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RESUMO

SILVA, P. B. Aplicacdo de ferramentas analiticas na caracterizagcdo de produtos com
diferentes propriedades biofarmacotécnica. 2015. 101 p. Dissertacdo (Mestrado).
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2015.

Quando se trata da caracterizacdo de farmacos ou produtos farmacéuticos deve-se ter em
mente que as metodologias empregadas fornecam o maior nimero possivel de informacdes e
sejam complementares, essa caracterizagcdo se torna ainda mais importante quando sao
alteradas as propriedades fisico-quimicas do farmaco, sendo necessario um monitoramento.
Nos ultimos anos os pesquisadores tém estudado os farmacos com outro enfoque, tornando o
que antes era considerando um efeito colateral como uma acgdo principal, ou ainda
descobrindo novos usos com diferentes vias de administragdo; € o caso do &cido retinoico
(AR), objeto de estudo desse trabalho. Com o objetivo de avaliar a aplicagéo das ferramentas
analiticas na caracterizacdo fisico quimicas do acido retinoico, o presente trabalho utilizou
DSC, FTIR e PDRX para a analise da formacdo de cocristais e dispersdes sélidas entre o
acido retinoico (AR) e os adjuvantes tecnoldgicos éacido citrico (AC), acido sorbico (AS) e
nicotinamida (NI). No estudo de estabilidade foi utilizada a termogravimetria, com o0 modelo
cinético de Osawa. Os resultados das analises revelaram a formacdo de dispersdo sélida
cristalina em acido retinoico — acido sorbico e acido retinoico — nicotinamida e de cocristal
em acido retinoico — citrico; a técnica de FTIR demonstrou a provavel formacao de pontes de
hidrogénio em ARAC LIO e a PDRX demonstrou a ocorréncia em todas as amostras do
sistema cristalino monoclinico, apesar de apresentarem grupos espaciais, volumes de célula
unitaria e parametros de rede distintos. As andlises por termogravimetria demonstraram que
ARAC LIO mostrou-se a mais instavel das amostras e que AR apresentou cinética de
degradacdo de ordem superior influenciada pela razdo de aquecimento. Dessa forma foi
possivel concluir que as ferramentas analiticas utilizadas foram elucidativas, rapidas e de
grande importancia na pesquisa do AR e adjuvantes tecnoldgicos, utilizando a chamada

“quimica verde”, mais ecoldgica e economica que as convencionais.

Palavras-chave:Tretinoina. Caracterizacdo quimica. Adjuvantes farmacéuticos.Raios X.
Estabilidade de medicamentos.



ABSTRACT

SILVA, PB. Application of analytical tools in the characterization of biopharmaceutical
products with different properties. 2015. 101 p. Dissertation (Master). Federal University
of Pernambuco, Recife, in 2015.

When it comes to the characterization of drugs or pharmaceutical products must be borne in
mind that the methodologies employed to provide the largest possible amount of information
and are complementary, this characterization becomes even more important when the
physicochemical properties of the drug are changed and require a monitoring. In recent years
researchers have studied the drugs with another approach, such as making a major action than
was previously considering a side effect, or finding new uses with different routes of
administration; in the case of retinoic acid (AR), object of study of this work. In order to
evaluate the application of analytical tools in the physicochemical characterization of drugs,
this study used DSC, FTIR and PDRX to analyze the formation of cocrystals and solid
dispersions between the drug retinoic acid (AR) and processing aids citric acid ( AC), sorbic
acid (AS) and nicotinamide (NI). The stability prediction was used thermogravimetry with the
kinetic model Osawa. The results of the analysis revealed the formation of crystalline solid
dispersion in ARAS LIO and ARNI LIO and cocrystal in ARAC LIO; FTIR technique
demonstrated the probable formation of hydrogen bridges and ARAC LIO and PDRX
demonstrated to occur in all of the samples monoclinic crystal system, space group though
present, and unit cell volumes different lattice parameters. Analysis by thermogravimetry
showed that ARAC LIO proved to be more unstable and AR samples showed higher order
degradation kinetics influenced by the ratio of heating. Thus it was concluded that the
analytical tools used were enlightening, fast and very important in AR research and

processing aids, using the so-called "green chemistry"”, more ecological and economical.

Keywords: Tretinoin . Chemical characterization. Adjuvants, Phamaceutic. X-ray. Drug
Stability.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas as metodologias analiticas na area farmacéutica evoluiram de
forma rapida, principalmente na area instrumental, com equipamentos acoplados a softwares
numa parceria de sucesso com outras areas da ciéncia, em especial a quimica e a ciéncia de
materiais. Essas metodologias possuem grandes vantagens como a néo utilizacdo de solventes
(“quimica verde”), uma tendéncia mundial e ecologica (LENARDAO et al., 2003).

Quando se trata da caracterizacdo de farmacos ou produtos farmacéuticos deve-se ter
em mente que as metodologias empregadas devem fornecer o maior numero possivel de
informagdes e que, de preferéncia, sejam complementares. Essas informagdes serdo de
fundamental importancia principalmente no desenvolvimento do medicamento, onde se pode
fazer a selecdo da melhor técnica ou da melhor formulacdo, a fim de obter uma boa
biodisponibilidade e a manutencdo das caracteristicas durante todo o periodo de vida util
(“shelf life”’) do medicamento (SILVA et al., 2009).

Essa caracterizacdo se torna ainda mais importante quando sdo alteradas as
propriedades fisico-quimicas do farmaco; muitas modificacdes podem ocorrer ao se aumentar
a solubilidade de um farmaco, por exemplo, dependendo da técnica e da natureza dos
compostos utilizados. Tais misturas podem sofrer interagdes completamente diferentes do
objetivo inicial da pesquisa. Portanto é necessario um monitoramento através de técnicas de
caracterizacdo; esses dados podem fornecer o estado exato das misturas formadas.

A cada dia torna-se mais dificil descobrir moléculas inéditas com atividade
farmacoldgica, portanto os olhares estdo se voltando para as moléculas ja consagradas como
farmacos, mas que possuem algumas restricdes como alta toxicidade, baixa
biodisponibilidade, dentre outras (VARGAS, RAFFIN, MOURA, 2012). Numa visao
inovadora os pesquisadores estdo utilizando como acdo principal de um farmaco o que era
considerando um efeito colateral, ou ainda descobrindo novos usos com novas vias de
administracdo (PENNA et al, 2005); € o caso do acido retinoico (AR), objeto de estudo desse
trabalho.

O AR tem seu uso consagrado na area de dermatologia, na diminuicdo dos sinais de
envelhecimento e no tratamento da acne; porém, ha cerca de 10 anos os pesquisadores
comecaram a investigar seu emprego no tratamento do cancer (EVANS; KYLE, 1999).

O céancer é uma patologia que se caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e
propagacao de células anémalas pelo organismo vivo, seja animal ou vegetal. Possui como

sindnimos os termos “neoplasia maligna” e “tumor maligno”, diferenciando-se dos tumores
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benignos pelas suas propriedades de desdiferenciacdo (menos especializadas do que o tipo
normal da qual se originam), poder invasivo e capacidade de fazer metastases (RANG et al.,
2004).

Segundo a “International Agency for Research on Cancer” (IARC), 6rgdo ligado a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2012 morreram 8,2 milhdes de pessoas por cancer
no mundo, um valor 8% maior do que em 2008. A projecdo é que em 2015 a doenga atinja
19,5 milhdes de pessoas devido ao aumento da expectativa de vida da populagdo (REUTERS,
2015).

Com relacdo ao mecanismo de acdo o AR ativa os receptores do acido retinoico (em
inglés RAR), que se ligam a certa sequéncia de &cido desoxirribonucleico (DNA) e
ativam/desativam os alvos genéticos. Tem funcdo de regularizar a transcricdo genética, desse
modo governando multiplas fung¢bes, como a divisao e diferenciacao celular, resposta imune e
desenvolvimento embrionario. Controla também o crescimento e a expansdo de células
cancerosas, prevenindo a proliferacdo de células (DRAELQOS, 2009).

De modo geral os retinoides, grupo do qual o AR faz parte, possuem uma grande
habilidade em controlar a diferenciacdo e proliferacdo celular. Por esse fato existe um grande
interesse em estudar o efeito do AR sobre a carcinogénese. A acao antineoplasica da vitamina
A foi verificada pela primeira vez na década de 60 em ratos com carcinoma pulmonar
experimental. Desde entdo, inimeros estudos em cultura de células ou modelo animal vém
confirmando esse efeito. Existe uma variedade de ensaios clinicos que tém avaliado a
atividade do AR em doencas hematologicas malignas e em tumores sélidos epiteliais
(COELHO et al., 2003); ja existe no mercado um medicamento com AR para o tratamento da
anemia promielocitica aguda (VESANOID, 2015).

A presente proposta visa contribuir com o conhecimento sobre a quimioterapia
utilizada no tratamento do céancer, especificamente na leucemia promielocitica aguda. Na
terapia medicamentosa dessa patologia ja é utilizado o &cido retinoico, normalmente com
remissdo da doenca, porém com um esquema posolégico que pode ocasionar toxicidade
grave, principalmente em casos de pacientes especiais como idosos e criancas, além da
dificuldade de ades&o ao tratamento.

A contribuicdo fundamenta-se no desenvolvimento de metodologias analiticas que
possibilitem a caracterizacdo e estudo de estabilidade dos produtos obtidos por liofilizagdo do

acido retinoico e que sejam capazes de fornecer um grande nimero de informacoes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a utilizacdo de metodologias analiticas difratometria de raios x do po
(PDRX),infravermelho com transformada de Fourier ( FTIR), calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) e termogravimetria (TG) na caracterizacdo do acido retinoico e seus
produtos obtidos por liofilizacdo, além de avaliar as interacGes fisico-quimicas entre farmaco

e adjuvantes tecnoldgicos obtidos por essa técnica.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar o AR e adjuvantes tecnolégicos por DSC, TG, FTIR, PDRX;

e Avaliar as interacdes fisico-quimicas de AR e adjuvantes tecnologicos por DSC, FTIR e
PDRX;

e Preparar liofilizados de AR por com diferentes adjuvantes tecnoldgicos;

e Avaliar as interacbes fisico-quimicas dos liofilizados de AR utilizando DSC, FTIR e
PDRX.;

e Utilizar o PDRX na caracterizacdo do habito cristalino de AR e seu monitoramento nos
liofilizados obtidos

e Caracterizar e prever a estabilidade dos liofilizados por TG;

e Analisar a contribuicdo das ferramentas analiticas utilizadas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Técnicas Analiticas na Caracterizacdo do Estado Solido

Um material no estado sélido possui estrutura tridimensional e volume definidos. Um
solido pode ocorrer em sua forma cristalina ou amorfa, além disso, podem ocorrer diferentes
formas cristalinas (polimorfos) com distintas propriedades fisico-quimicas (KATRINCIC et
al., 2009).

Uma vez que na area farmacéutica encontramos inimeros farmacos e adjuvantes
tecnoldgicos no estado sdlido, bem como medicamentos de uso oral (YMEN; STOREY,
2011) é necessario um controle das propriedades fisico-quimicas desses compostos, visto que
as modificacbes de suas propriedades podem acarretar mudancas em suas propriedades
biofarmacotécnicas com diferentes biodisponibilidades. (STORPIRTIS et al., 2009).

A caracterizacdo do estado solido dos farmacos € de grande importancia na pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo com o intuito de obter o melhor custo-beneficio para formas
farmacéuticas de uso oral (KATRINCIC et al., 2009). As diversas implicacfes advindas da
natureza do estado sélido de farmacos requerem investigacdo ampla dos agentes terapéuticos
(CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011); essas investigacfes podem ser conduzidas com o
auxilio de ferramentas tanto tedricas quanto experimentais, onde se destacam as analises
instrumentais (AALTONEN et al., 2009).

Desse modo é necessario caracterizar o estado sélido das substancias da forma mais
completa possivel através da utilizacdo adequada e integrada das diversas técnicas (YU;
REUTZEL; STEPHENSON, 1998).

As técnicas utilizadas podem ser de cinco tipos (STORPIRTIS et al, 2009):

1. Técnicas de Determinacdo da Estrutura Cristalina — para estudo das propriedades
cristalinas € utilizada a difracdo de raios X do p6 (PDRX) com fontes convencionais ou
radiacdo sincroton.

2. Técnicas Termoanaliticas — as mais utilizadas para estudo de interacbes e do
polimorfismo séo a calorimetria exploratoria diferencial (DSC), a analise térmica
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diferencial (DTA), termomicroscopia (TM) (em inglés “termo-optical analysis” - TOA) e
a termogravimetria (TG).
3. Técnicas Espectroscopicas — espectroscopia de infravermelho (IV), Raman e

ressonancia magnética nuclear do estado sdlido (sSNMR).
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4.  Técnicas para Caracterizacdo Morfolégica — microscopia Optica (com e sem a luz
polarizada) e eletronica de varredura (MEV).

5. Técnicas para Avaliacdo de Desempenho — dissolucao intrinseca.

Recomendam-se no minimo duas técnicas complementares. As técnicas mais aplicadas
sdo: difracdo de raios x do pd (PDRX), calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e microscopia (CHIENG; RADEST;
AALTONEN, 2011).

Das técnicas citadas serdo detalhadas IV, PDRX, DSC e TG, pois quando analisados
seus resultados conjuntamente podem-se obter informacdes detalhadas e complementares.

3.1.1. Analise Térmica

O principio das técnicas termoanaliticas consiste na medida de uma propriedade fisica
de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo em funcdo da temperatura, enquanto a
substancia € submetida a um programa controlado de aquecimento (IONASHIRO, 2005;
DENARI; CAVALHEIRO, 2012). Os fatores, tais como massa, volume e natureza da
amostra, tamanho e forma da particula, presséo, razdo de aguecimento e natureza do gas da
arraste possuem importante influéncia nas caracteristicas da curva registrada (KEATTCH,;
DOLLIMORE, 1975).

S80 muito versateis e com intmeras aplicacbes como avaliacdo da cristalinidade,
compatibilidades, degradacéo, dessolvatacdo, construcdo de diagrama de fases, estabilidade,
fusdo, interagdes, polimorfismo entre outras (STORPIRTIS et al, 2009). Possuem as
vantagens de nao necessitar de preparacdo da amostra e ter um custo menor, somente
necessitando de um gas de arraste, que pode ser ar sintético (quando se deseja observar
oxidacgéo, por exemplo) ou nitrogénio.

As técnicas termoanaliticas DSC e TG, sdo de grande importancia no estudo de pré-
formulacdo, na caracterizacdo e previsdo da estabilidade, respectivamente(IOSHINARO,
2005).

3.1.1.1. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Na técnica DSC se mede a diferenca de energia fornecida a substancia e a um material
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de referéncia termicamente inerte, em funcdo da temperatura, enquanto a substancia e a
referéncia sdo submetidas a uma programacdo controlada de temperatura (IONASHIRO,
2005). E derivada da analise térmica diferencial (DTA), sendo consideradas semelhantes e
complementares, pois permitem avaliar as diferencas de entalpia durante 0 aquecimento ou
resfriamento.

Existem duas modalidades de medicdo na técnica DSC: calorimetria exploratoria
diferencial com compensacédo de poténcia e com fluxo de calor (BERNAL et al., 2002).

Berbenni et al (2001) utilizaram DSC para caracterizacdo fisico-quimica do AR, tendo
observado que ocorrem dois eventos na curva DSC, o primeiro a 183 °C atribuido ao evento
de fusdo do farmaco e o segundo em torno de 150 °C devido a transigdo de fase cristalina .

Caviglioli et al (2006) também utilizaram DSC na caracterizacdo do acido retinoico,
porém avaliaram o polimorfismo ao submeter o farmaco a diferentes solventes, pressdes e
temperaturas tendo observado a ocorréncia de transi¢do polimoérfica da forma | para a 1l do
acido retinoico, sendo que a forma | apresenta um leve pico endotérmico em 146 °C, antes do

ponto de fusdo do farmaco (em torno de 183 °C), o que ndo ocorreu na forma Il.

3.1.1.2. Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) é uma técnica analitica na qual é analisada de forma
continua a massa da amostra, onde a atmosfera € controlada em funcdo da temperatura ou do
tempo. Com esse método é possivel o fornecimento de informacgdes sobre reacGes de
decomposicdo e oxidacdo e de processos fisicos como vaporizacdo, sublimagdo e dessorcao
(HATAKEYAMA; QUINN, 1997; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

E uma técnica quantitativa e qualitativa, capaz de produzir resultados réapidos e
reprodutiveis, onde o registro da analise é representado pela curva termogravimétrica
(SOUZA, 2001).

3.1.2. Espectroscopia no Infravermelho (1V)

A espectroscopia no infravermelho, também descrita como espectroscopia vibracional,
baseia-se na interacdo da radiacdo infravermelha com a matéria e ocorre com o0 acoplamento
do campo elétrico oscilante da vibracdo molecular e o da radiacdo incidente. No espectro
eletromagnético, a faixa de radiacdo do infravermelho ocorre na faixa entre o visivel e

microondas, sendo que a regido de maior interesse para fins analiticos esta entre 4000 a 400
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cm-1. Essa técnica pode ser utilizada na identificacdo de compostos puros, deteccdo e
identificacdo de impurezas, andlise da estabilidade quimica de farmacos dentre outros
(MENDHAM et al, 2002; FORATO et al., 2010).

A espectroscopia no infravermelho (1V) é utilizada para avaliar se ocorrem mudancas
dos picos e bandas caracteristicos da amostra ap6s o desenvolvimento tecnoldgico, que pode
envolver secagem, congelamento, adicdo de variados adjuvantes tecnoldgicos e solventes,
fatores esses que podem modificar as propriedades do estado solido. Fornece vibracGes
caracteristicas que sdo empregadas para a elucidacdo de estruturas moleculares ou a
modificacdo dessas vibragdes relacionadas a algum tipo de interacdo quimica dos
componentes de uma formulagéo ou alteracdo na estabilidade (OLIVEIRA, 2009).

Com relacdo a espectroscopia Raman o sinal obtido é referente ao espalhamento de
fotons em funcdo da frequéncia, quando uma radiacdo monocromatica (laser) é incidida na
amostra, baseia-se no fenémeno da dispersdo inelastica, ao contrario da espectroscopia no
infravermelho medio (MIR) e préximo (NIR), onde o sinal obtido € referente a absorcéo de
energia pelos compostos quimicos (STORPIRTIS et al., 2009).

Sendo o sinal obtido muito fraco na espectroscopia Raman, o equipamento utiliza uma
fonte monocromatica e de alta intensidade, bem como filtros para remover a radiagdo que
interfere na qualidade do resultado (STORPIRTIS et al., 2009). O espectro Raman €
complementar ao MIR, sinais que sdo pouco intensos no MIR s&o muito intensos no Raman e
vice-versa, sendo o espectro obtido na mesma faixa do MIR (LARKIN, 2011).

Com relacdo a evolucédo dos equipamentos de 1V, no final da década de 70 houve uma
mudanca radical. Inicialmente, 0s equipamentos possuiam como base o0s principios
dispersivos (presenca de prismas, redes de difracdo, fendas, etc); logo ocorreu uma
substituicdo por equipamentos baseados em principios interferométricos, a chamada
transformada de Fourier (FTIR) (ALVES, 2009).

A instrumentacdo que utiliza FTIR apresenta algumas vantagens sobre as demais
como o fato de todos os nimeros de onda ser observados simultaneamente, velocidades
rapidas de varredura, melhora da razdo sinal/ruido, menor tempo de contato da amostra com a

radiacdo incidente minimizando os problemas de decomposicgdo térmica (ALVES, 2009).
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3.1.3. Difratometria de Raios X do P4 (PDRX)

A técnica de PDRX é de grande importancia no estudo do estado solido, pois é
possivel observar se ocorreu modificacdo no difratograma, na intensidade dos picos,
surgimento ou desaparecimento, modificagdo nos angulos do cristalito, nos planos de
difracdo, aumento ou diminuicdo da cristalinidade (amorfizacdo), entre outros, apos
modificagdes fisico-quimicas, por exemplo.

E necessario deixar claro o conceito de “amorfo”, compreendido de modo diverso no
meio farmacéutico. Segundo Cullity e Stock (2001) um material cristalino possui planos de
simetria com angulos de valores que se repetem, desse modo tém-se picos intensos no
difratograma. Quando os valores nesses angulos ndo se repetem, nao sdo observados picos
intensos caracterizando o que conhecemos como material “amorfo”.

A técnica fundamenta-se na disposicéo ordenada dos atomos presentes em um material
solido cristalino que faz com que esses 4&tomos se ordenem em planos cristalinos separados
entre si por distancias interplanares (d) da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de
onda dos raios X. O feixe de raios X incide na amostra e interage com os elétrons dos atomos
gerando padrGes de difracdo. O ordenamento dos &tomos no sélido define a estrutura
cristalina (STORPIRTIS et al, 2009).

O fendémeno de difracdo obedece a Lei de Bragg que considera dois ou mais planos de
uma estrutura cristalina, as condicdes para que ocorra a difracdo de raios X e vai depender da
diferenca de caminho percorrida pelos raios X e o comprimento de onda da radiacdo
incidente.

Esta condicdo é expressa pela lei de Bragg (CALLISTER, 2008), que é representada

na Equacdol a sequir.

NnA=2dsen0, (Equacéaol)
onde

A - comprimento de onda da radiacdo incidente,
“n” - numero inteiro (ordem de difracdo),
“d” - distancia interplanar para o conjunto de planos “h k I” (indice de Miller) da

estrutura cristalina e
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0 - angulo de incidéncia dos raios X medido entre o feixe incidente e os planos

cristalinos.

A difracdo leva em conta apenas as fases cristalinas que contribuem para a intensidade
do pico em um padréo de difragdo. A contribuicdo total de raios X também vem do ruido de
fundo inerente, assim como a partir de fases amorfas, cujos perfis ndo geram picos tipicos.

Os raios X sdo gerados em um difratdmetro (Figura 1), ao aplicar uma diferenca de
potencial da ordem de 35 kV entre um catodo e um alvo metalico que funcionam como anodo,
mantidos no vécuo. O difratdbmetro é constituido basicamente por um tubo de raios X, um
porta-amostras onde incide a radiagdo e um detector mdvel, geralmente de cintilagao.

No difratbmetro a captacdo do feixe difratado é feita por meio de um detector de

acordo com um arranjo geométrico denominado de geometria Bragg-Brentano (Figura 1).
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FIGURA 1 - Arranjo Geométrico de Bragg-Brentano
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Quando o filamento de tungsténio do catodo é aquecido, liberam-se elétrons, por efeito
termo i6nico, que sdo acelerados através do vacuo pela diferenca de potencial entre o catodo e
0 anodo, ganhando, assim, energia cinética. Quando os elétrons se chocam com o alvo
metalico (por exemplo, de molibdénio), liberam-se raios X. Contudo, a maior parte da energia
cinética (em torno de 98%) é convertida em calor, razdo pela qual o alvo metalico deve ser
resfriado externamente (CALLISTER, 2008).

A mudanca no tamanho do cristalito e na rede cristalina afetam a forma e a largura das
reflexdes de Bragg, quanto maior o tamanho do cristalito, mais largo sera o pico de difracéo e
quanto maior o nimero de particulas com mesma rede cristalina, mais intenso sera o pico de
difracdo (BAIG et al., 1999).

Essas mudancas também influenciam as propriedades fisico-quimicas de farmacos e,
portanto, devem ser conhecidos e monitorados (SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009;
CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011). Sendo assim, a elucidacdo da estrutura cristalina de
farmacos possibilita a avaliagdo do empacotamento e conformacao das moléculas, bem como
0 conhecimento das interagOes intra e intermoleculares (CHIENG; RADES; AALTONEN,
2011).

A técnica de PDRX foi utilizada por diversos autores para caracterizar modificacfes
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biofarmacotécnicas feitas com 0 AR, sendo destacados a seguir alguns desses trabalhos.

Berbenni et al (2001) verificaram se ocorreu mudanga no difratograma com tratamento
térmico do &cido retinoico (130 °C - 66 h — N3). Ap0s aquecimento observaram a mudanca do
padrdo de difracdo, com formacéo de nova fase sélida diferente das originais (monoclinica e
triclinica).

Ascenso et al (2001) utilizaram o método para confirmar se ocorreu um verdadeiro
complexo de inclusdo entre acido retinoico e ciclodextrina, tendo o complexo se apresentado
mais amorfo que o acido retinoico. Uma explicacdo pode ser atribuida a ocorréncia de ligacéo
ndo-covalente entre o acido retinoico e a ciclodextrina tornando o complexo menos estavel e a
intensidade dos picos menor.

Caviglioli et al (2006) puderam diferenciar através do método as formas polimérficas |

(monoclinica) e Il (triclinica) do AR atraves dos distintos padrées de difracéo.

3.1.3.1. Rede de Bravais

E importante conhecer quais os tipos de redes cristalinas existentes e suas
caracteristicas ao se estudar os materiais cristalinos.

O volume de uma célula cristalina pode ser calculado utilizando os parametros da cela
unitaria; o, B e y para designar os angulos, respectivamente, entre os eixosbec,ceacaeb,
¢, conforme mostrado na Figura 2.

FIGURA 2 — Eixos de uma célula unitéria cristalina
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Conhecendo-se os parametros da cela unitéria e os indices de Miller (h k I) associados
aos planos cristalograficos responsaveis pela difracdo de raios X € possivel calcular o valor da
distancia interplanar (CALLISTER, 2008).
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Rede de Bravais é a denominacdo dada as configuragdes basicas que resultam da
combinacdo dos sistemas de cristalizacdo, mostrando a disposi¢cdo dos atomos nas células
unitarias. Existem 7 tipos de redes cristalinas possiveis (Figura 3), destas podemos identificar
14 tipos de células unitarias possiveis (WYCKOFF, 1971).

FIGURA 3 - Rede de Bravais
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3.1.3. 2. Métodos de Refinamento Estrutural

As informacdes fornecidas por um difratograma podem ser analisadas de diversas
maneiras, sendo que na area farmacéutica esses conhecimentos sdo relativamente novos,
sendo utilizados a mais tempo pela ciéncia dos materiais.

Dentre as anélises utilizadas o método Rietveld é a mais utilizada. O método envolve
um ajuste matematico de um padrdo experimental com o modelo (teérico ou padrdo) através
do método de minimos quadrados. Faz um ajuste empirico a partir da forma do pico; o
método utiliza as funcGes matemaéticas de pico, com grande grau de precisdo (Gaussian,
Lorenzian, Voight, Pseudo-Voight, Pearson VII, etc ) (YOUNG, 2000) para “modelar” a
forma do pico para aplicacdo da funcdo adequada é preciso observar se o pico de difracdo
assemelha-se a uma curva gaussiana ou ndo e dessa forma escolher o melhor modelo.

Pode também ser usada a funcdo parametro fundamental (FP), a qual oferece algumas
vantagens, uma vez que leva em consideracdo diversos parametros importantes, tais como

fisica, Optica do difratrdmetro, estrutura cristalina e fracdo de volume da fase cristalina.
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Em ambos os casos a qualidade do processo de ajuste é avaliado de acordo com o
critério do método dos minimos quadrados (RIETVELD, 1969; CULLITY;STOCK, 2001).

Os parametros utilizados no refinamento séo de grande importancia na analise por PDRX,

sendo que 0s mais utilizados sao:

o Rep - andlise estatistica dos dados para fazer uma previsdo do valor final do
refinamento, ou seja, do Ryy.

* Ry - € 0 R ponderado. Indica se o refinamento foi bom; quanto mais proximo de Reyp
estiver 0 Ryp, melhor sera o refinamento. Para um ajuste perfeito Rex, € Rwp devem ser
iguais.

e GOF (Goodness of Fit) - compara o valor de Ry, obtido no refinamento com o

esperado

Quanto menor o valor de GOF mais “exigente” foi o critério de refinamento usado.

Ajuste Le Bail — pardmetro de refinamento que extrai intensidades (indice hkl) a partir de
dados de difracdo de pé. Isto é feito a fim de encontrar as intensidades que sdo adequados
para determinar a estrutura atbmica de um material cristalino e para refinar a célula unitaria.
Também chamado de “Profile Matching”.

Para 0 método de Le Bail, a célula unitaria e o grupo espacial aproximado de amostra
devem ser pré-determinados. O algoritmo envolve refinamento da célula unitaria, os
parametros de perfil, e as intensidades dos picos para coincidir com o padrdo de difracdo
medido. Ele geralmente fornece um método rapido para refinar a célula unitaria, que permite
melhor planejamento experimental e fornece uma estimativa mais confiavel para as
intensidades das reflexdes permitidas para diferentes simetrias do cristal (YOUNG;
LARSON; PAIVA-SANTOS, 1995; ARAUJO et al, 2005).

O método Le Bail e os demais citados foram utilizados no presente trabalho para o

tratamento dos dados através do software TOPAS.

3.2 Modificagéo das Propriedades Fisico-Quimicas de Farmacos

No passado a visao de pesquisar novos farmacos estava sempre ligada a sintese ou
biossintese de novas moléculas. Muitas moléculas descobertas apresentavam alguma restricéo
in vivo como toxicidade, baixa biodisponibilidade, entre outros. Além disso, existe sempre 0

desafio de manter as condi¢fes originais do farmaco ou medicamento quando ocorrem
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instabilidades.

Dessa forma os pesquisadores na industria e academia passaram a langar um novo
“olhar” para as moléculas ja existentes e a investir em tecnologias de modificacdo das
propriedades fisico-quimicas desses compostos. Dentre as causas da baixa biodisponibilidade
de farmacos se destaca a baixa solubilidade aquosa (VARGAS; RAFFIN; MOURA, 2012).

Tendo baixa biodisponibilidade o farmaco chega ao local de acdo em quantidades
inadequadas (LIPINSKI, 2002). Para que se tenha uma boa biodisponibilidade é preciso que o
farmaco sofra liberacdo e dissolucéo, atravessando as membranas celulares e atingindo assim
a circulagéo sisttmica (AMIDON, 1995; WENLOCK et al, 2003).

Por definicdo a solubilidade é a concentracdo de um soluto em uma solucgdo saturada, a
uma determinada temperatura. E determinada por principios cinéticos e termodinamicos,
como o tempo e grau de saturacao da solucao (SINKO, 2008).

A solubilidade pode ser aumentada com a diminui¢do do tamanho das particulas, com
0 aumento da temperatura no meio, com mudancga de pH do meio (por exemplo, farmacos,
com um pKa na faixa acida sdo mais solGveis em meio alcalino), a formacdo de misturas
eutéticas, e sais, bem como a utilizacdo de certos adjuvantes tecnoldgicos (ALSENZ;
KANSY, 2007).

Além dessas, inlmeras outras estratégias tém sido utilizadas, podendo-se citar como
exemplo a producdo de dispersdes solidas, microemulsbes, cocristais, nanoparticulas,

formacdo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas.

3.2.1. Como garantir a natureza dos produtos formados?

No intuito de modificar as propriedades fisico-quimicas de um farmaco muitas vezes
sdo obtidos produtos com propriedades diversas, mesmo utilizando metodologias de obtencédo
idénticas. Nos casos onde sdo utilizadas técnicas de secagem e adjuvantes tecnoldgicos de uso
comum na inddstria farmacéutica os produtos formados s6 terdo sua natureza bem definida
ap6s uma completa e criteriosa caracterizagdo, etapa determinante no processo de
desenvolvimento do farmaco, da qual dependerdo as demais. Esse é o caso das tecnologias de
obtencdo de sais, dispersdes solidas, cocristais, por exemplo. A escolha das ferramentas
analiticas adequadas e complementares sera fundamental para esse tipo de questionamento.

Considerando o foco de interesse desse trabalho duas tecnologias serdo compreendidas

de forma detalhada: disperses sélidas e cocristais.
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3.2.1.1 Dispersoes Soélidas

Dispersdes solidas sdo sistemas nos quais um farmaco com baixa solubilidade aquosa
encontra-se disperso em um carreador hidrofilico (nas dispersbes sélidas os adjuvantes
tecnoldgicos sdo chamados de carreadores) ou matriz no estado sélido, a fim de melhorar a
solubilidade e aumentar a taxa de dissolucdo do farmaco (VASCONCELOS; SARMENTO;
COSTA, 2007; ALVES et al, 2012).

O termo dispersdes sélidas foi inicialmente proposto pelos pesquisadores Sekiguchi e
Obi, em 1961, quando investigaram misturas eutéticas e sua influéncia na dissolucdo do
farmaco sulfonamida e um carreador hidrossolivel (JATWANI et al., 2012).

As dispersdes solidas também tém sido utilizadas para aumentar a estabilidade
quimica de farmacos em solucdo ou suspensdo (SETHIA; SQUILLANTE, 2003; ALVES, et
al., 2012).

E uma metodologia que possui as vantagens de ser de facil obtencdo, menor custo de
matérias-primas e equipamentos e maior combinacdo de doses (VARGAS; RAFFIN;
MOURA, 2012).

As dispersdes sdlidas se classificam, conforme sua técnica de obtencdo, em primeira,
segunda ou terceira geragdo (STORPIRTIS et al. 2009).

e Primeira Geracdo - Formacdo de misturas eutéticas com carreadores hidrofilicos (ex.
uréia, manitol).

e Segunda Geracdo - Formacao de produto amorfo (carreadores como polietilenoglicol,
polivinilpirrolidona e derivados da celulose)

e Terceira Geracdo - Mistura com surfactantes (ex. Gelucire 14/44, polissorbatos, etc,)

gue promovem o aumento da solubilidade através da diminuicdo da tensdo interfacial.

A formacdo de misturas eutéticas ocorre com a reunido de dois solidos que, em
determinada proporcéo e temperatura, fundem, originando uma mistura com ponto de fusdo
menor que os compostos isoladamente. Essa mistura entdo se cristaliza em pequenas
particulas, melhorando a dissolugcdo do farmaco, devido ao aumento da &rea superficial
(LEUNER; DRESSMAN, 2000; SETHIA, SQUILLANTE, 2003).

Quanto as técnicas de preparagdo de dispersdes solidas as mais utilizadas sdo fusdo
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com carreador, evaporacdo do solvente, secagem por aspersdo (“spray dryer”), extragdo por
fluido supercritico, malaxagem e liofilizacdo (VARGAS; RAFFIN; MOURA, 2012).

Como carreadores podem ser utilizados polimeros como polivinilpivirrolidona (PVP),
polietilenoglicdis (PEGS) ou polimeros de celulose. Em alguns casos pode ocorrer a formacéo
de solugBes solidas, em que o polimero se apresenta como uma rede amorfa, no qual o
farmaco é aprisionado. Pode também ocorrer uma plastificagdo onde as moléculas do soluto
sdo envolvidas por um polimero, formando uma camada e resultando numa reducdo da sua
temperatura de transicdo vitrea (LEUNER; DRESSMAN, 2000).

Quando sdo utilizados os polimeros (PVP), (PEGs) ou polimeros de celulose, é
comum serem formadas solucGes sélidas. Em alguns casos de utilizacdo de PVP o farmaco
pode tornar-se mais amorfo, um estado termodinamicamente mais instavel, liberando o
farmaco mais rapidamente. A diminuicdo da cristalinidade do farmaco pode ocorrer pela
formagéo de pontes de hidrogénio (FORD, 1986; MATSUMOTO; ZOGRAFI, 1999).

No caso de polimeros hidrofilicos, tais como derivados de celulose (HPMC -
hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose - CMC, etc.), polimeros semi-sintéticos
(alginatos, goma xantana, quitosana, etc) e os polimeros acrilicos (carbémeros) (LOPES;
LOBO; COSTA, 2005), quando em contato com a &gua, atuam como um plastificante
(COLOMBO et al., 2000).

Existem no mercado medicamento que s&o produzidos através de dispersdes solidas. E
0 caso do medicamento GrisPEG (antifungico), Cesamet (antiemético), Sporonax
(antifingico) e o Kaletra, usado na terapia antirretroviral (HIV). Como pode ser observado no
Quadro 1, os carreadores utilizados foram o PEG e PVP. Quanto as tecnologias destacaram-se

o0 “spray dryer” e a extrusdo a quente.

Quadro 1 - Medicamentos com tecnologia de dispersdes sélidas.

Medicamento Farmaco Carreador Tecnologia IndUstria Ano de~
Aprovacao
. . . PEG 400 e < Pedinol Pharm
GrisPEG griseofulvina 8000, PVP Fusdo a quente Inc. 1975
. . Meda
Cesamet nabilona PVP Desconhecida . 1985
Pharmaceuticals
Sporanox itraconazol PEG Spray Drying Jansen 1996
Kaletra lopinavir/ |- peg pyp | Extrusdoa Abbott 2005
ritonavir quente

Fonte: Adaptado de “New Jersey Centre for Biomaterials” (2015) e VO; PARK; LEE (2013).
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3.2.1.2 Cocristais

Cocristais podem ser definidos como “um complexo cristalino de dois ou mais
constituintes moleculares neutros ligados em conjunto na rede cristalina através de interacdes
ndo covalentes, incluindo muitas vezes ligagdes de hidrogénio” (JONES; MOTHERWELL;
TRASK, 2006) ou "s6lidos cristalinos compostos por duas ou mais moléculas na mesma rede
cristalina” (FDA, 2013) ou ainda como “solidos cristalinos com multiplos componentes
composto de um farmaco e um ou mais compostos, conhecidos como coformadores”.

Os cocristais estdo intrinsecamente relacionados com outros sélidos multicomponentes

farmacologicamente relevantes, como os sais, solvatos ou hidratos (Figura 4).
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FIGURA 4 - Representacdo Esquematica de

Solvatos/Hidratos, Cocristais e Sais.

A B C
Y = ¥ = [
e TATAFAY S
e 8 e N [ ] I:IIIIII-:! OF <> JOF == |
Y= L) = [ —- -:-IE-ID -g.?-g-?
EmoE = oOE= II::-II:III:II O == JO) == |
c.o : fsa;l‘r::; I = formador de cocristal @ = formador de sal

Solvatos/Hidratos (A)/ Cocristais (B) /Sais (C).

Fonte: Adaptado de FRISCIC, JONES (2010).

Diferentemente dos sais e solvatos/hidratos os cocristais possuem caracteristicas como
ligacGes de hidrogénio, além de uma estrutura cristalina prépria.

Ao compararmos 0s cocristais com outras formas solidas utilizadas na éarea
farmacéutica, os primeiros possibilitam uma maior variedade de modificagdes, permitindo a
utilizacdo simultanea de vérios grupos funcionais de um mesmo composto, além de
possibilitar o desenho da estrutura de interesse e sua obtencdo, em alguns casos, através de
técnicas livres de solvente, a chamada “quimica verde” (SHAN; ZAWOROTKO, 2008;
JAMES et al., 2012).

Na formacdo de cocristais é importante a selecdo adequada do coformador, tornando o
estudo mais racional, dindmico e menos dispendioso. O critério mais comumente utilizado é
observar a formacgdo de “synthons supramoleculares”, quando ocorre dentro do cocristal a
formacdo de uma supermolécula utilizando fragmentos moleculares especificos que irdo
desempenhar um papel importante na formagéo dos cocristais (THAKURIA et al., 2013).

Nas tecnicas de preparacdo de cocristais sdo utilizados os mesmos principios de
cristalizacdo, onde em solucdo supersaturada uma substancia comeca a sofrer nuclea¢do com
formagdo de “clusters” (agregados) e consequente cristalizacdo. E no estagio de nucleagéo
gue os atomos se arranjam de uma forma definida e periddica que define a estrutura do cristal.

A velocidade de nucleacdo e de crescimento é comandada pela existéncia de supersaturagcdo
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na solugdo (JONES; MOTHERWELL; TRASK, 2006)

Deve-se primeiro verificar quais os grupos funcionais que estdo presentes na molécula
do farmaco e posteriormente selecionar os possiveis coformadores que possuem grupos
funcionais compativeis com o farmaco. Devido a finalidade da formacdo de cocristais
farmacéuticos , os conformadores devem ser in6cuos e serem compostos reconhecidos pela
FDA (REDDY, NANGIA, LYNCH, 2004). Os cocristais ttm demostrando ser muito Uteis na
melhoria de estabilidade, solubilidade, velocidade aparente de dissolucdo, biodisponibilidade,
bem como nas propriedades mecanicas do farmaco (AAKEROY; FASULO; DESPER, 2007).

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

A estratégia tradicional de formulagdo de sal para melhorar a solubilidade de farmacos
torna-se ineficiente quando se trata de moléculas que ndo possuem grupos funcionais
ionizaveis, tém porcBes sensiveis que sdo propensas a decomposi¢do/racemizacdo e/ou ndo
sdo suficientemente acido/base para permitir a formacéo de sal. Essas moléculas sdo possiveis
de serem moduladas através da producdo de cocristais. Para os farmacos ndo ionizaveis ou
compostos com valores de pKa em uma faixa onde a formacdo de sal possivel € muito
limitada, a producdo de um cocristal € uma alternativa interessante (BABU; NANGIA, 2011;
ELDER;HOLM; DIEGO, 2013)

Variadas técnicas de preparacdo de cocristais sdo encontradas na literatura, como por
exemplo, Arenas-Garcia et al. (2010), formaram vinte cocristais de acetazolamida utilizando
como coformadores o &cido 4-hidroxibenzdico e a nicotinamida através do gotejamento de
solvente (acetona, acetonitrila e A&gua) seguido de trituracdo. Os cocristais foram
caracterizados através de difracdo de raios-X do p6 (PDRX), espectroscopia no infravermelho
(IV) e termogravimétria - calorimetria exploratoria diferencial (TGA-DSC).

Bethune, Schultheiss e Henck (2011) produziram cocristais em concentragdes

estequiométricas de 1:1 e 2:1 de pterostilbeno com piperazina ou acido glutarico como
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coformadores. Foi utilizada a trituragdo em moinho de bolas, adicionados de solventes (etanol
ou nitrometano) e resfriados ou evaporados lentamente. As caracterizacbes foram feitas
através de difratometria de raios x do pé (PDRX), sendo os padrbes de difracdo analisados
através do software PANalytical X'Pert Pro Data.

Patel et al. (2012) também produziram e caracterizaram nove cocristais de tenoxicam
utilizando o método de moagem com gotejamento de solvente. A caracterizacdo foi feita
utilizando DSC, PDRX, IV, RAMAN e ressonancia magnética nuclear de estado solido
(sSNMR). Os cocristais foram preparados através de misturas fisicas de tenoxicam com
quatorze compostos numa proporcdo estequiométrica de 1:1 de &cido maleico, &cido
malénico, &cido succinico, sacarina, &cido adipico, acido oxalico, acido flufendmico, &cido 4-
hidroxibenzoico, acido 2,4-di-hidroxibenzoico, acido salicilico, acido glicolico, acido a-
cetoglutérico, &cido sorbico, e &cido L-tartarico.

Alhalaweh e Velaga (2010) utilizaram alguns modelos de farmacos, coformadores e
solventes etanol, metanol, agua e acetato de etila para testar a viabilidade de utilizar a
secagem em “spray dryer” como técnica de preparacdo de cocristais. A técnica foi comparada
com a evaporacgdo do solvente ao ar, tendo sido mais eficiente a formagdo de cocristais na
secagem por “spray dryer”. Os autores acreditam que os cocristais podem nuclear e crescer
mais facilmente em regides supersaturadas de farmaco devido a rapida evaporacdo dos
solventes e uma maior interacdo entre o farmaco e o coformador na fase liquida. Houve a
formagdo de cocristais com carbamazepina — &cido glutarico (1:1) (etanol), teofilina —
nicotinamida (1:1) (etanol), uréia — &cido succinico (1:1) (agua), cafeina - acido glutarico
(1:1) (4gua) e cafeina — acido oxalico (2:1) (metanol).

Uma nova técnica de cristalizacdo que tem sido utilizada é a cristalizacdo por
suspensao (“slurry”) onde farmaco e coformador sdo suspensos em determinado solvente e
deixados sob agitacdo durante certo tempo.

Baseia-se no principio do equilibrio quimico entre o coformador e o cocristal em
suspensdo; para isso € necessario proporcao estequiométrica, dessa forma sendo utilizado
farmaco e coformadores na propor¢do equimolar; quanto mais proximos forem 0s pesos
moleculares entre farmaco e coformadores, maior sera a facilidade de reacdo. E considerada
uma técnica réapida e de fécil obtencdo dos cocristais (TAKATA et al., 2008; KOJIMA et al.;
2010).

Ao longo dos altimos 20 anos, 0 numero de publicagdes descrevendo os avancos no

campo da engenharia de cristais, na producéo e caracterizacdo de cocristais, tém aumentado
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significativamente. No entanto, apenas na Ultima década os cocristais encontraram seu espaco
entre os produtos farmacéuticos, principalmente devido a sua capacidade de modular as
propriedades fisico-quimicas, sem comprometer a integridade estrutural do farmaco
(SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009).

Desse modo se encontram no mercado alguns medicamentos produzidos com a
tecnologia de cocristais, como é o caso da carbamazepina (Tegretol®), cloridrato de fluoxetina
(Prozac®) e itraconazol (Sporanox®) (VISHWESHWAR et al., 2005).

3.2.1.3. Farmaco-modelo Acido Retinoico — Modificacdo das propriedades fisico-

guimicas

O AR foi o farmaco escolhido para ter suas propriedades fisico-quimicas modificadas,
sendo seus produtos objetos de analise desse trabalho.

Estd incluido na Portaria 344, de 12 de maio de 1998 que aprova o Regulamento
Técnico sobre substancias e medicamentos sujeitos a controle especial, devido a seu carater
teratogénico (BRASIL, 1998).

Ocorre em pequenas quantidades no organismo humano, tendo receptores na pele e
tubo digestivo, sendo possivel que os efeitos bioldgicos observados pela aplicacdo tdpica
sejam mediados pelos primeiros receptores (DRAELQS, 2009).

Cerca de 300 genes podem ser ativados pelos retinoides; podendo atuar indiretamente
sem se ligar ao DNA possivelmente através de um complexo proteico (COSTA, 2012).

Possui varios sindbnimos como vitamina A 4cida, tretinoina ou acido all-trans retinoico
(COSTA, 2012). E um po6 cristalino, amarelo ou laranja claro, praticamente insolGvel em
agua, pouco soltvel em etanol e solivel em diclorometano e pKa 5,0. Possui a nomenclatura
acido 3,7-dimetil-9-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il)-2,4,6,8-nonatetraendico  (Figura 4),
apresenta formula molecular C,H,50, e massa molar de 300,4 g mol™ (SWEETMAN, 2005).

Facilmente oxidavel, isomeriza rapidamente, é fotodegradavel e termicamente
instavel, desse modo aconselha-se armazenar em embalagem hermética, protegido da luz em
temperatura inferior a 25°C (BRISAERT; EVERAERTS; PLAIZIER-VERCAMMEN, 1995;
BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009).

E utilizado ha 40 anos no tratamento da acne (uso topico), onde desempenha um papel
fundamental reduzindo as lesGes, com acdo comedolitica, além de facilitar a eliminacdo de

comeddes ja existentes e controlar a oleosidade da pele (BRISAERT; LAIZIER-
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VERCAMMEN, 2000). E também utilizado no tratamento de peles fotoenvelhecidas, onde
ativa a proliferacdo e a renovacéo celular (DRAELOS, 2009).

Faz parte do grupo dos retinoides, compostos que tém a estrutura basica central
formada pela vitamina A e seus metabdlitos oxidados, além de compostos sintéticos com

mecanismos de acdo similares aos retinoides, como o adapaleno e tazaroteno (Figura 5).
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FIGURA5 - Estruturas quimicas dos principais retinoides

Identificac8o das Estruturas: Tazaroteno (A) , Adapaleno (B) , Retinil propionato (C) , Retinil palmitato
(D), Tretinoina (E), Retinaldeido (F) e Retinol (G),
Fonte: Adaptado de DRAELOS, 2009.
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O esqueleto dos retinoides naturais constitui-se por um anel ndo aromaético de seis
atomos de carbono com a cadeia lateral poliprenoide e com grupo funcional contendo carbono
e oxigénio em sua porc¢do terminal (DINIZ; LIMA; FILHO, 2002).

Os retinoides com potencial atividade farmacologica sdo compostos pelo acido all-
trans retinoico (acido retinoico ou tretinoina) (Figura 6A), o acido 13 — cis retinoico
(isotretinoina) (Figura 6B) e 0 9 — cis retinoico (BOYD, 1989).

FIGURA 6 - Formula estrutural da tretinoina e isotretinoina

A

OH

NN

O OH
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A —&cido all-trans retinoico (tretinoina) / B — acido 13-cis retinoico (isotretinoina).

Foi observado que ocorre a interconversdo da tretinoina em seu isdmero isotretinoina e
vice-versa, quando expostos a luz em estudos de estabilidade de formula¢des dermatoldgicas
(MAIO; FROEHLICH; BERGOLD, 2003), necessita ser protegidas da luz e do calor durante
0 armazenamento e de um rigoroso controle de qualidade dos produtos acabados (KRIL et al.,
1990).

Sdo relatadas na literatura (STAM, 1972) duas formas polimdrficas cristalinas do
acido retinoico, a forma monoclinica (I) e a triclinica (1) com os dados cristalograficos

referentes aos dois polimorfos apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Dados cristalogréaficos dos polimorfos do acido retinoico

Forma | Forma 11

Sistema Cristalino monoclinico triclinico
Grupo Espacial P2/n P1

Parametros de Célula a=8.078 a=8.04

b =34.103 b =28.49

c=7.387 c =5.996

a=90 o=>51

B=118.76 B=71.6

v=90 y=96.1
Volume da Célula (A) 1784 930

Fonte: Adaptada de Stam et al (1972).

E pouco provavel que um farmaco possua uma Unica estrutura cristalina e suas formas
polimorficas podem diferir nas propriedades fisico-quimicas, mecénica e biofarmacéutica
resultando em estabilidade e biodisponibilidade diferentes no produto final (STORPIRTIS,
2009).

Portanto, é necessaria uma caracterizacdo da forma sélida durante a fase de
desenvolvimento do medicamento, sendo um aspecto fundamental para o monitoramento do
estado sélido na fabricacdo do mesmo (SHETE et al., 2010).

Ha& cerca de 10 anos comegaram a surgir pesquisas com AR visando modular suas
propriedades biofarmacotécnicas e dentre elas 0 aumento da solubilidade, com o foco para
uso interno e aplicacao no tratamento do cancer.

Existem relatos na literatura onde pesquisadores utilizando o é&cido retinoico
desenvolveram nanoparticulas para injecdo em tumores (ALMOUAZEN et al., 2012),
nanocapsulas para uso topico (OURIQUE et al, 2008), emulsdo fosfolipidica para
administracdo parenteral (HWANG et al.,, 2004), nanodiscos (REDMOND; NGUYEN;
RYAN, 2007), micelas com quitosana (FATTAHI et al., 2012) microesferas (PARK et al.,
2005), peguilacdo (KNOP; STUMPF; SCHUBERT, 2013), entre outros.

O AR (VERSADOID) existe no mercado na forma de capsulas, sendo utilizado no
tratamento da leucemia promielocitica aguda, ocorrendo em 25% dos pacientes tratados a

chamada “Sindrome do Acido Retinoico” (SAR), caracterizada por aumento exagerado dos
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glébulos brancos no sangue febre, dispneia, hipotensao, derrame pleural e pericardico, edema,
insuficiéncia hepética e renal. Considerando que o medicamento em geral conduz a remissdo
da doenca torna-se de fundamental importancia estudar formas de diminuir esses efeitos
colaterais (VESANOID, 2015).

Desse modo a motivacdo para essa pesquisa foi o estudo de metodologias analiticas
que fornecam uma ampla gama de informagbes complementares e que viabilizem o
desenvolvimento futuro de uma forma farmacéutica solida de AR com maior

biodisponibilidade em menor dosagem.

3.2.3. Caracteristicas dos Adjuvantes

O conceito cléassico de adjuvantes como substancias inertes, simples facilitadoras da
administracdo, vem caindo em desuso. Apos inimeros estudos e com a evolugdo das técnicas
analiticas, os pesquisadores sabem hoje que € comum ocorrer importantes interacdes entre
farmaco e adjuvante, podendo ser de ordem negativa ou positiva. Como exemplo de interacdo
positiva 0s adjuvantes podem melhorar a biodisponibilidade dos farmacos incorporados em
formas farmacéuticas orais solidas (PESSANHA et al., 2012).

A escolha de excipientes multifuncionais (também chamados adjuvantes tecnologicos)
para promover modificacfes fisico-quimicas no farmaco ou na formulacdo tem se tornado
uma tendéncia mundial e podem ser de grande valia quando se tratam de formulagdes orais,
onde os adjuvantes devem ser indcuos e possuir estrutura quimica semelhante a moléculas ja
existentes ou conhecidas do organismo (PESSANHA et al., 2012). Além disso, devem possuir
grupamentos funcionais reativos como grupamentos hidroxila, carbonila, amina, amida,
dentre outros.

Com esse pensamento sera dado destaque aos adjuvantes tecnoldgicos abaixo.

3.2.3.1 Nicotinamida

A nicotinamida (NI) ou niacinamida (Figura 7) é quimicamente a 3-piridina-
carboxiamida, também conhecida como vitamina B3 e pertence ao grupo das vitaminas do
complexo B. E a amida correspondente ao 4cido nicotinico (niacina). O termo vitamina Bs
também é usado para identificar o acido nicotinico.

O acido nicotinico (niacina) e a nicotinamida tém o mesmo efeito vitaminico, contudo,

possuem agOes farmacoldgicas e usos terapéuticos diferentes (MARIA; MOREIRA, 2011)


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_nicot%C3%ADnico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Niacina
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FIGURA 7- Estrutura quimica do acido nicotinico e nicotinamida

A B
X— COOH X — CONH;,

NZ NZ

acido nicotinico (A)/ nicotinamida (B)

A vitamina Bs juntamente com a coenzima NAD e NADH participa em indmeras
reacOes bioquimicas, como a producdo de ATP na cadeia respiratdria. Apresenta também
funcOes terapéuticas, sendo usada na preparacdo de cosméticos, na prevencdo de diabetes e
com bons resultados no tratamento de inflamacdes cutaneas.

Apresenta quatro polimorfos. Os pontos de fusdo descritos para as formas I, 11, Il e IV
sdo 126-128, 112-117, 107-111 e 101-103 °C, respectivamente (MIWA et al., 1999). O
polimorfismo pode ser explicado pelo fato do grupo amida assumir diferentes conformacgoes
rotatorias.

Ao utilizar NI como excipiente para modificacdo das propriedades fisico-quimicas,
observou-se que o hidrogénio do grupamento amida pode interagir com atomo de oxigénio de
farmacos, bem como o par de elétrons do nitrogénio da amida pode interagir com atomos de
hidrogénio também dos farmacos, sendo que a dupla ligacdo da amida favorece a doacdo do
par de elétrons do nitrogénio, o que justifica a reatividade desse grupamento (BORBA,
GOMEZ-ZAVAGLIA; FAUSTO, 2008).

Observa-se, portanto que o nitrogénio aromatico da NI é “pega-chave” para seu bom

desempenho como modificador das propriedades fisico-quimicas do farmaco (ALVES, 2012).

3.2.3.2 Acido Citrico

O écido citrico (AC) ou citrato de hidrogénio, quimicamente chamado de acido 2-
hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico (Figura 8), é um é&cido organico fraco, que pode ser
encontrado nos frutos citricos. E usado como conservante natural (antioxidante), sendo
conhecido também como acidulante dando um sabor &cido e refrescante na preparagdo de
alimentos e de bebidas (PASTORE, 2010).
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Figura 8- Estrutura quimica do acido citrico

O OH
OH O

O OH
OH

Na temperatura ambiente, o acido citrico € um po6 cristalino branco. Pode existir na
forma anidra (sem agua), ou como monohidrato. A forma anidra cristaliza em agua quente,
enquanto a forma monohidratada cristaliza em agua fria. O monohidrato pode ser convertido
na forma anidra aquecendo-se acima de 74°C. Quimicamente, o AC compartilha as
caracteristicas de outros acidos carboxilicos (CANATTA, 2008).

3.2.3.3 Acido Sorbico

O 4cido sorbico (AS) ou acido 2,4-hexadiendico (Figura 9), composto organico
encontrado na natureza e utilizado como conservante alimentar. E um solido incolor, pouco

soltvel na agua e facilmente sublimavel.

Figura 9 - Estrutura quimica do &cido sorbico

H3C\N\||/OH
O

E um 4cido graxo insaturado, de cadeia linear trans, com peso molecular 112,13g.mol-
1. As ligacbes duplas conjugadas sdo as responsaveis pela reatividade do composto
justificando-se sua atividade antimicrobiana e seu uso como conservante na industria de
alimentos (SOFOS; BUSTA, 1993).

Apresenta-se como granulos brancos cristalinos que fluem livremente, com um odor

caracteristico. E levemente solGvel em &gua (0.25g/100 a 30 °C) e completamente solGvel em


https://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aditivo_alimentar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sublima%C3%A7%C3%A3o
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alcool. Os sorbatos sdo os sais de acido sérbico, sorbato de potéssio e sorbato de célcio,
frequentemente utilizados (LUCK; JAGER; RACZEK, 2000).
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4. CARACTERIZACAO DO ACIDO RETINOICO

Esse capitulo aborda o estudo das caracteristicas fisico-quimicas do AR utilizando
como técnicas analiticas DSC, TG, PDRX e FTIR a fim de compreender o comportamento do
farmaco isolado para posteriormente comparar as modificagdes ocorridas quando em contato
com os adjuvantes tecnologicos.

O estudo foi dividido em dois niveis analiticos utilizando o acido retinoico. Os niveis
de avaliacdo foram: analise em nivel de moléculas (FTIR) e analise em nivel de particulas
(DSC, TG e PDRX).

4.1 MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se nesse estudo o farmaco acido retinoico (Pharma Nostra, lote 20140405),
grau farmacéutico e os equipamentos balanca analitica Sartorius modelo 2842; sistema de
Analise Térmica DSC — Shimadzu; TGA 50 Shimadzu, espectrdmetro de 1V Shimadzu IV
Prestige-21; difratbmetro de raios-X modelo D2 PHASER da Bruker.

4.1.1. Anélise em nivel de particulas

4.1.1. 1. Analise térmica (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas utilizando um calorimetro diferencial exploratério de
marca DSC-50 — Shimadzu, sendo o aparelho calibrado para a temperatura utilizando como
padrdes os pontos de fusdo de indio (156,6 ° C) e zinco (419,6 °C). A calibracdo para energia
foi feita com base na entalpia de fusdo do indio (AHys = 28,54 J g'l).

As amostras foram colocadas em cadinho de aluminio com aproximadamente 2 mg de
acido retinoico e aquecidas na razdo de 5,10 e 20 °C/min na temperatura de 25 a 250 °C, sob
atmosfera inerte de nitrogénio com razdo de 50 mL/min. A anélise dos dados obtidos por DSC
foi realizada utilizando o software TASYS.
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4.1.1. 2. Termogravimetria (TG)

As curvas TG foram obtidas com um modelo de equilibrio térmico TGA 50 (Shimadzu)
na faixa de temperatura de 25-900 °C, cadinhos de alumina com 2 mg de AR, sob atmosfera de
nitrogénio e ar sintético (50 mL min*, respectivamente). Na caracterizacdo do AR foi realizado

razdes de aquecimento de 10, 20 e 40 °C min™.

4.1.1.3. Difracdo de raio X do p6é (PDRX)

Os padr@es de difracdo de raios X do AR e suas misturas fisicas com os adjuvantes
tecnoldgicos AS, AC e NI, bem como os liofilizados foram registrados em um difratbmetro
D2 PHASER (Bruker AXS-CuKa, geometria 6-260, voltagem de 30 kV e corrente de 10 mA,
tamanho do passo de 0,02°20 - 26°2/min, fenda principal = 2 mm X 12 mm e fenda de
recebimento = 0,2 mm x 12 mm, com monocromador de grafite). As varreduras para as
amostras foram realizadas nas faixas angulares de 5° a 55° (20). Para uma melhor
apresentacdo dos difratogramas de raios X, as intensidades foram plotadas com o auxilio do
programa PRISM 3.0.

Para célculo do tamanho dos cristalitos (TC), dos valores dos indices de Miller (hkl) e
das distancias interplanares (d), foi utilizado o programa Diffract TOPAS 3.2, empregando-se

a equacao de pardmetros fundamentais (FP) para “TC” e o método de Lebail para “d”.

4.1.2. Analise em nivel de moléculas

4.1.2. 1. Anélise de espectroscopia com absorcdo na regido do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

A analise foi realizada através da trituracdo de quantidade suficiente do AR com
brometo de potassio (KBr) para formar um p6 muito fino. Realizou-se a compressao deste pd,
obtendo-se um sedimento bastante fino o qual foi submetido a anélise espectroscdpica.

O espectro 1V foi registrado fazendo passar a radiacéo atraves do sedimento colocado
no interferbmetro. A amostra absorveu uma parte da radiacdo de IV e o restante foi
transmitida. A transformacdo de Fourier do interferograma resultante é convertida num
espectro utilizando um computador.

Os espectros de FTIR do &cido retinoico, foi registrado na faixa de frequéncia 600-
4000 cm™ utilizando SHIMADZU espectrometro FTIR - 8400 S com uma resolucdo de 4 cm™
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e com uma velocidade de digitalizagdo de 2 mm / s.

4. 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1. Anélise em nivel de particulas

4.2.1. 1. Analise térmica DSC

As curvas de DSC do AR (Figura 10) apresentaram dois eventos endotérmicos, que
sdo caracteristicos do farmaco e ja descritos na literatura (TAN et al.,1992; BERBENNI et al.,
2001; MENDONCA et al., 2014), onde o evento 1 se refere a uma transicdo cristalina da
estrutura monoclinica para triclinica e o evento 2, caracteristico do pico de fusdo do farmaco
(dados numeéricos apresentados na Tabela 2). Esses eventos foram reprodutiveis em todas as
razBes estudadas.

A medida que se aumentou a raz&o de aquecimento, observou-se um deslocamento da
temperatura de fusdo do AR para temperaturas maiores, bem como uma variagéo da entalpia,
em especial no evento 2 (Figura 10), na razdo de 20 °C.min™". Nessa razdo de aquecimento,
também foi possivel evidenciar melhor o evento 1 referente a transicdo cristalina da estrutura
monoclinica

Essas variacOes ja foram descritas por Bernal et al. (2002), que observaram
intensificacdo da magnitude dos picos com o0 aumento da razéo de aquecimento e consequente
aumento na relacdo variacdo da entalpia/variacdo da temperatura. Esse aumento € justificado

pelo maior nimero de reacfes que ocorrem com aumento da entalpia.
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Figura 10 - Curva de DSC do farmaco &cido retinoico na razédo de

aquecimento 5, 10 e 20 °C.min™.
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AR Rz 5°C min-1

w\//___/A“ R Rz 10°C min-1
- AR Rz 20°C min-1

Tabela 2 - Dados DSC de AR nas razdes de aquecimento 5, 10 e 20 °C.min™.

Razéo ]
Aquecimento Evento ® Tonset ® Thico ® Tendset Energla
(C°.min™) (97
5 1 151,94 155,99 158,13 -4,63
5 2 184,58 186,15 188,14 -85,03
10 1 151,18 155,37 158,92 -3,67
10 2 179,47 184,05 187,65 -77,34
20 1 152,58 162,32 168,64 -8,41
20 2 185,94 188,56 195,45 -115,19

4.2.1.2. Difracao de raios X (PDRX)

Na Figura 11 se observa o difratograma de raios X do acido retinoico. E verificado um
padrdo caracteristico de material cristalino, com picos agudos, sendo as reflexdes mais
intensas em valores de 20 iguais a: 14,7°, 15,5°(100%), 20,8°, 24,3° e 24,9° com seus
respectivos planos de difracdo para uma melhor apresentacéo dos difratogramas de raios X.

Dessa forma, observou-se que esta estrutura se cristaliza num sistema monoclinico
(grupo espacial C2) com parametros de célula unitaria a = 21,2579002A, b = 34,0912018A, ¢
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=2,9166999A e B = 90° com V(A)® = 2113,75. Os parametros de qualidade do ajuste foram:
Rwp = 16,84% e GOF = 15,28%.

Figura 11 - Difratograma de raios X do acido retinoico (AR)
com planos de difracdo e posicdo angular
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4.2.2. Analise molecular

4.2.2. 1. Anélise de espectroscopia com absorcéo na regido do infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro FTIR de AR (Figura 12) apresentou bandas caracteristicas do farmaco, ja
descritos na literatura (BERBENNI et al., 2001; ASCENSO et al.; 2011, LIMA et al., 2014) e

que estdo detalhados na Tabela 3.
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Figura 12 - Espectro com absorcéo na regido do infravermelho (FTIR) do AR
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Tabela 3 - Assinalamentos vibracionais caracteristicos do AR
Numero de Onda* Numero de Onda Grupo quimico
neste estudo
1184-1251 1186-1253 C=0-0OH
2931 2925 CH3
1685 1686 C=0
1570-1600 1565-1604 Cc=C
962 962 CH=CH

*Fonte: BERBENNI, 2001

Com relacéo a reatividade da molécula de AR é importante destacar a conjugacao que
ocorre entre as ligacbes duplas conjugadas e o grupamento carbonila. Normalmente esse
grupamento absorve em torno de 1725-1700 cm™, porém por efeito da conjugacdo essa
absorcdo se d4 em frequéncia mais baixa, sendo absorvida em 1685 cm™ (PAVIA et al., 2010)

Outra absorcdo de relevancia refere-se & deformacdo CH=CH do anel
trimetilciclohexeno do AR e que ocorre a 962 cm™ (Tabela 3).
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4.2.2. 2. Termogravimetria

A curva termogravimétrica do AR apresenta dois estagios de decomposicéo térmica na

razdo de aquecimento de 10 °C da amostra conforme mostrado na Figura 13.

Figura 13 - Curva termogravimétrica do AR na

razdo de aquecimento 10 °C.min™* em atmosfera de ar sintético
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Os calculos para determinacdo da perda de massa foram determinados através da
sobreposicdo da curva derivada da TG, a qual permite melhor visualizagdo das etapas, bem
como o célculo realizado pela tangente.

Foi considerado como estdgio principal de degradacdo o primeiro estagio, que
apresentou uma perda de massa de Am= 86,47 % (Tonset= 202,82 °C € Tengset = 385,83 °C).
Assim, o estagio de decomposicdo do AR inicia-se, logo, apés a fusao.

Com base nas informacdes acima, onde o perfil do AR esta bem definido nas técnicas
analiticas utilizadas € possivel avaliar com maior precisdo as mudancas ocorridas nos

liofilizados, bem como a natureza das interacOes fisico-quimicas
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5 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS LIOFILIZADOS

Na busca da melhoria das propriedades de um farmaco a caracterizacdo ¢ uma etapa de
grande importancia, pois quanto maior o nimero de informac6es sobre o produto obtido, tais
como propriedades fisico-quimicas, interacbes farmaco-excipiente, caracteristicas do cristal,
melhor sera a compreensdo dos mecanismos envolvidos no produto formado e maiores as
possibilidades de propor modificaces nas técnicas de desenvolvimento.

No presente capitulo sdo apresentados os liofilizados &cido retinoico- acido citrico
liofilizado (ARAC LIO), acido retinoico- acido sorbico liofilizado (ARAS LIO) e acido
retinoico- nicotinamida liofilizado (ARNI LIO), os quais serviram de modelo para avaliar as
interacOes fisico-quimicas utilizando as mesmas analises descritas no Capitulo II.

Realizou-se ainda o estudo de interacbes existentes entre AR e adjuvantes
tecnoldgicos nas misturas fisicas, cujos resultados foram utilizados como base de comparacgéo
das interacdes dos liofilizados.

Foi dado um destaque especial nas analises por PDRX utilizando diferentes
parametros que forneceram informacdes elucidativas, as quais foram complementadas com as
informac@es obtidas nas demais analises. Por uma questdo didatica os resultados e discussdo

de PDRX foram colocados em separado.

5. 1 Materiais e Métodos

Utilizou-se nesse estudo o farmaco acido retinoico (AR) (ja descrita no item 4.1), 0s
adjuvantes tecnolégicos acido sorbico (AS) (Labsynth, lote 1410222), 4cido citrico (AC) (Via
Farma, lote GA2620BGIE) e a nicotinamida (NI) (Pharma Nostra, lote 130703) grau
farmacéutico e os equipamentos balanca analitica Sartorius modelo 2842; liofilizador LioBras
modelo L101.

5.1.1. Preparacdo das Misturas Fisicas

As amostras de acido retinoico (AR) e os adjuvantes tecnoldgicos acido sérbico (AS),
acido citrico (AC), e nicotinamida (NI) foram preparados por mistura fisica em proporc¢ao 1:1
equimolar (mol/mol). As misturas fisicas foram denominadas ARAS (&cido retinoico — acido
sorbico), ARAC (acido retinoico — acido citrico), e ARNI (acido retinoico — nicotinamida).

Foi escolhida a proporcdo equimolar pelo fato de tanto o farmaco quanto os adjuvantes
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terem pesos moleculares pequenos e préximos, desse modo obtendo resultados mais precisos.

5.1.2 Preparacéo dos Liofilizados

Os liofilizados foram produzidos a partir de uma solugdo aquosa na proporcdo molar
1:1 (m/m) de farmaco e adjuvantes tecnoldgicos em agua destilada, tendo como base 3 g de
AR. A escolha da proporcao molar foi feita pela mesma razao ja descrita em 5.1.1.

Foi adicionado o adjuvante tecnoldgico em 5,0 mL de 4gua com agitagdo magnetica.
Ainda sob agitacdo foi adicionado o AR aos poucos, intercalando com mais 3 mL de 4gua
destilada. A mistura foi mantida sob agitacdo por 10 min a fim de garantir a homogeneidade
da amostra. Apds as amostras foram colocadas em placas de Petry e congeladas num freezer a
-20 °C durante 24 h. Apos as placas, foram colocadas no liofilizador com temperatura de -40
°C e vacuo de 1250 mmHg por mais 24 h, sendo apds as amostras acondicionadas ao abrigo

da luz e da umidade.

5.1.3. Andlise em nivel de particulas

5.1.3.1 Andlise por PDRX

A metodologia utilizada nas analises por PDRX dos liofilizados, misturas fisicas, AR e
adjuvantes tecnoldgicos foram feitas conforme descrito no item 4.1.1.4.

5.1.3. 2. Analise térmica DSC

A metodologia para o DSC foi feita do mesmo modo que em 4.1.1.1, porém somente
com a razdo de aquecimento de 10 °C/min. Nas misturas fisicas e liofilizados foi utilizada
uma massa de amostra tendo como referéncia 2 mg de AR e sua propor¢do molar com 0s

adjuvantes tecnolégicos.
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5.1.4. Analise molecular

5.1.4. 1. Analise de espectroscopia com absorcdo na regido do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

As analises por FTIR dos liofilizados, misturas fisicas, farmaco e adjuvantes

tecnoldgicos foram feitas conforme descrito no item 4.1.2.1.

5. 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1. Estudo de Caracterizacio do Acido Retinoico(AR) e Acido Sérbico (AS)

5.2.1.1 Caracterizacdo por DSC

O termograma na Figura 15 revelou uma provavel interacdo fisica entre AR e AS, com
deslocamento para regides de menor temperatura e eventos de fusdao mais alargados, tanto na
mistura fisica quanto no liofilizado, tendo ambas apresentado um perfil similar. Comparando
0 pico de fusdo do AR isolado com a mistura fisica observou-se uma diferenca de 14 °C e
com o liofilizado a diferenca foi de 17 °C, evidenciando essa interacéo.

A curva ARAS MF apresentou dois eventos de fusdo, porém de forma ndo linear,
provavelmente em decorréncia da disposi¢do das particulas no cadinho, oriundas de dois
componentes diferentes. Logo apds o segundo evento de fusdo ocorreu também a fusdo
caracteristica do farmaco.

O mesmo ndo ocorreu no liofilizado ARAS LIO, sendo sua curva mais linear
provavelmente em decorréncia do processamento a que foi submetido, tornando a amostra
mais homogénea.

Quando avaliada a entalpia de fusdo de ARAS LIO (Tabela 4) observou-se um
aumento da energia (57%) em relacdo ao farmaco, 0 que sugere que o sistema se tornou mais
estavel. A mesma comparacdo quando feita com a mistura fisica demonstrou que o sistema
aumentou sua energia mais ainda (73%), o que se justifica pelo fato dos componentes da
mistura estar em sua organizacao original, mais estavel.

Desse modo pode-se dizer que houve uma interagdo fisica entre AS e AR, em ambas,

mistura fisica e liofilizado.



Figura 14 - Comparativo dos perfis das curvas de DSC de AR, AS e seus respectivos
liofilizados e misturas fisicas obtidas na razdo de 10 °C.min™
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Tabela 4 - Dados das curvas de DSC do AR, AS e seus respectivos

liofilizados e misturas fisicas obtidas na razio de 10 °C.min™

° Tonset ° Thico ° Tendset Energia (J.g7)

AR EVENTO 1 151,18 155,37 158,92 -3,67
AR EVENTO 2 179,47 184,05 187,65 77,34
ARAS MF FUSAO 122,87

EVENTO 1 126,02 138,76 -183,08
ARAS MF FUSAO 164,69

EVENTO 2 170,08 178,16e -133,85
ARAS LIO FUSAO 122,80

EVENTO 1 127,37 138,03 -136,59
ARAS LIO FUSAO 150,49

EVENTO 2 166,73 170,79 -121,17
AS 137,28 139,27 143,81 -155,49
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Nos espectros FTIR da Figura 16 relativos a mistura fisica e liofilizado de AR e AS,

ndo se observou modificagdes dos picos caracteristicos de farmaco e adjuvante tecnolégico,

sendo que ambos possuem a por¢do final da molécula idéntica, tendo as ligacdes duplas

conjugadas com grupamento carbonila. Esse fato se confirma pela grande similaridade dos
espectros de AR e AS.

A Tabela 5 mostrou valores de nimero de onda dos grupamentos caracteristicos de

AR com valores semelhantes, tanto na mistura fisica quanto no liofilizado, confirmando o ja

descrito para a Figura 15.

S&o observadas ainda pequenas diminuicdes de intensidade dos picos nas misturas,

mas que podem ser atribuidos & diminuicdo da concentragdo. Desse modo os resultados

demonstram que ndo ocorreu interacdo quimica entre AR e AS, nem na mistura fisica, nem

nos liofilizados.
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Figura 15 — Espectros FTIR de AS, ARAS MF, ARAS LIO e AR.
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Tabela 5 - Assinalamentos vibracionais caracteristicos de AR
comparado com mistura fisica e liofilizado com AR e AS

DADOS DA
AR ARAS MF ARAS LIO
LITERATURA*

COOH 1184-1251 1186-1253 1187 1187
CH3 2931 2925 2930 2930
C=0 1685 1686 1683 1687
C=C 1570-1600 1565-1604 1570-1604 1570-1604
CH=CH 962 962 997 997

*BERBENNI et al (2001).

5.2.2. Estudo de caracterizagdo do acido retinoico e acido citrico

5.2.2.2 Caracterizacao por DSC

A Figura 16 apresenta as curvas DSC de AR e AC isolados, em mistura fisica e
liofilizados. Observou-se a diminuicdo acentuada do pico de fusdo do farmaco, tanto na
mistura fisica quanto no liofilizado. Poderia se supor que essa diminuicdo fosse devido a
baixa concentracdo de AR na mistura, haja vista que foi feita em propor¢cdo molar, porém
guando avaliada a quantidade de AC usado em comparac¢do com os demais adjuvantes, esse se
encontra mais proporcional ao AR do que aos outros. Ao se analisar as entalpias de fusdo
(Tabela 6) de AR com a mistura fisica e liofilizado, houve uma diminuicdo da energia em
torno de 93-94%. Com relacdo ao pico de fusdo do AC ndo houve deslocamento, somente do
AR, com pequeno deslocamento para temperatura mais baixa (em torno de 10 °C).

E importante destacar a visualizacio de um pequeno evento em 56 °C relativo ao AC,
gue ocorre também na mistura fisica e liofilizado, porém de dificil visualizacdo na Figura 17,
em funcdo da distor¢do que ocorre ao plotar as curvas conjuntamente, sendo o evento melhor
observado quando analisadas as curvas DSC de AC e misturas em separado (curvas nédo
mostradas).

Em ARAC LIO ocorreu duas transi¢des de fases, sendo a primeira bem evidente, com
pico de fusdo em 65,32 °C (apresentado na Tabela 6) e a segunda (ndo apresentado na tabela
6) com inicio do evento em 73,97 °C e final em 97,24 °C, possivelmente relacionada a uma
transicéo vitrea, com variacao da linha de base.

Essas informagGes deixam evidentes as interages fisicas ocorridas.



Figura 16 - Comparativo dos perfis das curvas de DSC do AR obtidas

na razdo de 10 C°. min™ da mistura fisica e liofilizado com AC.
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Tabela 6 - Comparativo das curvas de DSC do AR obtidas na razdo

de 10 C°. min da mistura fisica e liofilizado com AC.

Tonset Tpico Tendset Energia (J.g7)
AR EVENTO 1 151,18 155,37 158,92 -3,67
AR EVENTO 2 179,47 184,05 187,65 -77,34
ARAC MF
FUSAO 156,88
EVENTO 1 159,43 163,67 -109,53
ARAC MF
FUSAO 171,45
EVENTO 2 175,01 179,17 -4,59
ARAC LIO 57,61 65,32 69,61 -38,72
ARAC LIO
FUSAO 155,97
EVENTO 1 158,36 162,3 -111,71
ARAC LIO
FUSAO 169,51
EVENTO 2 173,45 177,14 -5,14
AC 157,14 159,03 163,95 -208,85
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5.2.2.3 Caracterizacao por FTIR

No espectro FTIR referente ao AC (Figura 17) observam-se bandas de absorcéo entre
1749-3496 cm™, referentes as vibracdes do grupo hidroxila (OH) e carbonila (COO), assim
como o pico referente a COO aromatico entre 1358-1380 cm™ caracteristicos do adjuvante e
de acordo com os encontrados por Canatta (2008).

Analisando o espectro de ARAC MF (Figura 17 e Tabela 7), observa-se que 0s picos

referentes ao AR permaneceram, apenas com discretos deslocamentos de comprimento de
onda, assim como alguns alargamentos de picos sao observados. Esses resultados revelam que
provavelmente ndo ocorreram interacdes quimicas entre AR e AC na mistura fisica.
O mesmo ndo foi observado ao analisar o espectro ARAC LIO, onde ocorreu um intenso
alargamento com diminuicdo da intensidade do pico entre 1184-1251 cm™ (estiramento
vibracional de COOH), bem como as bandas caracteristicas da absorcdo do grupo alceno
conjugado (1570 e 1600 cm™), que sofreu uma diminuicdo da intensidade. Além disso,
ocorreu a supresséo dos picos referentes & carbonila (C=0) em 1685 cm™ e a0 CH3 em 2931
cm™. Esse perfil deixa evidente a interacdo quimica ocorrida no liofilizado (ARAC), com
provavel formacdo de pontes de hidrogénio, j& descritas por Yang et al. (2008) e
Wojnarowska et al. (2010) e confirmada por Elbagerma et al.(2011) que produziram um
cocristal de acido citrico e paracetamol (1:2) e propdem que a ligacdo se da por duas pontes
de hidrogénio, uma delas entre a hidroxila fendlica do paracetamol e o hidrogénio da
carbonila do acido carboxilico do AC e a segunda ponte de hidrogénio ocorreria entre a outra
hidroxila fendlica e o hidrogénio do carbono quaternario C-OH do AC.

Além disso, a propria estrutura do AC (Figura 8 — Capitulo I) com quatro hidroxilas

demonstra ser uma molécula bastante reativa.
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Figura 17 — Espectros FTIR de AC, ARAC MF , ARAC LIO e AR.
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Tabela 7. Assinalamentos vibracionais caracteristicos do AR comparados

com mistura fisica e liofilizado ARAC

DADOS DA AR ARAC MF | ARACLIO
LITERATURA*
COOH 1184-1251 1186-1253 1185 1186
CH3 2931 2925 2931 -
C=0 1685 1686 1683 -
C=C 1570-1600 1565-1604 1570-1603 1570-1603
CH=CH 962 962 962 962

*BERNENNI et al (2001)

5.2.3. Estudo de caracterizacdo do acido retinoico e nicotinamida

5.2.3.1 Caracterizacao por DSC

A Figura 18 apresenta as curvas DSC obtidas para AR e NI, substancias isoladas,

misturas fisica e liofilizado (dados na Tabela 8), onde ocorre o pico de fusdo de NI, com

pequeno deslocamento para temperatura menor e a supressdo do pico do farmaco, tanto para a
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mistura fisica quanto para o liofilizado. E possivel ter ocorrido solubilizagdo do farmaco
devido a utilizacdo de adjuvantes tecnoldgicos com ponto de fusdo anterior a fusdo do
farmaco, nesse caso tratando-se de um processo fisico. O mesmo ja foi relatado por Oliveira
et al (2010) e confirmado por Castro et al (2011) e Alves (2012), nas anélises por DSC de
naproxeno-nicotinamida e ibuprofeno-nicotinamida, respectivamente.

Figura 18 - Comparativo dos perfis das curvas de DSC do AR obtidas

na razdo de 10 C°.min! da mistura fisica e liofilizado com NI.
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Tabela 8 - Comparativo das curvas de DSC de AR e NI mistura fisica e liofilizado

obtidas na razdo de 10 C°. min™

Tonset Thico Tendset Energia (J.g7)
AR EVENTO 1 151,18 155,37 158,92 -3,67
AR EVENTO 2 179,47 184,05 187,65 -77,34
ARNI MF 130,03 133,98 138,71 -204,45
ARNI LIO 127,50 130,86 135,44 -128,83
NI 130,50 132,94 137,53 -169,05

5.2.3.2 Caracterizacao por FTIR

Analisando os espectros FTIR (Figura 19 e Tabela 9) para as misturas ARNI MF e
ARNI LIO observa-se que os picos referentes ao AR podem ser vistos com pequenas

modificagdes de intensidade nas absorbancias referentes aos grupamentos CCO e alceno. Em
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relacdo as bandas de CH3 (2932 cm™) do AR e NH,(3363 cm™), ndo foi observado
deslocamento caracteristico de pontes de hidrogénio.

Figura 19 — Espectros FTIR de NI, ARNI MF, ARNI LIO e AR.
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Tabela 9 - Assinalamentos vibracionais caracteristicos do AR
comparados com mistura fisica e liofilizado com NI
DADOS DA
AR ARNI MF ARNI LIO
LITERATURA*
COOH 1184-1251 1186-1253 1184 1186
CH3 2931 2925 2931 2932
C=0 1685 1686 1684 1683
Cc=C 1570-1600 1565-1604 1570-1603 1569-1603
CH=CH 962 962 963 962
NH, 3364 3363 3363

*BERNENNI et al (2001)
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5.2.4 - Estudo de caracterizacdo por PDRX de AR e seus adjuvantes tecnoldgicos AS, AC e
NI.

5.2.4.1 Acido Sérbico (AS)

Na Figura 20 observa-se o difratograma de raios X do AS com padrao caracteristico de
material cristalino, com picos agudos, sendo as reflexdes mais intensas em valores de 260
iguais a 11,3° 11,5° 22,6° 22,8°(100%) e 23,0° com seus respectivos planos de difracdo e
dubletos nas 12 e 22 e tripleto nas 32, 42 e 52 posi¢des angulares respectivamente.

Verificou-se que essa estrutura se cristaliza num sistema monoclinico (grupo espacial
C2) com parametros de célula unitaria a = 25,0002995A, b = 20.0314007A, ¢ = 8.5267000A e
B = 85.308° com V(A)® = 4255.78489. Os parametros de qualidade do ajuste foram: Rwp =
27,27% e GOF = 18,11%.

Figura 20 — Difratograma de raios X do acido sorbico (AS)

com planos de difracdo e posicdo angular
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5.2.4.2 Acido Retinoico - Acido Sérbico Mistura Fisica (ARAS MF)

Na Figura 21 observa-se o difratograma de raios X da mistura fisica do ARAC MF
também com padrdo caracteristico de material cristalino, sendo as reflexdes mais intensas em
valores de 20 iguais a: 11,3°(100%), 12,9°, 22,4°, 22,7° e 22,9° com seus respectivos planos de
difracéo e tripleto nas 32, 42 e 52 posicGes angulares.

A estrutura se cristaliza num sistema monoclinico (grupo espacial P2) com parametros
de célula unitaria a = 18.1837006A, b = 8.5888996A, ¢ = 11.3701000A ¢ B = ° ¢ V(A)® =
82.71. Os parametros de qualidade do ajuste foram: Ry, = 22,51% e GOF = 16,56%.

Figura 21 — Difratograma de raios X da mistura fisica &cido retinoico - &cido sérbico
(ARAS MF) com planos de difracéo e posi¢ao angular
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5.2.4.3 Acido Retinoico - Acido Sérbico Liofilizado (ARAS L10)

Na Figura 22 observa-se o difratograma de raios X do liofilizado do ARAS LIO, sendo
também observado um padrdo caracteristico de material cristalino, com as reflexfes mais
intensas em valores de 20 iguais a 11,2°, 11,4°, 12,9° 22,6° ¢ 22,8°(100%) e seus respectivos

planos de difragéo, com dois dubletos nas 12, 22 e 42 e 52 posi¢des angulares, respectivamente.
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A estrutura se cristaliza num sistema monoclinico (grupo espacial P2) com parametros
de célula unitéria a = 24.7152902A, b = 3.4102128A, ¢ = 22.0974066A e B = 95.20839° com
V(A)® = 1854.77676. Os parametros de qualidade do ajuste foram: Rwp = 7,78% e GOF =
7,67%.

Figura 22 — Difratograma de raios X do liofilizado do &cido retinoico - &4cido sdrbico

(ARAS LI10O) com planos de difracéo e posi¢éo angular
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5.2.4.4 Acido Citrico (AC)

Na Figura 23 vé-se o difratograma de raios X do AC, com um padrdo caracteristico de
material cristalino (picos agudos), sendo as reflexdes mais intensas em valores de 20 iguais a
14,3°(100%), 16,8°, 16,9°, 25,2° e 33,7° e seus respectivos planos de difracdo, com dubletos
nas 22 e 32 posicdes angulares.

Verificou-se que essa estrutura se cristaliza num sistema monoclinico (grupo espacial
C2) com parametros de célula unitaria a = 12,4659004A, b = 16,6161003A, ¢ = 6,7529001A e
B =82,65690° com V(A)® = 1387,28499. Os parametros de qualidade do ajuste utilizados
foram Ry, = 34,35% e GOF = 13,33%.
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Figura 23 — Difratograma de raios X do acido citrico (AC)
com planos de difracéo e posi¢do angular
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5.2.4.5 Acido Retinoico - Acido Citrico Mistura Fisica (ARAC MF)

Na Figura 24 observa-se o difratograma de raios X da mistura fisica ARAC MF com um
padrdo caracteristico de material cristalino, sendo as reflexdes mais intensas em valores de 20
iguais a 14,0°(100%), 18,00, 24,9°, 25,9° e 31,1° com seus respectivos planos de difracéo.

A estrutura se cristaliza num sistema monoclinico (grupo espacial P2) com pardmetros
de célula unitaria a = 9,3952999A, b = 20,1434002A, ¢ = 7,1777A ¢ B = 76,469° com V(A)?
=1320,69877. Os parametros de qualidade do ajuste foram Rwp = 29,91% e GOF = 17,39%.
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Figura 24 — Difratograma de raios X da mistura fisica acido retinoico - acido citrico
(ARAC MF) com planos de difracéo e posi¢ao angular

e
1100001 ARAC MF ¥
100000 S
90000-
— 80000
wn
o
L 70000
@
T
® 60000
B
£ 50000
£
= 40000
& . & -
30000 e o8 >
5 gy 3
20000+ < S sS 5
= N T
i WLWLW
0 T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40
20 (°)

5.2.4.6 Acido Retinoico - Acido Citrico Liofilizado (ARAC LI10)

Na Figura 25 observa-se o difratograma de raios X do liofilizado do ARAC LIO com
um padrdo caracteristico de material cristalino, com picos agudos, sendo as reflexdes mais
intensas em valores de 20 iguais a 14,7°, 17,7°, 18,1°(100%), 25,9° e 26,0°, e seus respectivos
planos de difracdo, com dois dubletos nas 22, 3% e 42 e 52 posi¢Oes angulares.

A estrutura se cristaliza num sistema monoclinico (grupo espacial P2) com parametros
de célula unitaria a = 19,8878002A, b = 3,5039999A, ¢ = 18,8381004A e B = 114,202° com
V(A)® =1197,38319. Os parametros de qualidade do ajuste foram Rwp = 9,27% e GOF =
6,5%.



72

Figura 25 — Difratograma de raios X do liofilizado do &cido retinoico - 4cido citrico
(ARAC LIO) com planos de difragéo e posicéo angular
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5.2.4.7 Nicotinamida (NI)

Na Figura 26 observa-se o difratograma de raios X da NI, com um padréo caracteristico
de material cristalino, sendo as reflexdes mais intensas em valores de 26 iguais a 14,6°, 14,9
(100%), 22,1°, 22,3° e 25,7°, e seus respectivos planos de difragcdo, com dubleto nas 1% e 22 e
dubleto nas 3?2 e 42 posic¢des angulares.

A estrutura se cristaliza num sistema monoclinico (grupo espacial C2) com parametros
de célula unitaria a = 31,9115009A, b = 3,8373001A, ¢ = 20,6818008A ¢ p = 81,282° com
V(A)® =2503,30882. Os parametros de qualidade do ajuste foram Rwp = 12,27% e GOF =
6,38%.



73

Figura 26 — Difratograma de raios X da nicotinamida (NI)
com planos de difracéo e posi¢do angular
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5.2.4.8 Acido Retinoico - Nicotinamida Mistura Fisica (ARNI MF)

Na Figura 27 observa-se o difratograma de raios X da mistura fisica do ARNI MF com
um padréo caracteristico de material cristalino, sendo as reflex6es mais intensas em valores de
20 iguais a 14,4°, 14,6° 14,7°, 22,1° e 22,2°, e seus respectivos planos de difracdo, com
tripleto nas 12, 22 e 32 posicOes angulares e um dubleto nas 42 e 52 posic¢des.

A estrutura se cristaliza num sistema monoclinico (grupo espacial P2) com parametros
célula unitaria a = 28.1035004A, b = 14.6838999A, ¢ = 14.4841003A e B = 82.818° com
V(A)® = 5930.24254. Os parametros de qualidade do ajuste foram Rwp = 14,93% e GOF =
9,17%.
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Figura 27 — Difratograma de raios X da mistura fisica acido retinoico - nicotinamida
(ARNI MF) com planos de difracéo e posicéo angular
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5.2.4.9 Acido Retinoico - Nicotinamida Liofilizado (ARNI L10)

Na Figura 28 observa-se o difratograma de raios X do liofilizado do ARNI LI, com um
padrao caracteristico de material cristalino, sendo as reflexdes mais intensas em valores de 20
iguais a 14,3° 14,7°(100%), 22,1°, 25,6° e 27,1°, e seus respectivos planos de difracdo, com
um dubleto nas 12 e 22 posi¢des angulares.

A estrutura se cristaliza num sistema monoclinico (grupo espacial P2) com parametros
de célula unitaria a = 19.8726997A, b = 23.7448006A, ¢ = 4.5869999A e B = 98.312° com
V(A)® = 2141.74602. Os parametros de qualidade do ajuste foram Rwp = 15,84% e GOF =
13,28%.
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Figura 28 — Difratograma de raios X do liofilizado do &cido retinoico - nicotinamida
(ARNI LIO) com planos de difracéo e posicdo angular
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Na Tabela 10 s&o mostrados os valores calculados do tamanho do cristalito e distancias
interplanares de AR e AC, bem como de suas misturas fisicas e liofilizados. Observa-se que a
reflexdo na posicdo angular 14,7° em 26 de AR é igual a reflexdo na posicéo 14,7° em 26 de
ARAC LIO, com uma proximidade entre suas distancias interplanares de 6,01A e 6,04A,
respectivamente. Apesar disso tem-se uma diferenca acentuada em relagdo ao tamanho do
cristalito, sendo 28,5 e 92,3nm, para AR e ARAC LIO, respectivamente. De acordo com
Cullity e Stock (2001), quanto menor o cristalito, maior a largura total do pico a meia altura.
Essa afirmacdo torna-se clara ao se observar as reflexdes na posicdo 14,7° em 26 (Figura 11 e
26), onde o pico nesta referida reflexdo é mais largo em AR que em ARAC LIO,
respectivamente.

O mesmo acontece com a reflex@o na posicéo 24,9° em 20 de AR, em relacéo a reflexéo
na posicao 24,9° em 20 de ARAC MF, onde temos tamanhos de cristalitos diferentes 44,7 e
105,1nm para AR e ARAC MF, respectivamente. Ocorrem picos mais alargados em AR e
mais agudos em ARAC MF (Figuras 11 e 25, respectivamente) e distancias interplanares
diferentes (3,54A e 4,86A, respectivamente).
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Ainda destacam-se reflexdes com maiores intensidades nas posi¢fes angulares 14,10,
16,4°, 17,7°, 19,3° e 31,1° em 20 registrados em ARAC MF e nas posi¢des 14,6°, 17,7°, 19,3°,
25,8° e 25,9° em 26 encontrados em ARAC LIO, que ndo sdo registrados nem em AR nem em
AC. E reflexdes nas posicdes 20,0°, 20,7°, 22,1°, 24,3° e 26,6 em 20 e nas posicdes 14,3°,
16,7°, 16,8°, 25,2° e 30,1° em 20 registrados em AR e AC respectivamente, que ndo aparecem
registros nem em ARAC MF (Figura 25) e nem em ARAC LIO (Figura 26).

Elbagerma et al (2010) também observaram que na preparacdo estequiométrica de
cocristais entre acido salicilico e DL-fenilalanina houve reflexdes em posi¢cGes angulares
diferentes das atribuidas ao &cido e ao coformador.

Do mesmo modo Schultheiss et al (2010) utilizaram o nutracéutico pterostilbeno, com
propensdo a formacdo de cocristais, juntamente com cafeina e carbamazepina e observaram
que os padrdes de PDRX dos dois polimorfos da cafeina: pterostilbene (forma | e Il) eram
muito semelhantes, no entanto a forma Il apresentou reflexdes adicionais em compara¢ao com

a forma l.

Figura 29 — Difratogramas de comparacao da presenca e auséncia das reflexdes com
maiores intensidades de posi¢des angulares de AR e AC x ARAC MF e ARAC LIO.
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Com relagdo aos parametros de rede de AR e AC foram diferentes entre ARAC MF e
ARAC LIO (Figura 29 e Tabela 10), onde apesar dos sistemas cristalinos serem 0s mesmos
(monoclinicos), os grupos espaciais se apresentaram diferentes (C2 e P2 respectivamente),
além dos diferentes volumes das células unitarias. Esses achados sugerem que, embora haja
presenca tanto de AR quanto de AC nas amostras analisadas, houve a formagéo de cocristais
entre AR e AC, tanto na mistura fisica quanto no liofilizado.

Tabela 10 — Valores de tamanho do cristalito e das distancias interplanares
para AR, AC, ARAC MF e ARAC LIO.

AR AC ARAC MF ARACLIO
20 TC dhki 20 TC | dw 20 TC | dna 20 TC | dw
© | m | A @ [m | & | @ [(m] A& © |@0m| @A)
14,7 | 285 | 6,0 14,3 | 517, | 6,1 | 14,0 | 406, | 6,3 | 14,7 | 92,3 | 6,0
5 6
155 [ 499 | 56 168 | 14 | 53 | 180 | 175 | 6,0 | 17,7 | 204 | 49
0
20,8 | 40,5 | 4.2 16,9 | 239, | 52 | 249 | 105, | 48 | 18,1 | 122, | 4,9
2 1 3
243 | 148 | 3,6 252 | 165, | 35 | 259 | 143, | 36 | 259 | 796 | 34
4 0
249 4477 | 35 33,7 | 817 | 26 | 31,1 | 138, | 34| 260 | 88,6 | 34
7

TC = tamanho do cristalito, d = disténcia interplanar

Na Tabela 11 s&o apresentados os valores calculados do tamanho do cristalito e das
distancias interplanares do AR, AS, bem como de sua mistura fisica e produto liofilizado.

Foi observado que a reflexdo na posi¢do angular 11,3° em 26 de AS, quando comparado
com a posicdo 11,3° em 26 de ARAS MF e a posicdo 11,2° em 20 de ARAS LIO mostraram
diferentes tamanhos de cristalitos (0,3 nm, 245,7 nm e 100,3 nm, respectivamente). E possivel
que essa diferenca seja devido as diferentes formas de obtencdo dos materiais, estando a
mistura fisica sujeita a calor e atrito devido ao processo de trituracéo e o liofilizado sujeito ao

congelamento e sublimacao.
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Os difratogramas de AR (Figuras 11 — Capitulo 1I), AS (Figura 21), ARAS MF (Figura
22) e ARAS LIO (Figura 23) apresentaram picos com intensidades diferentes, porém com
valores de distancias interplanares similares (7,8 A; 7,7 Ae 7,7 A).

Do mesmo modo a posigdo 22,6° em 26 de AS, comparado a mesma posicdo em ARAS
MF e ARAS LIO, tem-se tamanhos de cristalito diferentes (31,5nm; 60,3nm e 69,3nm
respectivamente) e distancias interplanares iguais (3,94, 3,9A e 3,9A, respectivamente).

Dessa forma, os difratogramas ARAS MF (Figura 22) e ARAS LIO (Figura 23)
evidenciaram picos caracteristicos, tanto do AR quanto do AS isoladamente.

Observamos que mesmo o0s sistemas cristalinos sendo iguais (monoclinico), os
parametros de rede do AR e AS em relagdo a ARAS MF e ARAS LIO apresentaram
diferentes volume de células e de grupos espaciais (C2 e P2) , evidencia-se que temos

reflexdes de posi¢cdes angulares distintas dentro de um mesmo difratograma.

Tabela 11 — Valores de tamanho do cristalito e das distancias interplanares
para AR, AS, ARAS MF e ARAS LIO.

AR AS ARAS MF ARAS LIO
20 [TC | dwa | 20 | TC [ dna | 20 | TC |dna| 20 | TC |dna
@ [om| & @ [m]| & @ [m|& | © [0Om]| @&
)
147 |285] 60 | 113 | 03 | 78 | 11,3 [ 245 | 7,7 | 112 | 100, | 7,8
7 3
155 [ 499 | 56 | 115 | 299, | 76 | 129 | 200, | 6,8 | 11,4 | 993 | 7,4
8 5
208 [405| 42 | 226 [315] 39 | 224 [ 18539 | 129 | 267, |68
2
243 [148] 36 | 228 [122,] 39 | 227 [603 |39 | 226 |693]39
2
249 |447] 35 | 230 | 108 | 38 | 229 [ 128 |38 | 228 | 11639
4 9

TC =tamanho do cristalito, d = distancia interplanar

Na Tabela 12 s&o mostrados os valores calculados do tamanho do cristalito e distancias
interplanares do AR, NI bem como de sua mistura fisica e produto liofilizado. E observado

que a reflex@o na posicao angular 14,7° em 20 de AR comparado a da posi¢édo 14,7° em 20 de



79

ARNI MF e da posicdo 14,7° em 26 de ARNI LI, temos TC diferentes (28,5nm, 194,8nm e
156,4nm respectivamente), e “d” similares 6,0A, 5,9A e 5,9A. Sendo uma das reflexdes de
posicOes angulares que identificam o AR tanto na ARNI MF quanto no produto ARNI LI1O.

Temos ainda a reflexdo na posicdo angular 22,1° em 26 de NI comparado a mesma
posicdo de ARNI MF e ARNI LIO, onde vemos TC diferentes (55,2nm, 0,7nm e 171,9
respectivamente), mas com mesma “d” e igual a 4,0A, identificando a NI tanto na ARNI MF
quanto no produto ARNI LIO.

Ainda com mesmo sistema cristalino (monoclinico) ocorreram grupos espaciais,
volumes de célula unitéria e pardmetros de rede diferentes, evidenciando-se nos difratogramas
mostrados nas Figuras 7 e 10, com picos caracteristicos tanto de AR quanto de NI na rede
policristalina de ARNI MF e ARNI LIO.

Tabela 12 — Valores de tamanho do cristalito e das distancias interplanares para
AR, NI, ARNI MF e ARNI LIO.

AR NI ARNI MF ARNI LIO
20 [ TC | dw | 260 | TC | dw | 20 | TC [dw | 20 | TC | dua
@ [em| & | O fom & O [om] & O | @Om &
147 | 285| 60 | 146 | 11 | 66 | 144 | 231, | 61 | 143 | 5010, | 6,1
6 0
155 (499 | 56 | 149 | 255 | 59 | 146 | 05 | 6,0 | 147 | 1564 | 59
6
208 | 405 | 42 | 221 | 552 | 40 | 147 | 194, | 59 | 221 | 1719 | 40
8
243 |148| 36 | 223 | 194,39 | 221 | 07 | 40 | 256 | 216 |35
2
249 |447| 35 | 257 | 598 | 34 | 222 | 110, | 40 | 271 | 411 |33
7

TC = tamanho do cristalito, d = disténcia interplanar

5.2.5 — Consideracdes sobre a Anélise Conjunta das Técnicas Analiticas utilizadas para AR

e misturas com Adjuvantes Tecnoldgicos

Analisando as amostras de AR, AS e suas misturas por DSC nota-se que houve uma

intensa interacdo fisica entre AR e AS, tanto na mistura fisica quanto no liofilizado, com
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influéncia de ambas as partes, com aumento de entalpia de fusdo do farmaco. Porém quando
analisadas as mesmas amostras por FTIR ndo se observa interacdo quimica, tendo aparecido
0s picos e bandas caracteristicos de AR e AS, tanto nas misturas fisicas, quanto no liofilizado.
O mesmo ocorre quando analisadas por PDRX, onde ndo ocorrem mudangas com as misturas,
apenas uma diminuicdo da intensidade dos picos, sugerindo uma diminui¢do na cristalinidade
provavelmente em decorréncia das técnicas de obtengdo das misturas. Com base nessas
informacdes pode-se concluir que ao ser produzido ARAS LIO houve a formacdo de
dispersdo solida cristalina.

Ao analisar as amostras de AR, AC e suas misturas por DSC se observa um quadro bem
diferente do anterior, com intensas interac@es fisicas e formacdo de um novo evento anterior a
fusdo do AR, tanto na mistura fisica quanto no liofilizado. Ao se analisar as mesmas amostras
por PDRX sdo observados a formacgdo de novos picos, diferentes de AR e AS, sugerindo a
formagdo de um cocristal, esse dado justifica 0 novo evento de fusdo encontrado nas analises
de DSC. Quando analisadas as amostras por FTIR observa-se uma intensa interacdo quimica
em ARAC LIO, com indicios de formacdo de pontes de hidrogénio, ja descrita na literatura
como a ligacdo preferencial na formacdo de um cocristal (JONES; MOTHERWELL,;
TRASK, 2006). A utilizacdo das trés técnicas forneceu informagbes importantes e
complementares, porém a técnica por PDRX forneceu a confirmacdo da formacdo do
cocristal, inclusive na mistura fisica. E provavel que os cocristais formados em ARAC MF e
ARAC LIO sejam de naturezas diferentes pelo fato de no segundo terem sido formadas pontes
de hidrogénio, o que ndo ocorreu no primeiro, demonstrando que a liofilizacao foi eficiente
para promover essa modificacdo fisico-quimica e que o0 AC mostrou-se uma molécula reativa
em contato com o0 AR, 0 que se justifica pela natureza molecular de ambos.

Analisando as amostras de AR, NI e suas misturas por DSC se observa que houve uma
interacdo fisica de NI sobre AR, com solubilizacdo do farmaco, tanto na mistura fisica quanto
no liofilizado. Porém quando analisadas as mesmas amostras por FTIR ndo foram observadas
interagBes quimicas, bem como as analises por PDRX demostraram picos caracteristicos de
AR e NI, ndo tendo ocorrido mudanca de cristalinidade. Com base nessas informagdes pode-

se concluir que ao ser produzido ARNI LIO houve a formacédo de dispersdo sélida cristalina.



CAPITULO IV

ESTUDO DA ESTABILIDADE
DOS LIOFILIZADOS
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6 ESTUDO DA ESTABILIDADE DOS LIOFILIZADOS

Na pesquisa e desenvolvimento de um medicamento, o estudo de estabilidade ¢ uma
etapa fundamental que deve acompanhar os demais estudos, norteando o andamento da
pesquisa. Na avaliacdo da estabilidade podem ser utilizados fatores extrinsecos como
temperatura, umidade, luz, ou intrinsecos como as propriedades fisico-quimicas do farmaco e
adjuvantes (MEIRELES, L.M.A., 2014).

No presente capitulo foi conduzido um estudo de previsdo da estabilidade dos
liofilizados ARAC LIO, ARAS LIO e ARNI LIO, cuja preparacdo e caracterizacdo fisico-
quimicas foram descritas no Capitulo Ill. Os liofilizados foram comparados com farmaco,
adjuvantes tecnoldgicos e suas respectivas misturas fisicas.

A técnica escolhida para o presente estudo foi a termogravimetria, por ser um método
rapido, facil, que utiliza pequenas quantidades de amostra e fornece informacdes
complementares ao estudo de caracterizacdo fisico-quimica.

O estudo cinético é uma ferramenta importante na estimativa da estabilidade de
farmacos e adjuvantes. Nesse trabalho os eventos térmicos de decomposicdo foram avaliados
pelo método dinamico, através da andlise dos perfis de degradacdo nas temperaturas
selecionadas versus tempo, assim como descrito nos trabalhos de Murakami et al. (2009). A
utilizacdo do teste de estabilidade no presente estudo é justificado principalmente pelo fato
das dispersdes solidas apresentarem a propensdo de separacdo de fases, com reducdo da
estabilidade.

6. 1 MATERIAIS E METODOS
As matérias-primas utilizadas nesse estudo foram descritas no item 5.1; as amostras

estdo descritas nos itens 5.1.1 e 5.1.2 (Capitulo I11).

6.1.1. Termogravimetria (TG)

As amostras foram analisadas na Termobalanga TGA 50 (Shimadzu). As curvas TG foram
obtidas com um modelo de equilibrio térmico na faixa de temperatura de 25 - 900 ° C,
cadinhos de alumina contendo 3 mg de AR, sob atmosfera de ar sintético (50 e 20 mL min™,

respectivamente) e nas razdo de aquecimento de 10, 20 e 40 °C min™.
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6.1.1.1 Estudo de cinética pelo método de Ozawa

Com as informac@es obtidas a partir das curvas termogravimétricas dindmicas de AR,
adjuvantes tecnoldgicos, misturas fisicas e liofilizados foi possivel determinar os parametros
cinéticos de energia de ativacdo (E,), ordem da reacdo (n) e fator pré exponencial de

Arrhenius (A) utilizando o modelo de Ozawa.

6. 2. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.2.1. Estudo da cinética de degradacéo pelo modelo ndo-isotérmico

A partir dos dados obtidos nos estudos de termogravimetria dindmica (TG), aplicou-se
0 modelo Ozawa para determinagdo dos parametros cinéticos, tais como a energia de ativacéo
aparente (E,), fator de frequéncia (A) e a ordem da reacdo (n). De acordo com a teoria da
colisdo, a energia cinética media das moléculas aumenta com o aumento da temperatura.
Desse modo uma maior fracdo de moléculas tera energia suficiente para ultrapassar a barreira
de energia de ativacdo (LOFTSSON, 2014).

Os parametros cinéticos de decomposicao térmica do AR foram analisados sob trés
razbes de aquecimento (10, 20 e 40 °C.min™), considerando-se diferentes fracdes
decompostas.

As curvas termogravimétricas do AR apresentaram perfis de decomposicdo térmica
similares em todas as razdes de agquecimento das amostras, evidenciando duas etapas com
deslocamento da temperatura inicial & medida que razdo de aquecimento variou (Figura 30 e
Tabela 13). Na determinacdo dos parametros cinéticos, consideramos a primeira etapa de
decomposi¢do como sendo o fator determinante para o estudo de decomposicdo desse
farmaco, que é caracterizado por uma perda de massa em uma velocidade rapida com variagdo
de 86,47% e 96,00%, calculadas pelo método da derivada nas razées de 10 e 40 °C.min™,

respectivamente.
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Figura 30 - Curvas termogravimétricas do AR nas razdes de aquecimento
10, 20 e 40 °C.min™ em atmosfera de ar sintético.
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Tabela 13 - Dados termogravimétricos da etapa principal
de degradacao calculados pelo método da derivada
DERIVADA
Razdes (°C.min™) Tonset (°C) Tengset (°C) Perda de massa (%)

10 202,82 385,83 86,47

20 204,00 408,15 90,39

40 211,86 437,55 96,00

Através dos dados calculados utilizando o modelo de Ozawa se podem observar
variacbes nos valores de energia de ativagdo (E,) e fator de frequéncia (A), conforme
ilustrados na Tabela 14. O comportamento térmico do AR em diferentes
velocidades de aquecimento foi determinado através dos parametros cinéticos, nos quais
mostraram variagdes na energia de ativacdo entre 98,72 e 134,90 KJmolt. A
analises dos parametros cineticos referentes as diferentes fracbes de decomposi¢ao (o),
evidenciou que a razdo de aquecimento influenciou  diretamente  na
energia ativacdo e fator de frequéncia, onde a razdo de aquecimento superior
promoveu uma decomposicdo mais rdpida com o tempo de residéncia curto. A

comparacdo entre as diferentes razdes de decomposi¢cdo confirmou que a reacdo de
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decomposicdo do AR prosseguiu em duas etapas com mecanismo cinético de segunda ordem

ou ordem superior.

Tabela 14 — Valores dos parametros cinéticos determinados pelo modelo de Ozawa

a E. (KJ.mol ™) A (min %) N
0,7-0,9 98,72 +- 1,33 8,18 x 10° 4.4
05-0,7 114,93 +- 7,59 2,17 x 10*° 3,7
0,3-0,5 134,90 +- 4,97 5,49 x 10™ 2,4

Fracdo de degradacéo (o) /Energia de ativagdo (E,) /Fator de frequéncia (A) / Ordem da Reacédo (N)
6.2.2. Estudo de estabilidade dos produtos liofilizados

6.2.2.1. Acido Retinoico-Acido Sorbico (ARAS)

As curvas TG de ARAS LIO e ARAS MF apresentaram diferencas em seus perfis
guando comparadas com a de AR. A curva do farmaco apresentou variacdo principalmente
em Tonset da etapa principal de degradacdo, a qual apresentou uma perda de massa de Am=
86,4 % (Tonset =202,8 °C € Tengset =385,8 °C).

Ao comparar esse estagio nos perfis térmicos de ARAS LIO e ARAS MF observa-se
que ocorreram em valores de Tonst inferiores ao do AR e percentuais de perda de massa
diferentes (Figura 31 e Tabela 15). Esse fato pode ser explicado através do comportamento
cinético de degradacdo do AS, que apresentou rapida perda de massa por volatilizagdo,
caracteristica de mecanismo de reacdo de ordem zero, a qual influenciou na estabilidade de
ARAS MF e ARAS LIO (valores de Tonset Mmenores), mostrando que essa interacdo foi
provocada pelas propriedades térmicas do adjuvante tecnologico.

As amostras ARAS MF e ARAS LIO apresentaram um perfil térmico semelhante ao
do AS, principalmente os valores de Tonst. ESte fato pode ter ocorrido devido a maior
guantidade do AS na relacdo farmaco:adjuvante (m/m) utilizada na preparacdo das amostras,

assim o perfil térmico do AS tornou-se mais evidenciado.
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Figura 31 - Curvas termogravimétricas de AR e AS, sua mistura fisica e liofilizado
na razdo de aquecimento de 10 °C.min™.
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Tabela 15 - Dados termogravimétricos de AR e AS , sua mistura fisica e liofilizado
na razdo de aquecimento de 10 °C.min™.

Amostra Etapa Tonset(°C) Tendset(°C) Am (%)
AR 1 202,82 385,83 86,47
2 501,04 567,95 7,216
AS 1 123,25 194,91 96,36
ARAS MF 1 117,01 204,60 73,86
2 219,42 325,41 17,28
3 392,34 536,51 3,24
ARAS LIO 1 114,53 180,88 79,58
2 196,56 270,08 10,87
3 364,66 474,38 1,76

*Etapa Principal de A,,da Curva TG de AR —etapa 1

6.2.2.2. Acido Retinoico-Acido Citrico (ARAC)

O perfil térmico da curva TG de ARAC LIO apresentou-se diferente quando
comparado com os de ARAC MF, AC e AR, principalmente na Tonst 0da etapa principal de
degradacdo do farmaco, a qual apresentou uma perda de massa de Am= 61,5 % (Tonset
=166,84 °C e Tengset =238,13 °C), enquanto a etapa principal de degradacdo do farmaco na
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curva TG de AR apresentou uma perda de massa de Am= 86,4 % (Tonseet =202,8 °C e
Tendset=385,8 °C). (Figura 32). Os dados da Tabela 16 mostraram que ARAC LIO e ARACMF
apresentaram comportamentos térmicos distintos de AR e AC em relacdo a temperatura da
etapa principal, bem como ao nimero de etapas. A correlacdo dos dados termogravimétricos
de AR-AC LIO com os dados de PDRX, da curva de DSC e do espectro de FTIR
apresentados no Capitulo 111, mostraram que a interacdo de AR com AC ao utilizar a técnica
de liofilizacdo favoreceu a formacdo de um cocristal, com caracteristicas térmicas préprias,
diferentes de AR, AC e ARAC MF.

Figura 32 - Curvas termogravimétricas de AR e AC, sua mistura fisica e liofilizado na
razdo de aquecimento de 10 °C.min™.
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Tabela 16 — Dados termogravimétricos de AR e AC , sua mistura fisica e liofilizado

na razdo de aquecimento de 10 °C.min™.

Amostra Etapa Tonset(°C) Tendset(°C) Am (%)
AR 1 202,82 385,83 86,47
2 501,04 567,95 7,216
AC 1 178,91 271,94 87,52
2 503,40 541,60 2,84
ARAC MF 1 171,26 238,80 69,55
2 243,27 311,70 15,07
3 445,89 534,45 6,62
ARAC LIO 1 56,54 76,71 3,64
2 166,84 238,13 61,52
3 248,00 347,07 18,93
4 491,02 549,78 4,31

6.2.2.3. Acido Retinoico-Nicotinamida (ARNI)

Na Figura 33 estdo representadas as curvas termogravimétricas das mistura fisica e

liofilizado do 4cido retinoico com nicotinamida na razdo de aquecimento de 10 °C.min™.

Figura 33 - Curvas termogravimétricas de AR e NI, sua mistura fisica e liofilizado

na razdo de aquecimento de 10 °C.min™.
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Tabela 17 - Dados termogravimétricos das mistura fisica e liofilizado do acido retinoico

com nicotinamida na razdo de aquecimento de 10 °C.min™.

Amostra Etapa Tonset(°C) Tendset(°C) A, (%0)
AR 1 202,82 385,83 86,47
2 501,04 567,95 7,216
NI 1 166,57 272,21 98,22
ARNI MF 1 169,15 263,32 80,77
2 312,49 398,94 4,21
3 482,71 563,78 491
4 630,97 684,73 1,77
ARNI LIO 1 160,43 259,62 85,04
2 259,62 301,17 7,11
3 435,66 494,64 2,60

Os perfis das curvas TG das amostras apresentaram quando comparadas com AR,

principalmente nos valores Tonset da etapa principal de degradacdo do farmaco, com uma

perda de massa de Am= 86,4 % (Tonset =202,8 °C € Tengset =385,8 °C). Esse mesmo estagio nas
curvas TG de ARNI MF e ARNI LIO ocorreu em Tonset € Am inferiores ao AR da ordem de
Am= 80,8 % (Tonset =169,15 °C € Tengset =263,32 °C) e Am= 85,04 % (Tonset =160,43 °C €

Tengset =259,62 °C), respectivamente (Figura 33 e Tabela 17), caracterizada por uma maior

velocidade de perda de massa. Esse comportamento pode ser explicado pela volatilizagdo

caracteristica do adjuvante tecnologico NI justifica a interacdo com reducdo da estabilidade

em relacdo ao AR. No entanto o ARNI LIO apresentou um perfil térmico diferentes com

antecipacdo da Tonset € maior perda de massa quando comparado a sua mistura fisica,

evidenciando a influéncia do processo na estabilidade térmica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ao finalizar esse trabalho pode-se concluir que as ferramentas analiticas utilizadas
forneceram informagdes importantes e complementares na caracterizagcdo e compreensdo das
interacbes ocorridas no farmaco ao serem produzidos liofilizados, em especial o0 PDRX, que
foi fundamental ao demonstrar a formacao do cocristal em ARAC LIO e ARAC MF, sem o
qual seria possivel somente verificar a modificacédo fisico-quimica ocorrida.

Além disso, os dados de tamanho do cristalito e de rede cristalina com a manutencéo
do sistema monoclinico usualmente encontrado no AR e demais farmacos sdo de relevancia a
continuidade do projeto, no controle das propriedades fisico-quimicas originais em todo o
processo de desenvolvimento do medicamento.

Entretanto as informagGes fornecidas por DSC e FTIR contribuem enormemente,
esclarecendo e confirmando os resultados encontrados no PDRX.

As técnicas analiticas também revelaram que o AC mostrou-se um adjuvante
tecnoldgico mais reativo com o AR que os demais e que sua estrutura quimica foi o
diferencial para os resultados, definindo o tipo de ligac&o preferencial.

A previséo da estabilidade dos liofilizados por TG forneceu importantes informagoes
revelando que o liofilizado com AC mostrou-se mais instavel que os demais liofilizados, com
intensa antecipacdo de sua temperatura inicial de degradacéo.

A andlise por TG do farmaco AR revelou também que sua reacdo de degradacéo é de
ordem superior, segundo o0 modelo cinético de Osawa.

Desse modo concluimos que as ferramentas analiticas utilizadas mostraram-se rapidas
e de grande importancia na pesquisa do AR com os adjuvantes tecnoldgicos, além de

seguirem a tendéncia da “quimica verde”, mais ecoldogica e econdmica.
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