi¢ao de excesso de BNZ a uma solugdo de
metanol (10 mL) saturada pelo respectivo coformer. As solugdes
saturadas de coformer foram preparadas em agitador Dist DI 01/06P com
o auxilio de barra magnética a 150 rpm, conforme Tabela 18. Apos a
adi¢do de farmaco em excesso, houve um tempo de espera varidvel 1 min
a 24h, o liquido foi removido por filtragdo a vacuo em papel filtro
qualitativo.

Tabela 18- Componentes da sintese de cocristais pelo método de reacao

Coformer Massa (g) mmol BNZ (g) mmol
Acido succinico 0,543 4,6 x10° 0,531 2,0 x10°
Acido fumérico 0,580 5,0x107 0,502 1,9 x107
Acido maleico 3,030 2,6 x1072 0,500 1,9 x103
Acido oxalico. 2H,0 4,005 3,2 x10? 0,500 1,9 x107
Acido glutarico 0,255 1,9 x107 0,500 1,9 x103

2.3 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO (IV)

Os espectros de IV foram obtidos em equipamento Perkin Elmer
(FTIR Frontier), em uma faixa espectral de 4.000 a 600 cm’!, com 4
acumulagdes. Os materiais solidos foram acondicionados diretamente no
porta amostras em quantidade suficiente para preenchimento total do
leitor.

2.4 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X DE PO (DRXP)

Os difratogramas foram obtidos em difratometro de raios X q-q
(Phaser D2, Bruker), operando com radiagdo de cobre e sem
monocromador (K, = 1,5418 A), a tensdo de 10 mA e voltagem 30 kV. A
detecgdo foi realizada por meio de um contador de cintilagdo
unidimensional detector LYNXEYE, com medidas realizadas a
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temperatura ambiente, digitalizagdo 20 de 5 a 35°, com tamanho de passo
de 0.091°segundo. O difratograma BNZ tedérico (BNZCALC) foi
calculado com auxilio do programa Mercury 3.1 a partir dos dados do
monocristal de BNZ, depositados no CSD — Cambridge Structural
Database sob a sigla de LIVWET (SOARES-SOBRINHO, CUNHA-
FILHO, et al., 2008).

Os padrdes de difragdo de po6 utilizados para determinacdo de
estrutura cristalina foram coletados em capilar (0,5 mm) com difratdmetro
Stoe StadiP, geometria de transmissdo, radiagdo CuKol monocromatica
gerada por 40 kV e 30 mA. Os dados foram coletados de 2-60° 26 (0.015
°/s). A resolugdo da estrutura e o refinamento Rietveld do cocristal
contendo BNZ e acido succinico foram realizados com o programa
TOPAS Academic V5 (Bruker AXS, 2011). Orientagdo preferencial nao
foi incluida nos calculos. As estruturas refinadas foram otimizadas via
calculos DFT em parceria com o grupo de Quimica de Materiais (Dr.
Mihails Arhangelskis, Departamento de Quimica, Universidade de
Cambridge, UK). Os calculos para resolucdo de estrutura dos outros
cocristais obtidos estdo em andamento.

2.5 MORFOLOGIA DAS PARTICULAS

As fotomicrografias dos insumos e cocristais foram obtidas em
microscopio eletronico de varredura (MEV), JSM-6390LV (JEOL,
EUA). As amostras foram posicionadas em porta-amostras (stubs) de
aluminio e revestidas com ouro em um sistema de pulverizagdo catédica
Penning em camara de alto vacuo (Leica EMSCDS500, EUA). As analises
foram realizadas em campo de emissdo sob pressdo variavel, probe 4.0
nm, a voltagem de aceleracdo de 10 kV, e detecgdo por elétrons
secundarios.

2.6 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO TERMOANALITICO

O comportamento termoanalitico foi avaliado por calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), em célula DSC-60 da Shimadzu,
utilizando capsulas de aluminio hermeticamente fechadas, com razdo de
aquecimento de 10 °C /min, na faixa de temperatura de 30 a 250 °C, em
atmosfera de No.
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2.7 DOSEAMENTO DO CONTEUDO DE BNZ NOS COCRISTAIS

Para o doseamento do teor do farmaco, a fim de aferir a proporg¢éo
farmaco: coformer, foi utilizada a técnica de espectrofotometria na regido
do UV/Vis, A = 324 nm (espectrofotdmetro Cary 50 Bio). Para o preparo
de amostra, 5 mg do analito foram exatamente pesados e transferidos para
baldo volumétrico (25 mL). As solugdes foram preparadas em HC1 0,1 M
empregando-se sonicagdo (5 minutos) e filtragdo em papel filtro
Millipore® 0,45 pm). Quando necessario, as solu¢des foram diluidas. As
analises foram feitas em triplicata.

2.8 SOLUBILIDADE DOS COCRISTAIS DE BNZ

A avaliagdo quantitativa da solubilidade pH dependente dos
cocristais de BNZ foi efetuada conforme método padronizado no
laboratério. O volume de 10 mL de meio (solu¢ao HC1 0,1 M, pH 1,2 ou
tampdo acetato de amonio, pH 7,5) foi transferido para frasco de vidro
(100 mL) apropriadamente tampado. O liquido foi submetido a agitacdo
(150 rpm) com auxilio de barra magnética, em agitador Dist DI 01/06P.
Um excesso de amostra (50 mg) foi precisamente pesado e transferido
para o frasco sob agitagdo constante. Os experimentos foram realizados
em triplicata a temperatura ambiente. Aliquotas (0,5 mL) foram retiradas
nos tempos zero e no intervalo de 1 min até 10 minutos, e depois nos
tempos 15, 30, 45, 60, 120 min e 24h. As amostras foram filtradas em
filtro Millipore® 0,45um e avaliadas quanto ao teor de substincia ativa
por espectrofotometria na regido do UV, em espectrofotdmetro- Cary 50
Bio® (Perkin Elmer).

29  FOTODEGRADACAO

O farmaco matéria-prima e os cocristais obtidos foram expostos a
radiagdo UV (lampada Philips® UVC, 30 W, 254 nm) em instalagdo
revestida internamente com superficie espelhada. Foram pesados 50 mg
de amostra e dispostos homogeneamente em vidro de relogio. As
amostras foram posicionadas a uma distancia de 10 cm da lampada UVC,
cuja intensidade foi testada com auxilio de luximetro calibrado (modelo
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Mimipa® MLM 1011, Sdo Paulo, Brasil). O material foi analisado no
intervalo de 24 e 48 h, com experimentos realizados em triplicata. O
procedimento de fotodegradacao estd de acordo com o guia ICH QIB
(ICH, 1996). As amostras foram avaliadas por CLAE, coluna C-18 (Luna-
250 x 4,6 mm, 5 um); fase mével ACN:Acetato de Aménio pH = 6,5
(65:35, v:v), fluxo 0,5 ml.min’!, A = 220 nm, volume de inje¢do de 20 pl
e temperatura de coluna de 25 °C. Técnica previamente validada
conforme descrito no capitulo 1.

3  RESULTADOS

3.1 ESTUDOS PRELIMINARES: AVALIACAO DAS
POTENCIAIS INTERACOES SUPRAMOLECULARES DE
BNZ E SELECAO DOS COFORMERS PARA SCREENING

Utilizando-se a estrutura de BNZ reportada, foi construido o mapa
de interag@o global da molécula (Mercury, CSD) (Figura 1). A avaliagdo
do mapa demonstrou que os grupos de BNZ mais favoraveis a interagao
sd0: o grupo amida, com a amina secundaria (doadora de ligagdo-H) ¢ a
carbonila (aceptora de ligagdo-H); a amina terciaria do anel imidazol, e o
grupo nitro, ambos aceptores de ligacdo-H (Figura 34).
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Figura 34: Mapa das interagdes mais favoraveis de BNZ (regides mais escuras da
Figura), gerado pelo programa Mercury 3.5 (plataforma CSD).

Entretanto, embora os grupos amina e nitro-substituido do anel
imidazol supracitado demonstrem alta probabilidade de interacdo no
mapa, a estrutura reportada para o cristal de BNZ (SOARES-
SOBRINHO, CUNHA-FILHO, et al., 2008) apresenta apenas ligacdes de
hidrogénio entre os grupamentos amida das moléculas do farmaco. Nestas
ligagdes de hidrogénio, a amina secundaria e a carbonila da amida
adquirem a configuracdo trans, formando cadeias infinitas ao longo de
um dos eixos da estrutura, como pode ser observado na Figura 35.
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Figura 35: Cadeias de BNZ formadas pelas intera¢cdes amida intermoleculares,
gerado pelo programa Mercury 3.5 (plataforma CSD).

No caso da estrutura reportada de BNZ, além das ligagdes de
hidrogénio entre os grupamentos amida, a estabilidade do empacotamento
das moléculas na rede cristalina pode ser atribuida ao efeito stacking
originado do empilhamento de grupos imidazol e de anéis aromaticos de
moléculas paralelas ndo centralizadas. Ambos grupos imidazol e anel
aromatico apresentam alta densidade eletronica e promovem atragoes
eletrostaticas entre as moléculas organizadas ao longo do eixo de ligacdes
de hidrogénio da amida. O efeito stacking pode conferir uma barreira
energética para tentativas de desestruturacdo das cadeias formadas pela
interacdo entre as amidas das moléculas de BNZ.

Dessa forma, a selegdo dos coformers (Figura 36) foi baseada na
presenga de grupos em sua estrutura capazes de interagir com BNZ,
porém levando-se em consideracao os pontos destacados nos paragrafos
anteriores. Optou-se por trabalhar principalmente com Aacidos
dicarboxilicos planares variando-se o tamanho da cadeia carbdnica,
insaturagdes/conformagdes e grupos substituidos (amina, alcool/acido
carboxilico, sulfeto). Também foram selecionados coformers contendo
grupos amida e coformers ciclicos.



Figura 36: Estrutura molecular dos coformers utilizados na triagem
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3.2 TRIAGEM E CARACTERIZACAO NO ESTADO SOLIDO

3.2.1 Caracterizaciao dos materiais obtidos

A formagdo de novas estruturas cristalinas apds o screening de
BNZ com os acidos dicarboxilicos oxalico, succinico, fumarico e
maleico, pode ser observada pela comparacdo dos difratogramas dos
novos materiais com o BNZ puro (Figura 37). Verifica-se o surgimento
de novas reflexdes e a auséncia de picos de difragdo relativos aos
materiais de partida, exceto para a amostra obtida com acido fumarico.
Neste caso, as amostras COFUM aparentam ser misturas de BNZ,
coformer e nova fase cristalina. Além disso, em algumas amostras,
dependendo do processo de obtengdo e especialmente para as reflexdes
em baixo angulo, observou-se a ocorréncia de orientagdo preferencial
(condizente com os resultados obtidos nas fotomicrografias).
Comparagao detalhada dos difratogramas para cada sistema estudado esta
disponivel no APENDICE B, Figura 1.

Figura 37: Comparagdo-resumo dos difratogramas dos cocristais contendo BNZ
obtidos durante a triagem.
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A Figura 38 traz as curvas DSC representativas do
comportamento termoanalitico dos novos materiais cristalinos obtidos em
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comparacdo com o BNZ (comparagdo detalhada para cada sistema
estudado estd disponivel no APENDICE B, figura 3). A anélise desses
resultados em conjunto com DRXP, permite classificar as amostras
obtidas em trés grupos: misturas fisicas (nas quais nenhuma modificacao
em DRXP e DSC ¢ observada), misturas eutéticas (nas quais o evento de
fusdo ¢ reduzido, embora DRXP ndo se modifique) e novas fases
cristalinas (nas quais DRXP e DSC apresentam diferencas em relagio aos
materiais de partida). Misturas fisicas foram obtidas no caso da triagem:
acido aspartico, acido glutdmico, asparagina, glutamina, ureia, cisteina,
lisina, propidnico, ureia, acido malonico, fenazina. No caso das amostras
BNZ:acido adipico, BNZ:cafeina, BNZ:sacarina, BNZ:nicotinamida,
BNZ:acido citrico, BNZ:4cido glutarico ndo ocorreu a formagdo de um
novo cristal, porém houve um nivel de interagdo que podemos classificar
como mistura eutética. Uma vez que, misturas eutéticas podem ser
definidas como mistura de dois ou mais compostos que sdo normalmente
solidos a temperatura ambiente, mas, quando combinados formam
ligagdes ndo-covalentes a uma razdo molar especifica, apresenta uma
significativa redu¢do no ponto de fusio (CHERUKUVADA e ROW,
2014). No caso de COMAL, COSUC, COFUM e COOX, novos sistemas
cristalinos foram formados.

Figura 38: Comparagdo-resumo das curvas DSC dos novos materiais cristalinos
contendo BNZ obtidos durante a triagem.
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Os materiais apresentando diferenca por DRXP e DSC foram
submetidos a analise no IV, a qual permitiu observar diferengas
significativas entre os materiais de partidas e produtos, conforme
resumido na Tabela 19. A banda relativa ao N-H da amida priméria sofreu
um grande deslocamento, em torno de 30 cm! para COOX e COSUC, e
em torno de 40 cm’! para COMAL. As frequéncias de absor¢do no IV
para COFUM ndo sdo representativas do comportamento do cocristal,
visto que a amostra apresentava impurezas ¢ as bandas de absor¢do dos
materiais de partida se sobrepuseram as da nova fase.

Tabela 19- Resumo das bandas de absor¢éo IV dos produtos de cocristalizagao
de BNZ.

Absorg¢io IV (cm™)
Composto N-H C-H C=0
(amida 1°) (imidazol) (amida 1°)

BNZMP 3269 3130 3113 1658
COMAL 3308 3136 3121 1668
CO0OX 3299 3173 3130 1669
CosucC 3299 3132 3111 1671
COFUM 3273 3130 3113 1661
Ac glutarico:BNZ 3273 3130 3113 1660
Cafeina:BNZ 3271 3131 3114 1657
Nicotinamida:BNZ 3270 3131 3114 1659
Sacarina:BNZ 3271 3130 3113 1659
Ac.citrico:BNZ 3270 3130 3113 1659

O aumento nas frequéncias das bandas, denominado efeito
hipsocrémico ou blue-shift, ¢ um indicativo de que interagdes
intermoleculares brandas foram formadas ou modifica¢cdes muito sutis
foram estabelecidas nestes grupos. Deslocamentos hipsocromicos no IV
sdo caracteristicos de interagdes via ligacdo de hidrogénio, enquanto que
a formacdo de ligacdo ionica apresenta deslocamento batocrdémico (red-
shiff) na frequéncia IV. Como em nenhum dos novos materiais cristalinos
obtidos ndao houve efeito batocromico, pode-se caracterizar estes
materiais como cocristais (OLIVEIRA e ARAUJO, 2012).

O mesmo efeito hipsocrdmico pode ser observado para as bandas
relativas as carbonilas da amida primaria de BNZ, que aumentaram de
frequéncia em torno de 10 cm’!, sugerindo que as interagdes
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intermoleculares nos cocristais formados pode ser semelhante ao BNZ.
As variagdes nas bandas C-H do grupo imidazol de BNZ, indicam que
este pode ser o ponto de interagdo entre o coformer e a molécula do
farmaco. A intensidade destas variagdes pode estar ligada a estrutura e
geometria das moléculas do coformer e a magnitude das modificagdes nas
novas estruturas formadas.

As bandas relativas aos produtos com dacido glutarico, acido
citrico, cafeina, nicotinamida e sacarina ndo variaram além de 4 cm!, o
que pode indicar que houveram intera¢des ndo-covalentes fracas, o que
pode ser sugestivo da formacgdo de misturas eutéticas (tabela 19). Os
espectros dos produtos de reagdo com os coformers no listados na tabela,
ndo apresentaram nenhuma alteragdo quando comparados aos espectros
dos materiais de partida. Comparagdo detalhada dos espectros para cada
sistema estudado estdo disponiveis no APENDICE B, Figura 2.

Com relagdo ao aspecto dos novos materiais cristalinos de BNZ,
as amostras obtidas com acido maleico se apresentam como um po6 fino,
enquanto que as amostras com acido oxalico e o cocristal com 4acido
succinico apresentam-se com granulos volumosos. Em especifico, o
cocristal de 4cido succinico assemelha-se a 13 de vidro.

As fotomicrografias eletrénicas de BNZMP, dos coformers e de
seus respectivos cocristais, demonstram as diferencas de morfologia dos
materiais (Figura 39). Em sua maioria, os cocristais contendo BNZ
apresentaram habito cristalino varidvel entre acicular e laminar,
entretanto o aspecto das particulas apresentou modificacdes de acordo
com o método de sintese. O material BNZ: acido maleico sintetizado por
LAG possui particulas menores em relacdo aos demais materiais devido
ao efeito da moagem. As demais amostras sintetizadas pelo método de
reagdo formaram particulas maiores. Neste caso, os materiais obtidos com
acido oxalico tém o formato de agulha e se empilham facilmente. No
cocristal de 4cido succinico, observam-se particulas laminares e
aglomeracdo na amostra, mesmo apds a tamisacdo em peneira
granulométrica (16 mesh). Esta caracteristica geral das particulas pode
contribuir para a orientagdo preferencial observada nas analises de
difracao.
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Figura 39: Fotomicrografias dos novos materiais cristalinos obtidos e dos
materiais de partida.

2 PR €
Ac. maleico \ Cocris maleieo
v ¥ e W,

s

Ae. oxialico

10kV. X600 - 20pm .

Ac. succinico

10KV X4,000  10pm LOME-UFSC




147

3.2.2 Analise da estrutura do cocristal com acido succinico
(COSUC)

A estrutura do cocristal de BNZ com acido succinico foi
resolvida através de dados de difracdo de raios-X de material
policristalino  utilizando ferramentas computacionais especificas
(“Simulated-Annealing” e refinamento Rietveld). Os parametros de cela
da estrutura resolvida encontram-se descritos na Tabela 20. A referida
estrutura corresponde ao primeiro cocristal de BNZ reportado na
literatura.

Tabela 20- Pardmetros de cela e informagdes cristalograficas da estrutura do
cocristal de BNZ com acido succinico (COSUC) resolvida.

Dados cristalograficos Cocristal COSUC
Formula molecular C12H12N40:s3. 0,5 C4HeO4
Massa molar (g.mol!) 319,29

Grupo espacial P 21/n (Monoclinico)
a(A) 50,059

b (A) 4,855

c(A) 6,161

B () 92,198

V (A) 1494,84

A comparagio do padrio de difragdo calculado apés a resolucao
e padrio de difracdo obtido experimentalmente pode ser verificada na
Figura 40. Observa-se que a posicao dos picos foi coincidente em ambos
os difratogramas e nao se constatou nenhum pico adicional na amostra,
apenas orientagdo preferencial. Destaca-se na respectiva Figura os planos
referentes as trés reflexdes mais intensas do padrao de difragdo calculado.
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Figura 40: Comparacdo dos padrdes de difragdo calculado e experimental do
cocristal de BNZ com acido succinico (COSUC).
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A Figura 41 representa uma comparagdo esquematica das celas
unitarias de farmaco e do cocristal. Embora se perceba que suas
dimensoes variam consideravelmente, o modo como as cadeias de BNZ
se organizam na rede cristalina do cocristal ¢ essencialmente o mesmo. O
tamanho das ligagdes de hidrogénio N-H-O=C ndo apresenta
modificagdo significativa no cocristal (diferenca de 0,05A). A geometria
destas ligagdes e também a coplanaridade do anel aromatico € o grupo
imidazol via stacking ¢ muito semelhante, o que corrobora com os
resultados de caracterizagdo no estado soélido.
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Figura 41: Comparagao das celas unitrias de BNZ e COSUC.
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No cocristal, as moléculas de BNZ demostraram estar
organizadas em cadeia via interagdes de hidrogénio amida-amida do tipo
C(4), conforme se verifica na estrutura do farmaco puro. Entretanto, no
cocristal, as moléculas do coformer se intercalam perpendicularmente
com cadeias de moléculas do farmaco via ligacdo de hidrogénio D(2)
entre os grupos carboxilicos do coformer e a amina do grupo imidazol de
BNZ. Jano caso das moléculas de acido succinico, ndao foram observadas
interagdes entre as mesmas. Este conjunto formado por BNZ-coformer-
BNZ compreende o motif da estrutura, ou seja, compreende as estruturas
supramoleculares que se repetem tridimensionalmente e, via operagdes de
simetria, sdo capazes de formar a rede cristalina do COSUC (Figura 42).
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Figura 42: Interagdes supramoleculares observadas em COSUC, destacando-se
sua unidade assimétrica.
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A estrutura resolvida e refinada demonstrou um eixo medindo
aproximadamente 50 A, fato que nio é muito comumente vizualizado
nestes tipos de materiais. Esta super-cela ¢ justificada pela organizagdo
linear BNZ-coformer-BNZ e pela simetria da estrutura. Conforme se
verifica na Figura 10, os “motifs” BNZ-coformer-BNZ se agrupam e
formam dominios ao longo das ligagdes de hidrogénio C(4). Esses
dominios sdo subsequentemente relacionados com outros dominios via
planos de espelhamento, em outras palavras, dominios vizinhos sdo
relacionados via twinning. Este fendmeno de geminagdo ¢ intrinseco a
estrutura resolvida e confere o aspecto de zig-zag observado na
organizagdo das moléculas ao longo do eixo principal da cela (super-
eixo). Perpendicular a este eixo e separando estes dominios, observam-se
planos de deslizamento contendo a por¢do aromatica das moléculas de
BNZ (Figura 43).
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Figura 43: Empacotamento das moléculas observado em COSUC, destacando-se
os dominios BNZ-coformer-BNZ e a orientagdo dos “motifs” em zig-zag. “A”
representa o plano ao longo das ligagdes de hidrogénio amida-amida; “B”
representa o plano perpendicular as ligagdes de hidrogénio amida-amida.

Estes planos de deslizamento (400) sdo paralelos aos planos
contendo a parte central das moléculas de coformer (200). Tendo em vista
o tamanho do eixo a de COSUC, as reflexdes relativas a estes planos estdo
localizadas em baixo angulo (Figura 44). Pela observagdo de orientago
preferencial nestes picos, a morfologia das particulas por microscopia e o
calculo do habito cristalino tedrico para COSUC, acredita-se que estes
planos compreendam as faces predominantes nos cristais deste material.
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Figura 44: Morfologia calculada para COSUC, gerado pelo programa Mercury
3.5 (plataforma CSD), método Bravais-Friedel-Donnay-Harker.
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3.2.3 Tendéncia de cocristalizacio de BNZ

Em geral, a tendéncia de cocristalizacdo de BNZ no screening
conduzido, demonstrou-se positiva para coformers menores ¢ contendo
grupamentos dicarboxilicos, em especial acidos lineares nao substituidos
(Figura 45). Embora ainda seja necessario isolar o cocristal formado com
acido fumarico e resolver a estrutura dos cocristais com acidos oxalico,
fumarico e maleico, algum esclarecimento a respeito desta tendéncia de
cocristalizacdo pode ser obtido a partir da analise de COSUC. A estrutura
resolvida do cocristal de BNZ com acido succinico permite inferir que
coformers com substituintes ndo teriam espago para se acomodar no latice
de um cocristal estruturalmente semelhante. Além deste efeito estérico,
coformers menores sdo também mais favoraveis a cocristalizagdo por
permitirem a formacédo de estruturas mais densas e mais estaveis.
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Figura 45: Esquema-resumo dos resultados obtidos durante screening de
cocristais contendo BNZ.
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A série de coformers formada pelos acidos propionico, oxalico,
malonico, succinico, glutarico e adipico demonstra que o tamanho da
cadeia carbdnica do coformer influencia na cocristalizacdo. Observou-se
no caso de BNZ que acidos de cadeias alifaticas pares (acido oxalico,
acido succinico, fumarico e maleico) sdo favoraveis a cocristalizar. Este
fendmeno é chamado de “Efeito par-impar” e esta relacionado com a
conformacdo das moléculas de 4cidos dicarboxilicos (angulo de tor¢ao
intramolecular O = C ~ C = O) (DUTKIEWICZ, DUTKIEWICZ e
KUBICKI, 2015). Em compostos alifaticos pares, este angulo esta
préximo de 180° (o que pode ser observado na estrutura resolvida de
COSUC), enquanto que para compostos alifaticos impares varia entre 8°
e 88°. Desta forma, os grupos COOH terminais estdo planares e mais
estaveis nos diacidos de cadeia alifatica par, o que pode ter contribuido
para sua interacdo com BNZ (EDWARDS, JONES ¢ MOTHERWELL,
2002).

E importante destacar também o caso do acido fumarico, que
independentemente de possuir um numero par de CH», ndo reagiu
completamente com BNZ. Da mesma maneira, sugere-se que a
conformagdo da molécula tenha impactado neste comportamento, visto a
presenca da dupla ligacdo no acido fumarico (configuragdo trans). Ja as
moléculas de 4cido maleico também apresentam o mesmo niimero par de
atomos de carbono e uma dupla ligagdo na cadeia alifatica, entretanto
possuem a configuragdo cis. E necessario obter as estruturas destes novos
materiais para entender e comparar a organizagao supramolecular na rede
cristalina dos cocristais. Porém, pode-se inferir com as presentes analises
que o posicionamento dos grupos COOH no mesmo plano, parece ter
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facilitado a cocristalizagdo com o farmaco (SCOTT, HACHIKEN e
TANAKA, 2008).

A série de coformers formada por acido malico, acido aspartico,
acido glutdmico e acido citrico demonstram que substitui¢cdes nas cadeias
dos acidos dicarboxilicos contribuem negativamente para a
cocristalizagdo com BNZ. Da mesma forma, o resultado da triagem com
moléculas contendo heterosynthons e substituintes na cadeia alifatica
(asparagina, cisteina, lisina, glutamina e uréia), o que reforga que acidos
dicarboxilicos lineares e ndo substituidos sdo mais favoraveis a interagao
farmaco: coformer.

Como foi sugerido anteriormente, propde-se que a interagdo
BNZ: BNZ via ligacdes de hidrogénio entre os grupamentos amida
associada ao stacking de moléculas paralelas ndo centralizadas, seja muito
estavel no farmaco puro. Assim, os coformers ciclicos volumos de
cafeina, nicotinamida, sacarina e fenazina, ndo foram capazes de
estabelecer interagdes de van der Waals mais favoraveis que as
observadas no farmaco (BHATTACHARYA, SARASWATULA e
SAHA, 2013).

O método de sintese utilizado também pode ter influenciado nos
resultados da cocristalizagdo. Os cocristais COSUC ¢ COOX se formam
tanto por LAG quanto pelo método de reacgdo, enquanto que COMAL e
COFUM somente foram obtidos por LAG. Os dois métodos diferem entre
si principalmente no tipo de energia aplicada no sistema. Os efeitos
cinéticos que podem estar associados na mecanoquimica (LAG) incluem
a difusdo das moléculas pela fase de vapor, a formacao de fase eutética
liquida e a passagem por uma fase amorfa intermediaria. O processo de
moagem fornece energia que promove desordem na rede cristalina com
quebra de intera¢des supramoleculares, ¢ a posterior formagédo de novos
materiais. No método de reacdo, a cocristalizacdo esta diretamente
relacionada a solubilidade dos componentes. A partir de uma solugéo
saturada de coformer, a adi¢ao de farmaco promove um deslocamento do
equilibrio da reacdo para a formagao de produtos, ou seja, de cocristais.
Esse efeito € visualizado claramente pela formagdo de precipitado
decorrente da diminuicdo da solubilidade do cocristal com incremento da
concentragdo de farmaco em solu¢do (RODRIGUEZ-HORNEDO,
NEHRU, et al., 2006). Os processos de cocristalizagdo estao relacionados
a mobilidade molecular e complementaridade dos componentes da
reacdo. Desta forma, cada método de sintese fornece diferentes ambientes
de reacdo e consequentemente diferentes produtos (JAYASANKAR,
SOMWANGTHANAROJ, et al., 2006).
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Além dos cocristais, também foram obtidas misturas eutéticas
contendo BNZ com 4cido glutarico, acido citrico, sacarina, cafeina e
nicotinamida. Misturas eutéticas podem ser definidas como mistura de
dois ou mais compostos que sdo normalmente soélidos a temperatura
ambiente, e, quando combinados, formam ligagdes ndo-covalentes a uma
razdo molar especifica e apresentam uma significativa redu¢do no ponto
de fusdo. Alguns trabalhos na literatura sugerem que a forga
termodinamica predominante das interagdes supramoleculares define se
sera formado um cocristal ou uma mistura eutética (CHERUKUVADA e
ROW, 2014).

As tendéncias de formagdo de cocristais ou misturas eutéticas seria
governada pela topografia das moléculas dos reagentes. No caso dos
cocristais, as moléculas devem possuir grupos funcionais capazes de
formar ligacdes ndo covalentes eficazes, e o seu tamanho e forma devem
ser compativeis a0 empacotamento cristalino. Para misturas eutéticas,
este empacotamento encontra-se desfavoravel (STOLER e WARNER,
2015).

3.3 DOSEAMENTO DO CONTEUDO DE BNZ NOS MATERIAIS
CRISTALINOS

O doseamento dos materiais permitiu avaliar a quantidade de
farmaco em relagdo ao coformer. Para o correto estabelecimento das
proporgdes dos componentes, foram utilizados calculos estequiométricos
feitos a partir da massa de BNZ A quantificada. As massas de farmaco
observadas foram de: 3,38 (DPR = 1,82%) para coox, 3,44 (DPR =
1,32%) para cosuc e de 4,09 (DPR = 0,41%) para comal. Os célculos
resultaram na propor¢do BNZ: coformer 2:1 (n:n) para os cocristais de
acido maleico, enquanto os produtos obtidos a partir do método da reagdo
tinham 1:1 (n:n) para acido oxalico e succinico.
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3.4 SOLUBILIDADE DOS COCRISTAIS DE BNZ

A solubilidade em meio acido e basico foi avaliada pelo ensaio de
solubilidade de equilibrio (Figura 46). Apenas as amostras consideradas
puras foram avaliadas neste ensaio (COMAL, COSUCC e COOX). Foi
possivel observar a presenca de pd sobrenadante durante todo o ensaio,
indicando que a condi¢do de supersaturagdo e o equilibrio entre a fase
solida e liquida foi mantida. O p6 sobrenadante foi avaliado ao fim do
experimento por IV, tendo sido observada a total conversao do material a
farmaco. O teste estatistico de ANOVA demonstrou que as médias das
curvas s3o significativamente diferentes (p<0,05). O teste de
multicomparagdo MANOVA permitiu verificar que um platé foi atingido
pelas curvas em 45 minutos e que as concentragdes de farmaco
quantificado ndo variaram significativamente (p>0,05) a partir de ento.
Diferencas significativas (p<0,05) s6 foram observadas nos primeiros
minutos de analise, onde se nota uma rapida solubilizagdo do farmaco, e
em seguida concentragdes menores constantes. Este fendmeno ¢
denominado spring e é um comportamento caracteristico de curvas de
solubilidade de formas s6lidas mais energéticas, como por exemplo, 0s
cocristais. No presente estudo, a cocristaliza¢do forneceu a for¢a motriz
para solubilizar BNZ numa concentrag¢@o superior a sua solubilidade em
equilibrio (GUZMAN, TAWA, et al., 2007).

A avaliacdo individual das curvas demonstra que a solubilidade de
BNZ independe do pH, por se tratar de um farmaco neutro
(MAXIMIANO, COSTA, et al., 2010), o mesmo atinge o equilibrio nos
primeiros minutos do experimento. Entretanto, comportamentos diversos
puderam ser observados com relacdo ao efeito spring discutido
anteriormente. Nos diferentes cocristais, o apice do efeito spring ocorre
em momentos diversos para os diferentes pH. Como se tratam de
coformers com caracteristicas acidas, observa-se que os as curvas atingem
concentracdes maximas menores e retornam ao equilibrio mais
rapidamente em meio basico. Este fato pode ser explicado pela rapida
dissociagdo e ionizag¢do destes cocristais no meio. A solubilidade dos
cocristais pH-dependente esta diretamente relacionada com a sua
variedade estequiométrica e propriedades de ionizacdo (BETHUNE,
HUANG, et al., 2009).

Em meio acido, verifica-se uma maior estabilidade dos cocristais,
que atingem concentragdes maiores € demoram mais tempo para retornar
ao equilibrio. A estabilidade dos cocristais, em presenga de solvente, pode
ser demonstrada pelo tempo que a sobresaturagdo da solug¢do foi mantida.
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Estes valores indicam que se trata de conversao de uma forma metaestavel
altamente soliivel para outra forma mais estavel menos solivel (ROY,
LIPERT e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2011). Com relagdo aos valores
das medidas, o cocristal COMAL se demonstrou menos estivel em
relagdo aos demais visto que a conversdo total levou 15 min, enquanto
que para COSUCC e COOX levou 60 e 45 min, respectivamente.

Figura 46: Curvas de solubilidade dos cocritais de BNZ, solugdo HC1 0,1 M, pH
1,2 e tampao acetato de amonio, pH 7,5, 150 rpm.
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3.5 FOTODEGRADACAO DOS COCRISTAIS DE BNZ

O impacto da cocristalizagdo na fotodegradagdo do farmaco foi
avaliado. O método de doseamento demonstrou ser especifico para
quantificacdo do farmaco na presenca dos coformers. Os cromatogramas
ndo apresentaram picos adicionais de degradagdo, embora fosse
observada a reducdo da quantidade de BNZ ao longo do tempo de
exposicdo a luz UV. A recuperacdo de BNZ apds o periodo de 24 h e 48
h esta relatada na Tabela 21. Pode-se observar que BNZMP sofre uma
redugdo em torno de 5% em 24 h e aproximadamente 15% ap6s 48 h de
ensaio de fotodegradacdo. Os cocritais de acido succinico e maleico
conferiram protegdo a degradacdo quimica do farmaco. Com relagdo ao
cocristal com acido succinico, ap6s 24 h de ensaio conseguiu-se recuperar
em torno de 100% de BNZ enquanto que ap6s periodo de 48h observou-
se degradagdo de apenas 5,24% do farmaco, frente aos 15,71% de
BNZMP. Ja o cocristal contendo 4acido maleico apresentou niveis
degradacdo semelhantes aos observados para o farmaco. O cocristal de
acido oxalico pode ter tornado o material mais sensivel a fotodegradagao,
apresentando recuperacao de BNZ em torno de 5% menor em comparagao
a de BNZMP, para ambos os tempos analisados.

Tabela 21- Resultados relativos a % de recuperagdo de BNZ pds experimentos de
fotodegradagao.

% recuperada de BNZ

thy BNzmpr Cocrisal Cocristal -\ istal maleico®
oxalico succinico

24 9432(x1,80) 90,79(+1,71) 100,09(+:1,26)  99,52(x1,41)
48 84,29(+1,96) 79,01(x1,47) 94,75(x1,37)  84,69(+1,65)

2 Desvio padrao relativo
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4 CONCLUSAO

A habilidade de modificar as propriedades fisicas de principios
ativos com a formagdo de novos solidos cristalinos ¢ uma util ferramenta
para melhoria da biosdisponibilidade de alguns farmacos. Os resultados
do estudo demonstram que a tendéncia de cocristalizagdo de BNZ esta
intimamente ligada a estrutura do coformer. Foi desenvolvido uma
triagem sistematico para obtencgao de novos materiais cristalinos baseados
na propensdo de interagdo de BNZ. A formagdo de novos soélidos
cristalinos foi observada com os acidos dicarboxilicos, planares de cadeia
par: fumadrico, succinico, maleico e oxalico.2H2O. Cocritais de BNZ
ainda ndo foram relatados na literatura, sendo considerada uma
importante contribuicdo a descri¢do da estrutura cristalina de COSUCC.
A resolucdo das demais estruturas estd em andamento, mas estima-se que
segue a mesma tendéncia de COSUCC, 2:1, mmol: mmol,
farmaco:coformer. Os cocristais de BNZ exibiram mudancgas positivas
nas propriedades fisico-quimicas do farmaco, como maior estabilidade de
luz no caso de COMAL ¢ COSUCC. A avaliagdo da solubilidade em
equilibrio de COOX, COMAL e COSUCC, permitiu observar que os
novos materiais cristalinos formados também aumentaram a concentrago
de saturagdo do farmaco. Entretanto, por se tratarem de cocristais
metaestaveis, o uso de excipientes pode ser necessario para equilibrar o
sistema. Estes estudos serdo submetidos a futuras contribuicdes.
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CAPITULO V: POTENCIALIDADE TERAPEUTICA DOS SISTEMAS
DE LIBERACAO DE BENZNIDAZOL DESENVOLVIDOS NO
TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS: AVALIACAO IN VITRO.

1 INTRODUCAO

A doenga de Chagas ¢ causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
afeta cerca de 8 milhdes de pessoas na América Latina e, atualmente, é
considerada uma doenca global em fungdo da migracao da populacional
(ALVAR, VELEZ, et al., 2012 ) (WHO, 2015). Infec¢des agudas sao
geralmente assintomaticas, mas as infec¢des cronicas por T. cruzi tém
sido associados com altas taxas de morbidade e mortalidade.
Recentemente, a doenca de Chagas também tem sido reconhecida como
uma doenga oportunista em individuos infectados pelo HIV (FERREIRA,
SALOMADO, et al., 2011).

A quimioterapia disponivel para o tratamento da doenga de Chagas
inclui o agente nitro heterociclico, benznidazol (BNZ), que ¢ eficaz no
tratamento da infec¢do aguda, mas mostra fraca atividade na fase cronica,
com efeitos colaterais graves e eficdcia limitada. Como também
observado em outras doengas negligenciadas, fairmacos para a doenga de
Chagas ndo s3o de interesse para as inddstrias farmacéuticas. Estas
desvantagens justificam a necessidade urgente de desenvolvimento de
medicamentos que retinam caracteristicas como eficacia nas fases aguda
e cronica da infecg@o pelo 7. cruzi, baixa toxidade e menor custo de
producdo (CARDOSO, SALOMAO, et al., 2015).

O desenvolvimento racional de medicamentos depende da
identificagdo de diferengas no metabolismo humano e do parasito
(DOCAMPO, 2001). O planejamento de novos tratamentos deve ser feito
com énfase no mecanismo de agdo, atingindo alvos especificos e
essenciais dos parasitos por meio do conhecimento bioquimico,
molecular, fisiologico e o entendimento do ciclo de vida dos parasitos no
homem (SOEIRO, DANTAS, et al., 2009). O presente capitulo apresenta
o estudo in vitro dos sistemas de liberacdo de Benznidazol obtidos frente
ao protozoario 7. cruzi.
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2 METODOLOGIA

2.1 PREPARO DOS SISTEMAS DE LIBERACAO DE BNZ

Foram testados os sistemas binarios comoidos contendo farmaco:
polimero (EPO ou PVPVA) produzidos conforme descrito no capitulo II1
e também os cocristais contendo acido maleico, fumarico e succinico
produzidos de acordo com o capitulo IV.

2.2 TRIAGEM DOS COMPOSTOS FRENTE A FORMAS
AMASTIGOTAS INTRACELULARES DE T. CRUZI
EXPRESSANDO BETA-GALACTOSIDASE NA LINHAGEM
CELULAR THP-1.

2.2.1 Cultivo de células e inducio da diferenciacao de células THP-
1

As células THP-1, linhagem de leucemia monocitica humana
aguda (TSUCHIYA, YAMARBE, et al., 1980) foram obtidas no criobanco
do Laboratodrio de Protozoologia da UFSC. O cultivo das células foi feito
em garrafas de cultura de 75cm?, contendo 12 ml de RPMI 1640 (Sigma
Aldrich, St. Louis), sem vermelho de fenol, pH 7,4, suplementado com
10% (v/v) de SBF, 12,5 mM de tampdo HEPES (GIBCO, BRL), 100
Ul/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina (GIBCO, BRL), 2 mM de
Glutamax® (GIBCO, BRL) ImM de Piruvato de Sodio (GIBCO, BRL)
em incubadora a 37°C e atmosfera umidificada de 5% de CO,.

Foram feitos repiques no 3° ou 4 ° dia de crescimento das células
e estas foram reinoculadas a uma densidade de 3x10%ml, para
manuteng¢do da linhagem. O niimero de células viaveis foi determinado
pelo teste de exclusdo do azul de trypan (0,02%), ap6s lavagem em PBS
e quantificado em Camara de Neubauer. A concentracdo de células foi
ajustada pela adicdo de meio RPMI suplementado, conforme descrito
anteriormente. Foram utilizadas células com no maximo 15 passagens
para realizacdo dos experimentos. As linhagens celulares murinas
semelhantes a macrofagos (RAW 264.7 e J774.G8) foram submetidas ao
mesmo tratamento da linhagem THP-1 e, por ser aderente, o tapete celular
foi raspado com auxilio de um cell scraper duas vezes por semana para o
repique. As células THP-1 coletadas no 3° ou 4° dia de crescimento foram
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induzidas a diferenciagdo em fagdcitos aderentes semelhantes a
macrofagos (SCHWENDE, FITZKE, et al., 1996). Para tanto, as células
foram cultivadas em microplacas de 96 pogos, 3 x10*células/pogo em 200
pl de meio RPMI suplementado, acrescido de 100 pg/ml de Forbol-12-
miristato-13-acetato (PMA) por 72 horas a 37°C e 5% de CO,. As mesmas
condi¢des foram utilizadas para diferenciagdo, em garrafas de cultivo
celular de 75 cm? (6 x10° células/garrafa), volume de 12 ml ou em
Chamber Slides (10°/pogo em 300uL).

2.2.2 Infecciio das células THP-1 com T. cruzi

A cepa Tulahuén de T. cruzi expressando [-galactosidase,
(BUCKNER, VERLINDE, et al., 1996) foi fornecida pelo Laboratério de
Parasitologia Molecular e Celular, Centro de Pesquisas René Rachou,
FIOCRUZ, Belo Horizonte. Formas tripomastigotas do parasito foram
obtidas a partir de células L929 infectadas e utilizadas para infecgdo das
células THP-1 diferenciadas (4.0x10* células/pogo), em microplacas de
96 pogos, numa propor¢do de parasita/célula de 3:1. As microplacas
foram incubadas por 12 horas a 37°C com 5% de CO».

O meio contendo parasitas ndo internalizados foi removido e
substituido com 180 pl de meio fresco. Apods 24 horas, as monocamadas
de células infectadas foram tratadas com 20 pl de cada amostra em
diferentes diluigdes (50 a 3,12 uM), em triplicata, seguida de incubagao
por 72 horas a 37°C em 5% de CO,. Apds o tratamento, as células foram
cuidadosamente lavadas com PBS e incubadas durante 16 h a 37 ° C com
250 pl de clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo-CPRG (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA), em 100uM de Nonidet P-40 (Amresco
Inc, Solon, Ohio, EUA) (NP-40) 0,1%. A seguir, a densidade optica
(D.0.) foi determinada a 540 nm em leitor de microplacas TECAN®,
Modelo Infinite M2000. Os valores de Clso de cada amostra foram
estimados a partir dos valores médios obtidos de trés réplicas, por
interpolagdo grafica utilizando o programa GraphPad Prism 5.03® (San
Diego, USA). Os resultados foram submetidos & andlise de variancia
(ANOVA) pelo teste de Tukey e valores de p < 0,05 foram considerados
significantes.

A concentragdo de cada amostra que reduziu a viabilidade do
parasita em 50% quando comparado com controle ndo tratado (Clso) foi
calculada por regressdo ndo-linear de concentragdo resposta curvas.
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Como controles positivo e negativo foram utilizados BNZ (Padrao) nas
concentragdes, 50, 20, 5 e 1 uM e DMSO (1%), respectivamente.

2.2.3 Ensaio de citotoxicidade

A viabilidade celular foi determinada através da técnica do MTT
(SIEUWERTS, KLIJN, et al., 1985). A técnica consiste na incorporagao
da substancia hidrossolivel brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolio (MTT) por células vidveis, que através da agdo de
desidrogenases mitocondriais reduzem o composto, formando o sal de
formazan insoliivel, que se deposita no citoplasma com coloragdo roxa
(VAN DE LOOSDRECHT, NENNIE, et al., 1991). A quantidade do sal
¢ diretamente proporcional ao nimero de células vidveis. As células
foram coletadas e quantificadas conforme o item 2.2.1. As células foram
semeadas em placas de 96 pogos (4 x10* células/pogo) em 180 pL de
RPMI suplementado. As amostras dos sistemas de liberacdo de BNZ e
excipientes foram solubilizadas em DMSO e diluidas em série (500 a 15,6
uM).

Como controles positivo e negativo foram utilizados BNZ nas
concentracdes, 500, 20, 5 e 1 pM e DMSO (1%), respectivamente. Em
seguida, 20 pl das amostras, nas concentragdes supracitadas, foram
adicionadas a cultura celular e cultivadas por 72 horas a 37°C e 5% de
CO,. As microplacas foram centrifugadas (2.700xg/10 minutos) e o
sobrenadante foi removido e o sedimento ressuspendido em 50 pl de uma
solu¢do de MTT-3 mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis). Na sequéncia, as
microplacas foram incubadas a 37°C, no escuro por 4 horas ¢
centrifugadas (2.700xg/10 minutos). O sobrenadante foi retirado e o
sedimento (sal de formazan) solubilizado em DMSO. A CCsy das
amostras foi calculada pelo modelo de regressdo ndo linear das curvas
concentragdo-resposta com o auxilio do programa GraphPad Prism 5.03®
(San Diego, USA). O percentual de inibicdo (P.I.) foi determinado
conforme para concentragdo 500 uM (Equagdo 22). A densidade optica
foi determinada a 540 nm em equipamento Tecan® modelo Infinite M200.

D.o

—-D.O
. t . b — t
composto ranco —composto X 100

PI = <1 -
D. O'cantrole negativo ~ D. O'branca —contr ole negativo

(22)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 APLICACAO DO TESTE COLORIMETRICO PARA
AVALIACAO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA DOS
SISTEMAS DE LIBERACAO DE BNZ E EXCIPIENTES.

As amostras foram preparadas para uma avaliagdo inicial quanto a
sua atividade tripanocida, de forma a garantir a concentragdo de 50 uM
de BNZ. Para tal, os sistemas de liberagdo de BNZ foram pesados
cuidadosamente para que mantivessem propor¢do farmaco: excipiente
contidas nos produtos. Os excipientes também foram pesados
individualmente com massa proporcional, para observar o seu impacto
isolado na resposta. O grafico (Figura 47) mostra a percentagem de
inibi¢do de crescimento de 7. cruzi frente as diferentes formulacdes do
BNZ.

Os excipientes apresentaram inibigdo do crescimento do parasito
inferior a 5%, e os produtos analisados apresentaram taxas de inibigdo
entre 88 e 96%, semelhante ao padrdo do firmaco (BNZMP) em torno de
85%. Todos os produtos apresentaram a atividade tripanocida superior a
de BNZ, em maior ou menor grau. Destacam-se E6 ¢ COMAL, com
resultados aprimorados em torno de 10%. A quantidade de polimero
pareceu influenciar nas formulagdes contendo EPO, uma vez que E6 foi
mais efetivo e possui uma maior quantidade de polimero em relagdo a E3
e E5, que apresentam quantidades iguais. A mesma correlacdo nao pode
ser observada para as formulagdes contendo PVPVA, uma vez que esta
apresentou resultados muito proximos entre 90 e 93%, independente das
proporgdes farmaco: polimero. Entre os cocristais COMAL foi o que
obteve melhor desempenho (94%), mas vale ressaltar que a atividade de
COSUCC e COOX superou a atividade do farmaco em torno de 5%.
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Figura 47: Atividade tripanocida dos sistemas de liberacdo de BNZ (50
uM) e de seus excipientes sobre amastigotas intracelulares de T.cruzi
pelo método colorimétrico
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Ainda ndo foram descritos cocristais com atividade contra doengas
parasitarias. Embora nio tenham sido realizados estudos para verificar o
mecanismo de acdo dos produtos testados, é possivel supor que as
diferencas de captacdo e/ou metabolizacdo das membranas celulares do
parasito e da célula hospedeira, podem estar envolvidos na
biodisponibilidade destes produtos nos modelos in vitro e,
consequentemente, interferindo de forma sinérgica na melhoria da
atividade biologica do farmaco. O efeito sinérgico pode melhorar
eficiéncia do tratamento da doenca de Chagas, promovendo a reducdo de
dose, de duracdo de tratamento, de efeitos colaterais e de resisténcia do
parasito ao farmaco. Os produtos podem ter contribuido para melhoria do
acesso do farmaco no citoplasma, onde o parasita geralmente reside,
burlando o arsenal bioquimico e molecular do parasito (EDWARDS e
KRISHNA, 2004). A morte parasitaria pode também ter sido mediada
pela desestabilizagdo da sua membrana plasmatica comprometendo
maquinaria do parasito (DATE, JOSHI ¢ PATRAVALE, 2007). Esta
desestabilizagdo pode ser relacionada a caracteristica tensoativa do
polimero PVPVA, por exemplo, que altera a fluidez da membrana e
promove a perda de contetido vital para o parasito. Os testes in vivo que
estio em andamento serdo fundamentais para o esclarecimento da
farmacocinética e mecanismo de acdo destes produtos.
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Para deteccdo de um possivel efeito toxico inespecifico, que
afetasse tanto os parasitos e as células, foram calculados a Clso contra T.
cruzi e a atividade citotoxica sobre células THP-1 ndo infectadas (CCso).
Conforme demonstrado na tabela 22, todos os produtos testados foram
ativos, com Clso variando entre 2,02 ¢ 2,65 uM, foram cerca de 5 vezes
menores do que o farmaco referéncia BNZMP (Clso = 10,18 uM). Os
resultados relativos a Clso dos produtos, indicam que os excipientes
contribuem positivamente para a atividade tripanocida do farmaco. Como
critérios de avaliagdo da atividade tripanocida foram utilizados como
valores minimos: ICso<lpg/ml e indices de seletividade (IS) > 50
(NWAKA e HUDSON, 2006) e (ROMANHA, CASTRO, et al., 2010).

Com excecdo das formulagdes contendo EPO, todos os
resultados de CCso foram superiores a 500 uM, o que pode ser relacionado
a baixa citotoxicidade destas amostras (tabela 22 ¢ 23). As formulagdes
contendo EPO apresentaram resultados entre 215,40 e 308,60uM,
podendo indicar a contribuigdo deste excipiente para citoxidade da
formulacdo. Apesar das formulagdes contendo EPO apresentarem uma
maior citotoxidade (CCso) e, que o excipiente isolado em torno de inibiu
em torno de 44,17 % o crescimento das células TPH-1, estas formulacdes
apresentaram IS entre 106,63 e 152,56, que sdo no minimo o dobro
observado para o farmaco referéncia. A contribui¢do atividade
tripanocida de EPO pode estar relacionada as caracteristicas cationicas do
polimero que promoveria a sua ligacdo a membrana plasmatica do 7.
cruzi, que possui carga negativa, gerada pela exposicao de grupos sulfato,
carboxil (&cido sidlico) e fosfato, expostos na superficie celular. As
formulag¢des contendo PVPVA apresentaram IS entre 217,39 e 238,10
superando em mais de 4 vezes os resultados de BNZMP. Os cocristais
também apresentaram excelentes IS de 202,43 para CoMal, 232,51 para
CoOX e 191,57 para CoSucc, resultados que podem indicar uma grande
seletividade destes produtos. Os resultados foram considerados
significantes quando analisados por ANOVA e pelo teste de Tukey com
valores de p < 0,05.

Ainda ndo foram descritos cocristais para tratamento de doengas
parasitarias, os mecanismos pelos quais estes sistemas promovem o
aumento da seletividade pode estar ligado como aumento da entrada de
BNZ no meio intracelular facilitando a sua agdo sobre o parasito. Altos
IS sdo indicativos da maior especificidade das formulagdes contra o
parasito, sendo o aumento da seletividade é um dos maiores objetivos para
tratamentos toxicos. A natureza de disseminacdo da doenga de Chagas
no, com a presenca de parasitos nas membranas das mucosas, musculo
cardiaco, esquelético e liso, e células da glia, requer farmacos com
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elevado volume de distribuicao (Vd), um longo tempo de meia-vida e alta
seletividade pelo parasito. BNZ apresenta um alto Vd, mas o seu acesso
prejudicado aos alvos intracelulares resulta em altas concentragdes
plasmaticas (ROMERO e MORILLA, 2010).

O direcionamento dos sistemas de administracdo de farmacos,
no caso de doengas causadas por parasitos intracelulares obrigatdrios,
aumenta a atividade e diminui a toxicidade do tratamento, pois podem
incrementar a biodisponibilidade destes no meio intracelular e
particularmente no vacuolo parasitéforo (BASU e LALA, 2009).

Tabela 22 - Atividade dos sistemas de liberacdo de BNZ sobre amastigotas de T.
cruzi expressando B-gal (método colorimétrico) e citotoxicidade para células
THP-1.

Amostra[50uM] CCso [uM]? Clso [uM]? ISP
E3 2154 £11,1 2,02 +0,08 106,63
E5 321,9 18,8 2,11 0,05 152,56
E6 308,6 +37,9 2,23 +0,09 138,39
P2 >500 2,10 £0,04 238,10
P4 >500 2,19 +0,1 228,31
P9 >500 2,30 £0,22 217,39
CoMAL >500 2,47 +0,35 202,43
CoSUCC >500 2,61 +0,16 191,57
CoOX >500 2,15 +0,1 232,56
BNZMP >500 10,18 +0,3 49,12
*Valores representam a média + desvio padrao dos experimentos realizados em
triplicata.

bindice de Seletividade (CCs/Clso)

Tabela 23- Citotoxicidade dos excipientes sobre células THP-1.

% Inibicio de crescimento das células

Amostra THP-1°
PVPVA (13 mg) 17,39 +1,85
EPO (13 mg) 44,17 +1,14
SUCC (3,1 mg) Sem atividade
MAL (2,8 mg) 17,89 +£0,84
0X (2,8 mg) 9,47 +4,30

*Massa pesada dos excipientes de acordo com a propor¢do nos sistemas de
liberacao de BNZ (500 pM).

®Valores representam a média = desvio padrio de dois experimentos realizados
em triplicata.
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4 CONCLUSAO

Consideraveis avangos foram feitos no entendimento da biologia do
T. cruzi nas ultimas décadas, mas a doenga de Chagas ainda esta longe de
ser completamente erradicada. Os principais obsticulos a serem
transpostos estdo relacionados a grande capacidade do 7. cruzi na invasdo
e manipulacdo do sistema de defesa humano. Portanto, grandes desafios
em relacdo a producdo de vacinas efetivas e desenvolvimento de
quimioterapias que perfacam a resisténcia do parasito, sdo enfrentados.
Os produtos obtidos neste trabalho se demonstraram promissores para o
tratamento da doenca de Chagas experimental. A reducdo da
concentracdo inibitdria (Clso) e aumento do indice de seletividade (IS),
aliados a baixa toxicidade celular, trazem boas perspectivas para a
melhoria da efetividade de BNZ. O panorama positivo estimulou o
investimento em testes in vivo, que estdo sendo realizados no laboratdrio
de Parasitologia Celular ¢ Molecular do Centro de Pesquisas René
Rachou- Fiocruz em Belo Horizonte para avaliar o impacto destes
produtos na atividade tripanocida do farmaco no modelo murino.
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DISCUSSAO GERAL

O farmaco de escolha para o tratamento da doenca de Chagas é o
BNZ, apesar da sua toxicidade (RASSI-JR e MARIN-NETO, 2000). O
farmaco pertence ao grupo nitroimidazol e é totalmente absorvido por via
digestiva, as concentrag¢des plasmaticas maximas sdo alcangadas em 2 a
4 horas, o tempo de meia-vida de eliminagdo plasmatica é de 12 horas e
seus metabolitos sdo eliminados rapidamente pela urina e pelas fezes
(BRASIL, 2010). Este farmaco ¢ classificado no grupo II do SCB, possui
propriedades farmacocinéticas desfavoraveis, como baixa solubilidade
aquosa e nos fluidos aquosos, com absor¢do limitada por sua velocidade
de dissolucdo. Novos métodos de administracdo de BNZ ja foram
testados, mas sem comprovagdo da real melhoria da sua terapéutica
(MAXIMIANO, 2011).

O conhecimento da estabilidade dos principios ativos ¢
fundamental para o desenvolvimento de medicamentos seguros e
eficazes. Para a avaliagdo da estabilidade de BNZ foi desenvolvido um
método indicativo de estabilidade CLAE-UV/Vis, sendo validado com
&xito para quantificacdo do farmaco em meio aos seus produtos de
degradacdo quimica e fisica. O método indicativo de estabilidade exibiu
excelente precisdo, exatiddo, linearidade, limite de detecgdo e limite de
quantificacdo, especificidade, de acordo com diretrizes (ICH , 2005). Foi
possivel estimar o firmaco em sistemas binarios, consistindo de BNZ:Ac-
Di-Sol® comoidos. No caso de BNZ, a moagem de alta energia acarretou
na mudanca de cor e na perda de massa por possiveis processos de
degradacdo, o que torna importante o controle dos processos de obtengao
das formulagdes contendo o farmaco. Além pode-se detectar alguns
processos de degradacdo do farmaco, como oxidagdo e hidrolise basica,
sendo possivel detectar a sua alta estabilidade em meio acido. O
desenvolvimento do método demonstrou-se relevante para a analise de
rotina de BNZ, matéria-prima e suas formulagdes, podendo ser realizada
sem qualquer interferéncia de produtos de degradagdo e componentes da
formulagdo.

Comprimidos de liberacao prolongada gastorretentivos do tipo
Dome Matrix® foram desenvolvidos atendo-se a baixa solubilidade
aquosa de BNZ, alta estabilidade em meio acido e as suas propriedades
de fluxo e de compressibilidade deficientes (MAXIMIANO, COSTA, et
al., 2010). A analise dos perfis de dissolugdo com o auxilio dos modelos
matematicos permitiu observar que as formulagGes possuem
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caracteristicas de liberagdo prolongada, dependente da sua composi¢do
polimérica. As formulagdes com maior percentual de HPMC K15M
(30%) apresentam uma liberacdo mais lenta do farmaco, sendo que o
acréscimo do polimero HPMC L3LV influenciou positivamente na
velocidade de dissolugdo de BNZ. Entretanto, quantidades superiores a
20% deste polimero promoveram a rapida desintegragdo dos
comprimidos. A perfeita flutuagdo no meio de dissolucdo dos
comprimidos também foi observada como esperado para o sistema Dome
Matrix®. Os estudos comparativos das formulagdes demonstraram que
F7 ¢ F9, contendo de 10-20% de HPMC L3LV e 10-15% de HPMC
K15M, s3o as mais promissoras por apresentarem uma maior
porcentagem de liberagdo do farmaco, em quantidades constantes no
mesmo periodo de tempo.

Com o intuito de aprimorar a velocidade de dissolu¢do de BNZ em
meio aquoso foram desenvolvidas formulagdes contendo polimeros
hidrofilicos e produc¢do de cocristais de BNZ. Para triagem dos polimeros
mais adequados para obtencdo de dispersdes solidas, foi utilizado
primeiramente o método de LAG foi utilizado para obtengdo dos sistemas
com os polimeros PVPVA, EPO e L100. Foi observado o aumento
significativo da velocidade de dissolugdo de BNZ, apenas para as
formula¢des BNZ: PVPVA e BNZ: EPO. Este efeito pode ser atribuido
ao somatorio da redugdo do tamanho de particulas e ao efeito carreador
dos polimeros selecionados, uma vez que as formulagdes contendo L100
ndo obtiveram igual desempenho, mesmo com a reducdo de particula. A
técnica de comoagem em moinho de bolas com polimeros hidrofilicos foi
efetiva para obten¢do dos sistemas bindrios comoidos, e possui a
vantagem de facil transposi¢cdo de escala em comparagdo ao LAG. O
impacto das variaveis relacionadas ao processo de moagem e composigao
das formulagdes foi avaliado por design experimental (DoE) - 23, efeito
avaliado apenas nos sistemas SBMBPVPVA. Constatou-se que a
quantidade de polimero ¢ diretamente proporcional a velocidade de
dissolugdo de BNZ. As demais variaveis, tempo de moagem e velocidade
de rotagcdo, ndo demonstraram influéncia nas respostas avaliadas.
Houveram importantes interagdes entre o farmaco e os carreadores, uma
reducdo de tamanho de cristalita de BNZ e a formagdo de uma mistura
homogénea entre os componentes. O aumento da velocidade de
dissolugdo do farmaco nos SBMB pode ser atribuido a maior
molhabilidade dos sistemas contendo PVPVA a cosolvéncia para as
formulagées contendo EPO (BROUWERS, BREWSTER ¢
AUGUSTIINS, 2009).
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Uma triagem sistematica foi executada para obten¢do de novos
materiais cristalinos baseados na propenséo de interacdo de BNZ, onde se
observou que a cocristalizagdo do farmaco esta intimamente ligada a
estrutura do coformer. A formacdo de novos soélidos cristalinos foi
observada com os acidos dicarboxilicos, planares de cadeia impar:
fumarico, succinico, maleico e oxalico.2H>O. A estrutura COSUCC foi
descrita e apresenta-se na 2:1 mmol: mmol, farmaco: coformer e estima-
se que os demais materiais cristalinos sigam a mesma tendéncia de
cocristalizagdo. A resolucdo das demais estruturas estd em andamento,
ainda ndo se encontram descritos cocristais de BNZ na literatura. Os
cocristais de BNZ exibiram mudangas positivas nas propriedades fisico-
quimicas do farmaco, como maior estabilidade de luz no caso de COMAL
e COSUCC. A avaliacdo da solubilidade em equilibrio de COOX,
COMAL e COSUCC, permitiu observar que 0S novos materiais
cristalinos formados também aumentaram a concentra¢do de saturacdo do
farmaco (RODRIGUEZ-HORNEDO, NEHMA e JAYASANKAR,
2013). Ambas as técnicas obtencdo de dispersdes solidas e de cocristais
tiveram um impacto positivo no aumento da velocidade dissolugdo de
BNZ em meios aquosos, o que pode contribuir para a melhoria das
caracteristicas farmacocinéticas de BNZ. Sendo estes resultados
promissores para redugdo da dose de farmaco necessaria para sua
absorg¢do e chegada aos sitios de acdo.

Com a finalidade de avaliar o impacto dos sistemas obtidos no
tratamento da doenga de Chagas, SBMBPVPVA e SBMBEPO, e os
materiais cristalinos COOX, COMAL e COSUCC foram testados quanto
a sua atividade tripanocida pelo teste colorimétrico e demonstraram
resultados promissores para o tratamento da doenca de Chagas. Os
produtos analisados apresentaram taxas de inibi¢do entre 88 e 96%,
semelhante ao padrao do farmaco (BNZMP) em torno de 85%. A redugao
da Clsp e aumento do IS, aliados a baixa toxicidade celular, trazem boas
perspectivas para a melhoria da efetividade de BNZ. Os resultados
observados de Clso variam entre 2,02 e 2,65 uM, superando em torno de
5 vezes o farmaco de referéncia BNZMP (Clso = 10,18 uM). O IS
calculados para SBMBEPO variam entre 106,63 e 152,56, ¢ as
SBMBPVPVA apresentaram IS entre 217,39 e 238,10. Os cocristais
apresentaram IS de 202,43 para COMal, 232,51 para COOX e 191,57
para COSUCC. A grande seletividade destes produtos pelo parasito pode
aumentar a atividade do farmaco e diminuir a toxicidade do tratamento,
pois podem incrementar a biodisponibilidade destes, no meio intracelular
(BASU e LALA, 2009). O panorama positivo estimulou o investimento
em testes in vivo, que estdo sendo realizados no laboratério de
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Parasitologia Celular ¢ Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou-
Fiocruz em Belo Horizonte para avaliar o impacto destes produtos na
atividade tripanocida do farmaco no modelo murino. Além disso
pretende-se investir na inser¢do destes sistemas nas formas farmacéuticas
gastrorretentivas de liberagdo prolongada do tipo Dome Matrix® , afim de
aliar os resultados positivos das técnicas para melhoria da seguranca e
eficacia do tratamento, com a reducdo de efeitos colaterais ¢ melhor
adesdo dos pacientes.
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SINTESE DOS RESULTADOS

v Um método indicativo por CLAE/UV foi desenvolvido e
validado, mostrando-se capaz de quantificar o farmaco BNZ em
meio aos seus produtos de degradacdo e na presenga de
excipientes nas formulagdes.

v Comprimidos flutuantes de liberagdo prolongada do tipo Dome
Matrix® foram desenvolvidos e a influéncia da composic¢do
polimérica na liberagao do farmaco foi avaliada

v Sistemas bindrios comoidos foram obtidos promovendo o
aumento da velocidade de dissolu¢cdo de BNZ. O impacto do
processo de moagem em moinho de bolas e as propriedades
fisico-quimicas das formulagdes foram avaliados.

v' Materiais cristalinos de BNZ foram obtidos por meio de um
screening sistematico da tendéncia de cocristalizagdo do farmaco.
Os produtos formados foram descritos quanto as suas propriedades
fisico-quimicas e interagdes coformer: farmaco.

v' A atividade tripanocida in vitro dos produtos obtidos foi avaliada
com resultados considerados promissores. O material foi
encaminhado para estudos complementares in vivo no laboratdrio
de Parasitologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René
Rachou- Fiocruz em Belo Horizonte. Busca-se avaliar o impacto
destes produtos na atividade tripanocida do firmaco no modelo
murino.
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APENDICE A

Figura 1- Cromatogramas relativos aos resultados dos estudos de degradagdo
forcada. Coluna C-18, ACN-solugéo acetato de amédnio- (pH 6,5, 26mM) (65:35
v/v), fluxo de 0,5 mL/min, A =220 nm.
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APENDICE B

Figura 1- Comparagdo dos difratogramas dos cocristais, BNZMP e coformers
contendo BNZ obtidos durante a triagem.
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Figura 2- Espectro de IV de BNZMP, coformer e seus respectivos cocristais
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Figura 3- Termogramas de DSC comparativos dos cocristais, BNZMP e
coformers contendo BNZ obtidos durante a triagem.
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