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RESUMO

Diversas estratégias tém sido desenvolvidas com o intuito de alcangar terapias medicamentosas
eficazes contra doenca de Chagas, uma alternativa mais barata tem sido o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo com farmacos ja aprovados no mercado e que possuam atividade contra
0 parasita Trypanosoma cruzi, como o posaconazol (POS). Assim, esta tese teve como objetivo
o desenvolvimento de sistemas de liberacdo baseados na associacao dos farmacos posaconazol
e benznidazol (BNZ) para obtencdo de um sistema com potencial acdo antichagasica.
Inicialmente, foi analisado a influéncia da B-ciclodextrina na melhoria da utilidade do POS
obtendo-se o complexo de inclusdo B-CD:POS (2:1) o qual aumento a estabilidade oxidativa
do farmaco com tempo de meia vida (de 29,2 pra 46,5 h), solubilidade aparente (cerca de 5
vezes) promovendo a supersaturacdo do fArmaco com aumento da disponibilidade de farmaco
para a promogdo de atividade antifungica in vitro. Posteriormente, realizou-se o
desenvolvimento e otimizacdo do método de quantificacdo simultanea envolvendo os farmacos
benznidazol (BNZ) e POS por meio cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fotodiodo (CLAE-DAD) associada a ferramentas de planejamento experimental. O método
desejavel utilizou fase mdvel metanol:tampédo acetato (pH 3,5)(71:29) sob vazdo de 1,2
mL.mint, comprimento de onda de 260 nm e tempo de corrida inferior a 10 min. Por fim, para
obter a associacdo BNZ:POS, realizou-se a cocristalizacdo com coformadores acido succninico
(AS) e &cido fumarico (AF) por método de moagem assistida por liquido. A formacdo dos
cristais foi observada por modifica¢fes quanto aos deslocamentos e reducdo de intensidade nas
bandas de —NO. e C=0, alteracdo na estrutura cristalina visualizado por DRX e MEV e
alteracdes no comportamento térmico, sugerindo-se a formacdo de uma mistura eutética
(POS:BNZ:AF) e um cocristal (POS:BNZ:AS). A performance de dissolucdo dos farmacos foi
ainda analisada a qual evidenciou que POS:BNZ:AF apresentou aumento de eficiéncia de
33,07% (POS) e 31,38% (BNZ) para 49,05% (POS) e 72,21% (BNZ). Para POS:BNZ:AS o
aumento foi para 52,56% (POS) e 95,18% (BNZ). Assim, esta tese contém informagdes valiosas
e inovadoras acerca dos sistemas para o desenvolvimento de futuros medicamentos visando o

efeito tripanocida.

Palavra-chave: Quantificacdo simultanea. Dissolugdo. Cristalizacdo. Doenca de Chagas. T.

cruzi. Planejamento experimental.



ABSTRACT

Several strategies have been developed with the aim of achieving effective drug therapies
against Chagas disease, a cheaper alternative has been the development of drug release systems
already approved in the market and that have activity against the parasite Trypanosoma cruzi,
such as posaconazole (POS). Thus, this thesis had the objective of developing release systems
based on the association of the drugs posaconazole and benznidazole (BNZ) to obtain a system
with potential antichagasic action. Initially, the influence of B-cyclodextrin on improving the
utility of POS was analyzed by obtaining the p-CD: POS inclusion complex (2:1) which
increased the oxidative stability of the drug with half-life (from 29.2 to 46.5 h), apparent
solubility (about 5-fold) promoting drug supersaturation with increased drug availability to
promote antifungal activity in vitro. Subsequently, the development and optimization of the
simultaneous quantification method involving benznidazole (BNZ) and POS by high
performance liquid chromatography with photodiode detector (CLAE-DAD) associated with
experimental planning tools was carried out. The preferred method used mobile phase
methanol: acetate buffer (pH 3.5) (71:29) under a flow rate of 1.2 mL.min, wavelength 260
nm and run time less than 10 min. Finally, to obtain the BNZ: POS association, co-
crystallization with succinic acid (AS) and fumaric acid (FA) coformers was performed by
liquid-assisted grinding method. The formation of the crystals was observed by changes in the
displacements and reduction of intensity in the bands of -NO. and C=0, alteration in the
crystalline structure visualized by XRD and SEM and changes in the thermal behavior,
suggesting the formation of eutectic mixture (POS:BNZ:AF) and cocrystal (POS:BNZ:AS).
The dissolution performance of the drugs was also analyzed which showed that POS: BNZ: AF
presented an efficiency increase from 33.07% (POS) and 31.38% (BNZ) to 49.05% (POS) and
72.21 % (BNZ). For POS:BNZ:AS the increase was to 52.56% (POS) and 95.18% (BNZ). Thus,
this thesis contains valuable and innovative information about the systems for the development
of future drugs aimed at the trypanocidal effect.

Keywords: Simultaneous quantification. Dissolution. Crystallization. Chagas disease. T. cruzi.

Experimental planning.
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas correspondem a um grupo diversificado de doengas
transmissiveis que prevalecem em condicdes tropicais e subtropicais em 149 paises. Elas afetam
mais de um bilhdo de pessoas e custam bilhGes de ddlares a economias em desenvolvimento
por ano, isto porque existem populacdes vivendo na pobreza, sem saneamento adequado e em
contato proximo com vetores infecciosos e animais domésticos e gado sdo os mais afetados.
Dentre estas doencas, ha a doenca de Chagas, causada pelo parasita Trypanosoma cruzi (WHO,
2017a).

Atualmente, a utilizacdo do benznidazol (BNZ) é o tratamento de primeira linha para
doenca de Chagas, mesmo lancado a mais de 40 anos, e somente em 2017 tal farmaco foi
aprovado para o tratamento em criancas entre 2 e 12 anos. No entanto, o tratamento com BNZ
promove efeitos adversos desagradaveis como hipersensibilidade, rashes cutaneos, desconforto
gastrointestinais e supressdo da medula déssea o que prejudica a adesdo do paciente ao
tratamento (BERMUDEZ et al., 2016; FDA, 2017).

Com base nisto, muitas estratégias tém sido avaliadas a fim de alcancar um novo
tratamento contra o parasita T. cruzi como o estudo de novos alvos biologicos (CAZZULO,
2002; LEPESHEVA; WATERMAN, 2011), sistemas de liberacdo (SOARES-SOBRINHO et
al., 2012) e sintese de prototipos (SOARES-SOBRINHO et al.,, 2012). Entretanto, o
desenvolvimento de novos medicamentos é um processo lento e caro, visto isso, a iniciativa de
Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi) tem incentivado o reposicionamento ou
redirecionamento de farmacos, que consiste em encontrar novas funcionalidades, fora do
escopo da indicacdo médica original, para farmacos ja aprovados, oferecendo uma melhor
perspectiva sobre o risco-recompensa (ASHBURN; THOR, 2004; KAISER et al., 2015). O
principal objetivo é a reducdo de custos e tempo a fim de fornecer um substituto ao BNZ toxico
(MORILLA; ROMERO, 2015).

Dentre os farmacos propostos para o0 reposicionamento, destacam-se 0s pertencentes a
classe dos antifngicos azois para uso auxiliar ao benznidazol, como o farmaco posaconazol
(POS). O mecanismo de acdo contra o Trypanosoma cruzi se deve & inibigdo da enzima esterol
14-a-demetilase ou citocromo P51 (CYP 51), importante para a sintese do colesterol alterando
a permeabilidade da membrana celular do parasita, levando-o a morte. Além disso, os efeitos
adversos possuem maior tolerabilidade comparado aos do benznidazol, como: nauseas, dores

de cabeca e abdominal, vémitos e diarreia. Isto se deve ao fato da pequena similaridade entre a
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CYP51 dos humanos e do parasita, que € proximo de 25%, incapaz de causar a inibicdo nos
primeiros (LEPECHEVA,; VILLALTA; WATERMAN, 2011; LEPESHEVA; WATERMAN,
2011).

Acerca disto, o desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo envolvendo o0s
farmacos BNZ e POS ¢é o foco principal desta pesquisa. Esta visou avaliar, inicialmente, as
propriedades do POS a fim de alcangar um sistema para o incremento de solubilidade deste.
Além disso, desenvolver método de quantificacdo simultanea de POS:BNZ com o intuito de
dosear futuros sistemas desenvolvidos a partir de engenharia de cristais, Tais abordagens, tem

por fim apresentar um novo sistema com potencial utilizacdo para a terapia antichagésica.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de sistemas de liberagdo utilizando os farmacos posaconazol (POS) e

benznidazol (BNZ), a fim de alcancar uma terapia combinada com propriedades para

tratamento das fases aguda e cronica da doenca de Chagas.

1.1.2 Objetivos especificos

Desenvolver complexo de incluséo a partir de B-ciclodextrina (3-CD) e posaconazol
caracterizando por técnicas analiticas, tais como: espectroscopia na regido do
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raio X (DRX),
microscopia eletrénica de varredura (MEV), calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
e termogravimetria (TG).

Avaliar a estabilidade oxidativa do farmaco POS na auséncia e na presenca de B-CD,
assistida por simulacdo computacional.

Efetuar o estudo de liberacdo em condicGes saturadas e supersaturadas do farmaco
correlacionando com estudo de atividade antifungica in vitro.

Desenvolver um método de quantificacdo simultdnea dos farmacos BNZ e POS por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado ao detector com
arranjo de fotodiodo (DAD, diodo array detector) utilizando ferramentas de
planejamento experimental.

Desenvolver cristais por técnica de cocristalizacéo.

Determinar o tipo de cristais desenvolvidos por técnicas analiticas, tais como: FTIR,
DRX, MEV, espectroscopia Raman, DSC e TG.

Avaliar o desempenho de dissolugédo dos novos cristais.



19

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCAS NEGLIGENCIADAS

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo diverso de doencas
transmissiveis que afetam mais de um bilhdo de pessoas, principalmente em paises em
desenvolvimento (AERTS et al., 2017). De acordo com OMS (2017), 20 doencas fazem parte
deste grupo e sdo elas: dengue e chikungunha; doenca de Chagas (tripanossomiase humana
americana); raiva; tracoma; Ulcera de buruli; leishmaniose; lepra (hanseniase); filariose; doenga
do sono (tripanossomiase humana africana); esquistossomose; equinococose; teniase e
cisticercose; drancunculiase (doenca do verme da Guiné); trematodiases transmitidas por
alimentos; micetoma, cromoblastomicose e outras micoses profundas; oncocercose (cegueira
dos rios); sarna e outros ectoparasitas; helmintiases transmitidas pelo solo; envenenamento de
picada de cobra; e bouba (treponematoses endémicas).

Segundo a inciativa Medicamentos para Doencas Negligenciadas ou Drug for Neglected
Disease iniciative (DNDi, 2014), as doencas negligenciadas atingem mais de 1 bilhdo de
pessoas, dentre elas 500 milhdes de criancas, ainda sofrem de doengas das quais ndo ha
tratamentos adequados disponiveis. Elas podem manter pacientes acamados e improdutivos por
semanas ou meses, muitos chegando a ébito, perpetuando a pobreza. Os mais carentes —
especialmente mulheres e criancas da Africa, Asia e América Latina — que sobrevivem com um
ou dois ddlares por dia sdo 0s mais atingidos.

Apesar de sua grande carga de doencas, elas foram amplamente ignoradas no debate
sobre a politica global de saude até recentemente. As DNTs impedem o desenvolvimento
econémico, causam incapacidade cronica ao longo da vida e prejudicam o desenvolvimento
infantil em comunidades pobres e marginalizadas, nas quais elas sdo mais prevalentes. De
acordo com a medida em anos de vida perdidos ajustados por incapacidade (DALYSs), este
grupo de doengas representa um dos mais serios 6nus da saude publica global, com destaque
para malaria e tuberculose (LIESE; ROSENBERG; SCHRATZ, 2010).

Ha& pouco incentivo para a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de tratamentos melhores
ou inteiramente novos para as DNTs. Os tratamentos atualmente disponiveis podem ser muito
caros ou ndo adequados as necessidades médicas dos pacientes, ou, até mesmo, inexistentes em
alguns casos. De acordo com Pedrique e colaboradores (2013), de 850 novos produtos

terapéuticos aprovados entre 2000 e 2011, somente 4% deles foram direcionados a doengas
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negligenciadas, dos quais a grande maioria corresponde a vacinas, caindo para 1% no que se

refere a novas entidades quimicas.

2.2 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana ¢ uma DNT causada pelo parasita
Trypanosoma cruzi e corresponde a uma zoonose identificada primeiramente pelo médico
brasileiro Carlos Chagas em 1909, o qual descreveu todo o ciclo de vida do parasita, vetores,
animais e humanos que atuam como hospedeiros reservatorios. Ela é considerada uma das
doencas mais prevalentes e negligenciadas no mundo e ocorre, principalmente, na América
Latina (Figura 1) com cerca 5,7 milhdes de infectados em 21 paises da regido e
aproximadamente 7 mil mortes por ano. Mais recentemente, ela também emergiu em algumas
regides do sul dos EUA, conferindo uma séria carga de doencas, fig. 2 (GASPAR et al., 2018;
SALOMON, 2012).

Figura 1 - Distribuic8o da doenca de Chagas mundialmente.

Endémica
Nao endémica mas presente

Fonte: Adaptado de DNDI (2018).

O complexo ciclo de vida do T. cruzi envolve hospedeiros vertebrados (humanos e
outros mamiferos) e invertebrados (vetor de triatomineos), Figura 2, e podem ser separados em
trés estagios morfologicos distintos: dois estagios replicativos, os epimastigotas flagelados (6),
encontrados no vetor triatomineo, e 0s amastigotas (3), que crescem e se multiplicam dentro
das células hospedeiras dos mamiferos. Ambos os estagios replicativos podem originar a forma

flagelada ndo-replicativa, mas infecciosa, o tripomastigota (2). Este ultimo é transmitido pelo
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vetor triatomineo e é responsavel por invadir células de mamiferos e perpetuar a infecgdo
(MORAES; FRANCO, 2016).

Figura 2 - Ciclo de vida do parasita Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Adaptado de CDC (2018).

A transmissao pode ocorrer por via oral através de alimentos contaminados, transmisséo
congénita, transplante de 6rgédos ou transfusdo de sangue infectados e acidentes laboratoriais
(DNDI, 2018).

A doenca de Chagas se manifesta em duas fases: aguda e cronica. A fase aguda dura
cerca de dois meses com alta parasitemia e pode ser oligossintomatica, apresentando sintomas
como febre, reacdes alérgicas e linfadenopatia, ou assintomatica. Cerca de 20 a 30 % evoluem
para a fase cronica, geralmente décadas depois, os parasitas ficam escondidos no interior dos
tecidos, especialmente cardiaco e muscular do sistema digestorio, causando cardiomegalia
(maioria das vezes), megaesofago e/ou megacélon, por exemplo. Esta doenga pode ser mais
severa em criangas < 5 anos de idade, pacientes imunocromprometidos (principalmente os
acometidos por HIV/AIDS), idosos e individuos infectados com um elevado nimero de
parasitas (DAVANCO et al., 2016; GASPAR et al., 2018)

Mesmo que a doenga tenha sido descoberta a mais de 100 anos, ainda ha a falta de
formulacBes adequadas para o tratamento. Existem somente dois farmacos disponiveis

especificamente para a Doenca de chagas, séo eles: benznidazol (BNZ) e nifurtimox (NFX). O
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benznidazol, farmaco lancado pela Roche (Rodanil ®) em 1972 e no Brasil € produzido pelo
Laboratdrio Farmacéutico Pernambucano (LAFEPE), é o farmaco de primeira linha e Unico
tripanocida aprovado no Brasil (LEONARDI; SALOMON, 2012; LIMA et al., 2011; SILVA
et al., 2009).

2.3 BENZNIDAZOL

O farmaco BNZ, N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida (Figura 3) possui a capacidade
de promover a formacéo de radicais livres e/ou metabolitos eletrofilicos pois o grupo nitro (-
NO>) é reduzido a amino (-NH2) por enzimas nitrorredutase. Este processo, iniciado pela reagéo
catalisada pela NADPH citocromo P450 redutase, leva a formacgéo de um intermediario nitro
radicalar (R-NO2) com subsequente formacgéo de hidroxilamina (R-NHOH). O radical nitro
formado esté envolvido com seu efeito tripanocida através da formacao de ligacdes covalentes
com macromoléculas do T. cruzi (e.g., DNA e citocromo P450). Desta forma, ha 0 aumento da
fagocitose e a lise do T. cruzi através de um mecanismo dependente de interferon-gama (IFN-
Y), € a inibicdo do crescimento do T. cruzi atraves da enzima NADH-fumarato redutase. No
entanto, por ter elevada reatividade, 0 BNZ pode ter efeitos danosos no hospedeiro (SILVA et
al., 2009).

Figura 3 - Estrutura molecular do farmaco benznidazol.
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Fonte: Acervo proprio.

A baixa solubilidade em agua (0,4 mg/mL) do BNZ combinada a alta dosagem de
tratamento (5-7 mg/kg para adultos e 10 mg/kg para criangas) por um longo periodo de tempo
(60 dias) desencadeia uma série de efeitos adversos que incluem hipersensibilidade a luz,
supressdo da medula dssea (trombocitopenia, neutropenia e agranulocitose), linfadenopatia e
neuropatia periférica. Como consequéncia disso, muitas vezes o tratamento é descontinuado
(BERMUDEZ et al., 2016; MORILLA et al., 2004).

Além disso, BNZ é efetivo no inicio da fase aguda e cronica e em infecgdes congénitas,

chegando a 80% de cura na fase aguda e 5 a 20% na fase cronica. Isto porque 0 BNZ néo
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consegue adentrar seletivamente nos tecidos afetados, uma vez que ap6s a absorcao intestinal,
0 BNZ liga-se a proteinas plasmaticas, glébulos vermelhos e distribui-se em muitos tecidos,
impossibilitando a erradicacéo das formas amastigotas (LIMA et al., 2011; MORILLA et al.,
2004; SALOMON, 2012). Assim, faz-se necessario estratégias terapéuticas mais eficazes bem
como o estimulo a pesquisas cientificas na &rea uma vez que este ainda é precario e concentrado

em paises latinos (Figura 4).

Figura 4 - Namero de publicagdes em relagdo aos paises baseados em sistemas de liberagdo contendo benznidazol,
utilizando a base de dados Scopus.
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Fonte: Base de artigos Scopus.

2.4 REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS

O reposicionamento de farmacos é o processo de descobrir, validar e comercializar
medicamentos previamente aprovados para outras indicagcdes. O campo de reposicionamento
de medicamentos esta crescendo rapidamente, devido a promessa de reduzir custos e agilizar
0s cronogramas de aprovagdo (BROWN; PATEL, 2017).

Este método pode ser usado como uma abordagem para encurtar o caminho da pesquisa
e desenvolvimento, pois a farmacocinética e a farmacodindmica dos farmacos ja estdo bem
estabelecidas. 1sso os torna aceitaveis para as autoridades de saude reguladoras, como a Food
and Drug Administration (FDA). Portanto, quando um novo uso terapéutico é identificado para
uma molécula conhecida, pode progredir rapidamente para ensaios clinicos, encurtando o
tempo de validagcdo experimental, e com mais probabilidade de sucesso no mercado
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farmacéutico do que a sintese de novos ativos. Como exemplo bem sucedido de
reposicionamento de farmacos, o ativo sildenafila, inicialmente concebido para o tratamento da
hipertensdo e da doenca isquémica do coracgdo, foi posteriormente aprovado para o tratamento
da disfuncéo erétil (PALOS et al., 2017).

Uma possivel alternativa de reposicionamento para a terapia antichagasica é o farmaco
antifungico posaconazol (POS). Esse é um potente inibidor da biossintese do ergosterol que é
essencial para a construcdo da parede celular do parasita Trypanosoma cruzi, causador da
doenca de Chagas, mostrando significante atividade antiparasitaria in vitro e in vivo
(FRANCISCO et al., 2015; MORILLA; ROMERO, 2015).(MORILLA; ROMERO, 2015).

2.5 POSACONAZOL

O farmaco POS (massa molecular 700,8 g/mol), Figura 5, é um potente antifingico da
classe dos triazois, analogo ao itraconazol, possui amplo espectro de acdo. Sua acao se da pela
inibicdo da enzima esterol 14a-desmetilase (citocromo P51 ou CYP 51), Figura 6a, por interagir
principalmente com o grupo heme da proteina, Figura 6b. Tal citocromo é responsavel pela
manutencdo da membrana celular dos fungos, possuindo atividade antifungica contra espécies
de Aspergillus spp., Blastomyces spp., Coccidiomyces spp., Candida spp., Fusarium spp.,
Histoplasma spp. e Cryptococcus spp (HENS et al., 2016; LEUNG; POULAKQOS; MACHIN,
2015). Comparado a azéis mais antigos (fluconazol, itraconazol e voriconazol), o POS tem um
perfil de seguranca mais favoravel, com menos efeios adversos associados (MOORE; HEALY:;
KRAFT, 2015).

Figura 5 - Estrutura molecular do farmaco posaconazole.
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Figura 6 - Farmaco POS acoplado a CYP 51 (a) e ligado ao grupo heme do citocromo (b).

a
Fonte: Adaptado de LEPESHEVA et al. (2010), PDB 1D 3K10.

Além de sua atividade antifingica, pesquisas comprovam também a atividade do POS
contra Trypanosoma cruzi, com excelente atividade em modelos animais (FRANCISCO et al.,
2015). Tal farmaco é considerado um bom candidato para o tratamento de formas amastigotas
intracelulares das formas T. Cruzi devido ao seu mecanismo de acdo e seu perfil
farmacocinético favoravel. Assim, o farmaco possui promissora atividade na fase crénica do
parasita, na qual ndo existe tratamento satisfatorio disponivel. Além disso, a associacéo de POS
pode produzir acdo sinérgica com o BNZ para promocéao de uma combinacdo terapéutica com
maior acdo anti-chagasica. Isto porque, o0 POS é metabolizado no figado pelas enzimas CYP
3A4, se ligando com mais afinidade a elas do que o BNZ, inibindo a metabolizagdo deste,
permitindo que sua concentragcdo permaceca por mais tempo no organismo (DA SILVA et al.,
2012; DINIZ et al., 2013).

Terapias combinadas para o tratamento da doenca de Chagas tém sido cada vez mais
defendidas como uma forma de melhorar a eficécia e a tolerancia do tratamento. O consenso
tem crescido a favor do uso de esquemas combinados para doengas infecciosas nos ultimos
anos por varias razdes. A combinacao de drogas de diferentes classes quimicas poderia reduzir
as doses dos medicamentos e/ou a duracdo do tratamento, resultando em menos efeitos
colaterais. Essa estratégia também pode reduzir os custos gerais, oferecendo uma opg¢do mais
econdmica. Por fim, a terapia combinada poderia melhorar a eficacia do tratamento de infeccbes
agudas por T. cruzi, com risco de vida, em humanos, como as de pacientes chagasicos,
congénitos ou reativos da doenca de Chagas (MARTINS et al., 2015).

No mercado, 0 POS existe na forma de suspensao oral (Noxafil®) com a dosagem de
40 mg/mL, o qual deve ser tomada junto a alimentacdo para maximizar a absorcao sistémica
pois o farmaco alcanca maiores concentracfes no pH acido devido as suas propriedades
fracamente basicas (pKa 3,6 e 4,6), apresentando a sua forma de maior ioniza¢do (FULE;
AMIN, 2014), Figura 7.
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Figura 7 - Principais formas de ionizacdo do POS de acordo com o pH, obtido por predicdo tedrica. Forma com
dois pontos de ionizagdo (1); forma com um ponto de ionizagéo (2); e forma néo ionizada (3).
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Apesar da elevada potencia, a alta lipossulubilidade (Log P > 3; solubilidade < 1 pg/mL
em agua) é um entrave para a absorcdo do POS. Ele é classificado como Classe 11 (Sistema de
Classificagcdo Biofarmacéutica), indicando reduzida solubilidade e elevada permeabilidade
(MOORE; HEALY; KRAFT, 2015). Desta forma, ha a necessidade do incremento de
solubilidade do POS a fim de melhorar a dissolucdo em solugdo aquosas e, consequentemente,

a biodisdisponibilidade deste.

2.6 ESTRATEGIAS DE MELHORAMENTO DE SOLUBILIDADE

Entre numerosos desafios das formulagbes farmacéuticas, o mais importante esta
relacionado ao incremento de solubilidade dos farmacos hidrofébicos, os quais correspondem
a 40% de novos ativos farmacéuticos. Farmacos fracamente solGveis em agua, com uma
absorcdo lenta do farmaco, conduzem a uma biodisponibilidade inadequada e variavel e a
toxicidade mucosal gastrointestinal, quando administrados por via oral (SAVJANI; GAJJAR;
SAVJANI, 2012; VIMALSON et al., 2016).

Muitas estratégias tém sido empregadas a fim de aumentar a biodisponibilidade de
farmacos de baixa solubilidade correspondendo a um dos aspectos mais desafiadores do
processo de desenvolvimento de medicamentos, especialmente para sistemas de liberacao oral
de farmacos. Para isso, diversas técnicas sdo utilizadas para tal finalidade, as quais variam de

acordo com as propriedades do farmaco em estudo, natureza dos excipientes e da natureza da
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forma farmacéutica pretendida, (SAREEN; JOSEPH; MATHEW, 2012; WILLIAMS et al.,
2013), Figura 8.

Figura 8 - Estratégias mais comuns utilizados para o carreamento de fArmacos para o incremento da solubilidade.
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Fonte: Adaptado de WILLIAMS et al. (2013).

As técnicas de incremento da solubilidade aquosa podem ser categorizadas em
modificaces fisicas, quimicas, entre outras técnicas. Dentre elas estdo a reducdo de tamanho
(nanoemulses, nanocristais,...), alteracfes no habito cristalino (polimorfos, cocristais, misturas
eutéticas, amorfizacdo), ionizacdo de farmacos, complexacao de ciclodextrinas, pré-farmaco,

etc, Figura 8.

2.7 CICLODEXTRINA (CD)

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos constituidos de seis, sete ou oito
unidades de (a-1,4) -D-glicopiranose, dando origem a a-, B- (mais utilizada) e y- ciclodextrina,
respectivamente, Figura 9. Sdo considerados excipientes farmacéuticos que podem solubilizar
farmacos pouco soluveis através da formacdo de complexos droga-ciclodextrina solivel em
agua. Isso porque sua cavidade interna possui caracteristica lipofilica na qual o farmaco pode
ser inserido sem haver, no entanto, o surgimento ou a quebra de ligagcdes covalentes, o que

facilita a dissociagdo do complexo de inclusdo em solucdo aquosa, proporcional a forca de
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interacdo entre os componentes. Além disso, possui favoravel toxicidade em comparagcdo com
outros excipientes farmacéuticos, tais como surfactantes, alguns polimeros solveis em &gua e
solventes organicos, sendo listadas na FDA (Food and Drug Administration) como seguras
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LOFTSSON; BREWSTER, 2012).

Por apresentar um baixo coeficiente de particdo octanol/agua (Log P aproximadamente
entre —3 ¢ 0) e grande nimero de doadores e aceptores de hidrogénio, a CD ndo ¢ capaz de
permear através de membranas biologicas, ndo sendo absorvida pelo trato gastrointestinal
(SHERJE et al., 2017).

Figura 9 - Estrutura molecular e didmetro interno inerentes aos principais tipos de ciclodextrinas.
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Fonte: Adaptado Narayanan e colaboradores (2018).

A encapsulacdo molecular apresenta sucesso ao alterar propriedades fisico-quimicas e
biofarmacéuticas de muitos farmacos, tais como irritacdo, volatilizacdo, estabilidade,
solubilidade e dissolucdo, conduzindo ao melhoramento das formulagbes bem como a
biodisponibilidade das mesmas. Isso reflete o considerdvel aumento de medicamentos
disponiveis no mercado utilizando tal excipiente, como é o caso do variconazol (Vfend®),
itraconazol (Sporanox®), piroxicam (Brexin®), nimesulida (Nimedex®), entre outros (LIN et
al., 2012; LOFTSSON et al., 2005).

As ciclodextrinas podem contribuir no planejamento e na eficacia do carreamento de
ativos farmacéuticos, promovendo a dispersdo dos farmacos na forma amorfa, ndo somente
através de mecanismos associados a interaces inclusivas e ndo inclusivas, mas também a
tendéncia de supersaturacdo dos farmacos dissolvidos bem como na estabilizacdo das solugdes
supersaturadas formadas. Tais propriedades proporcionam vantagens acerca da
biodisponibilidade oral dos farmacos lipossoltveis (LOFTSSON; BREWSTER, 2012).

Atualmente, existem varias tecnicas para a obtencéo dos complexos de incluséo, como:
coprecipitacéo, slurry, malaxagem, liofilizagdo, spray drying, entre outros. Dentre eles, o0 mais
comum, simples e de baixo custo é a malaxagem (ASTRAY et al., 2009; SAVJANI; GAJJAR;
SAVJANI, 2012).
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2.8 ENGENHARIA DE CRISTAIS

A quimica supramolecular definida com “quimica além da molécula” ¢ uma organizagao
de entidades resultantes da associa¢ao de duas ou mais espécies quimicas unidas por interacdes
ndo covalentes. Ela é classificada em duas grandes categorias: engenharia de cristais (em estado
solido) e reconhecimento molecular (em solugdo). A engenharia de cristais € definida como o
entendimento de interacdes intermoleculares no arranjo cristalino para o desenvolvimento de
novos cristais com propriedades fisicas e quimicas desejadas (GADADE; PEKAMWAR,
2016).

Os cristais podem ser formados por um simples componente, como os farmacos amorfos
e polimorfos, ou multicomponentes (estequiométricos ou ndo), como 0s sais, cocristais,
misturas eutéticas, solucbes solidas, hidratos e solvatos os quais dependem da natureza dos
componentes e dos tipos de interacdo entre eles (CHERUKUVADA; ROW, 2014,
DUGGIRALA et al., 2016), Figura 10.

Figura 10 - Representacdo das diferentes formas de estado sélido.
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A motivagdo para criagdo de novas formas solidas de moléculas de farmacos é uma
consequéncia da importancia destas formas para o desempenho de medicamentos
administrados, cujo “coragdo” é quase sempre um solido cristalino. E importante notar que os
solidos amorfos também foram desenvolvidos para utilizagdo em produtos farmacéuticos, mas

a necessidade de satisfazer as especificagdes em termos de estabilidade termodinamica, pureza
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e processamento significa que o farmaco cristalino é geralmente preferido. Isto porque
propriedades fisico-quimicas de uma forma cristalina sdo inerentemente dependentes da
composicdo e do empacotamento das moléculas/ions, assim, exercer o controle sobre tais
fatores poderia, por sua vez, levar ao controle das propriedades. E neste contexto que a pesquisa
de engenharia de cristais foi iniciada quanto aos cocristais farmacéuticos, com o intuito de
melhorar a estabilidade e/ou a solubilidade de substéancias medicamentosas (DUGGIRALA et
al., 2016).

Segundo a Food and Drug Administration (FDA, 2016), cocristais sdo materiais
cristalinos compostos de duas ou mais moléculas diferentes, tipicamente fa&rmaco e formadores
de cocristais ou coférmeros, na mesma rede cristalina. Geralmente, os coférmeros utilizados
sdo componentes inertes, sem atividade farmacoldgica, e devem apresentar forma neutra,
compativel com o farmaco, para a formacao do cocristal, uma vez que eles devem interagir de
forma nao id6nica. Assim, quando ApKa (pKagpase)-pKagcido) > 1, existird substancial
transferéncia de protons resultando na ionizacdo para formacgdo de um sal, ao contrario de
cocristal. Por outro lado, se este resultado for inferior a 1, existird menor transferéncia de
prétons, com maior probabilidade de formacdo do cristal desejado.

Além disso, é importante que os farmacos possuam grupos funcionais capazes de
interagir com coformeros criando synthons supramoleculares (Figura 11) que correspondem a
arranjos espaciais de interagdes intermoleculares baseados na complementariedade dos grupos
funcionais, sendo classificados como homosynthons (entre grupos semelhantes) e
heterosynthons (entre grupos distintos). Tais synthons comumente sdo formados por interaces:
de hidrogénio, pi-pi, van der Walls e de halogénio (SHIRVANI et al., 2015)(NONAPPA et al.,
2013; SATHISARAN; DALVI, 2018).

Figura 11 - Synthons supramoleculares: interacGes pi-pi (a), acido-piridina (b), fenol-piridina (c) e ligagdo de
halogénio (d).
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(a) () () (d)
Fonte: Adaptado de Saha & Desiraju(2016).
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Quando estas interagdes se ddo pela combinacgdo de forma heteromolecular, diz-se que
estas sdo adesivas, e as de forma homomolecular s&o coesivas. Se as interagdes coesivas forem
mais fortes do que as adesivas, a cristalizacdo conduzira para a formacdo de misturas eutéticas
ou solucBes soélidas. Isto porque ocorrerd a inclusdo do menor componente de forma
substitucional ou intersticial no maior componente, sem modificar o perfil cristalino dos
materiais. No entanto, se as adesivas forem mais fortes, haverd a provavel formacgdo de
cocristais com a miscibilidade entre os componentes, modificando o arranjo cristalino destes
(CHERUKUVADA; NANGIA, 2014; CHERUKUVADA; ROW, 2014). Exemplos de
cocristais estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Exemplos de estruturas moleculares de cocristais j& desenvolvidos.
Cocristais Estrutura molecular Referéncia

(BHATT et al., 2009)

Lamivudina:Zidovudina
(1:1)

Itraconazol:&cido (NONAPPA et al., 2013)

succinico (2:1)

Carbamazepina:

hidroquinona (1:1)

T 5
.'j:'T"r"u- ;.!?;rﬁ;';-
- _ _ (AITIPAMULA,
Piroxicam: hidroquinona f\i | %: CHOW: TAN, 2011)
(2:2) SIS ag

Fonte: Autoria propria.

Para a obtencéao dos cocristais, ou cocristalizacdo, alguns métodos podem ser utilizados,
tais como: evaporacdo de solvente, moagem no estado sélido, moagem assistida por liquido,
slurry, cristalizacéo por fuséo, cristalizacéo por spray, fluido supercritico, entre outros. Dentre
eles, a moagem assistida por liquido (liquid assisted grinding - LAG) é a mais utilizada por ser

considerada 0 método mais eficiente para a formacéo de cocristais. A técnica envolve a adigédo
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de pequena quantidade de solvente aos solidos secos, antes do inicio da moagem, e deve
persistir ao longo do processo (KARIMI-JAFARI et al., 2018).

Diante disso, como os cocristais sdo uma nova forma cristalina, eles possuem vantagens
regulatdrias préaticas particulares que tém uma base cientifica solida. A combinacdo e ligacdes
quimicas farmaco-coférmero de forma estequiométrica, distinguindo-os da mistura fisica
simples, satisfaz os requisitos de novidade. Além disso, as melhorias na solubilidade,
velocidade de dissolucéo, biodisponibilidade e estabilidade do farmaco, oferecem evidéncias
efetivas de utilidade e aplicacdo industrial de cocristais (GADADE; PEKAMWAR, 2016).

2.9 DESEMPENHO DE DISSOLUCAO DE SISTEMAS DE LIBERACAO

E importante ndo confundir solubilidade e dissolucéo. A solubilidade corresponde a um
parametro termodindmico em que a entropia e a entalpia sdo fatores importantes para se
determinar a espontaneidade do processo, em que as interacdes entre soluto-solvente é mais
forte que soluto-soluto, até a mistura alcancar o estado de equilibrio dindmico. A velocidade
com que isso ocorre se refere ao fenbmeno cinético conhecido como dissolugdo. Ambos 0s
fatores sdo importantes para o efeito terapéutico esperado, uma vez que o farmaco precisa estar
em solucéo para ser absorvido (BABU; NANGIA, 2011).

Embora tenham sido desenvolvidas muitas opg¢des inovadoras para o carreamento de
farmacos de baixa solubilidade, novos e confiaveis testes in vitro como predicdo da dissolucdo
in vivo, a precipitacdo e/ou absorcdo do farmaco a partir destas formulacdes necessitam de
desenvolvimento adicional. A dissolucdo tradicional usando o equipamento de pa ou cesto é
normalmente utilizada para avaliar a qualidade do produto e prever mudancas na liberacéo do
farmaco que podem afetar o desempenho in vivo dos produtos orais, mas ndo mudou
radicalmente desde a década de 1970. As limitacGes da abordagem tradicional da dissolucédo
sdo de particular relevancia para drogas de baixa solubilidade com suas propriedades
biofarmacéuticas desafiadoras (KOSTEWICZ et al., 2014).

Uma estratégia atrativa para melhorar a biodisponibilidade oral é a utilizagdo de uma
formulacdo que cria supersaturacdo no ambiente gastrointestinal. Se as concentragbes do
farmaco forem mantidas muitas vezes superiores a solubilidade termodindmica durante um
periodo de tempo suficiente, pode esperar-se uma absorcéo e permeacdo melhorada. Aliado a

isso, existe a necessidade reduzida de incorporar grandes quantidades de excipientes que
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melhoram a solubilidade, o que pode resultar num perfil de toxicidade mais baixo do veiculo
(MELLAERTS et al., 2008).

De acordo com Beverage e colaboradores (2013), a avaliacéo in vitro da supersaturacéo
envolve essencialmente a inducdo da supersaturacdo no meio de interesse e a avaliacdo das
concentragdes do farmaco em solucdo em funcdo do tempo (Ct). Neste caso, a concentra¢dao do
farmaco pode ser expressa em relacdo a solubilidade ou concentragdo de equilibrio ou saturagdo
(Cs) como o grau de supersaturagao (DS) ou o indice de supersaturagao (o), expressa a seguir
na Eq. (1):

DS=C¢ 1)
Cs
A quantificacdo da supersaturacdo permite identificar a extensdo da saturacao (DS <1.:

subsaturada, DS = 1: saturada, DS> 1. supersaturada) como uma medida da tendéncia
termodinamica para a precipitacdo. Além disso, a inclusdo de excipientes farmacéuticos, tais
como polimeros, surfactantes e ciclodextrinas, que retardam a precipitacdo pode estabilizar a
supersaturacédo in vitro. A potencial capacidade de inibicdo da precipitacdo de um excipiente
pode ser expressa como o fator de ganho de excipiente, representando o aumento na AUC da
curva da dissolucdo na condicéo supersaturada alcancado com a sua inclusdo (BEVERNAGE
etal., 2011, 2013).

Os ensaios de dissolucdo in vitro, em que se objetiva avaliar o desempenho das
formulacbes em desenvolvimento antes de realizar os estudos em animais, devem ser
desempenhados em condi¢do supersaturada ou ndo-sink, a qual permite a visualizacdo dos
eventos de supersaturacdo, nucleacéo e cristalizacdo do farmaco em solucéo, além de ser uma
simulacdo do sistema fisiologico mais adequada do que a condicdo subsaturada ou sink
(concentracdo do farmaco mantida, pelo menos, trés a cinco vezes menor que a sua
solubilidade) devido ao pequeno volume encontrado no trato gastrointestinal. O calculo do Sink
Index (SI) leva em consideracdo a concentracdo de saturacdo do farmaco no meio de dissolugédo
(Cs ), o volume a ser utilizado no meio de dissolucdo (V) e a dose do farmaco presente na
formulacéo a ser testada, representada na Eq. (2). Para a obtencdo de uma condigéo sink, o Sl
deve ser maior que 10, equivalente ao nimero de vezes acima da solubilidade de equilibrio
(SUN; JU; LEE, 2012).

SI= CsxV (2)
dose
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3. DESENVOLVIMENTO: MATERIAL, METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ARTIGO 1: INFLUENCIA DA CICLODEXTRINA NA ESTABILIDADE, LIBERACAO
E ATIVIDADE DO POSACONAZOL: MELHORANDO A UTILIDADE DO FARMACO

3.1.1 Introducéo

As aplicagdes farmacéuticas de ciclodextrinas (CD) naturais (a-, B- ¢ y-) € Seus
derivados tém sido utilizadas para aumentar a solubilidade, melhorar as propriedades
organolépticas, aumentar a permeacao e estabilidade dos farmacos, resultando em maior vida
util do produto e biodisponibilidade dos farmacos. Em comparacao a outros excipientes, os CDs
apresentam biocompatibilidade além de serem capazes de reduzir a toxicidade de varios
medicamentos (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018; VYAS; SARAF; SARAF, 2008).

Em alguns casos, um aumento na estabilidade quimica é também observado apés a
adicdo de CDs a formulacgdes de farmacos, conforme descrito por Pourmokhtar e Jacobson
(2005), os quais relataram aumento da meia-vida do sulfametoxazol e trimetoprima quando os
mesmos foram submetidos a estresse oxidativo em presenca da CD. No entanto, Hong, Shah,
Mcgonagle (2011) realizaram estudo comparativo sobre os efeitos de varios derivados $-CD
sobre a degradacdo oxidativa da ziprasidona evidenciando como o comprimento da cadeia
lateral e a tendéncia a doacdo de elétrons podem afetar o efeito catalitico da complexacgédo
farmaco-CD, na seguinte ordem de degradagdo : CEbCD> SBEbCD> HPbCD> RMbCD> f3-
CD.

O farmaco posaconazol (POS) € um potente antifungico da classe dos triazois, analogo
ao itraconazol, possui amplo espectro de a¢do. Sua acdo se da pela inibicdo da enzima esterol
14a-desmetilase (citocromo P51 ou CYP 51) que é responsavel pela manutencdo da membrana
celular dos fungos, possuindo atividade antifingica contra espécies de Aspergillus spp.,
Blastomyces spp., Coccidiomyces spp., Candida spp., Fusarium spp., Histoplasma spp. e
Cryptococcus spp (HENS et al., 2016; LEUNG; POULAKOQOS; MACHIN, 2015), além de
pesquisas comprovarem sua atividade contra Trypanosoma cruzi (FRANCISCO et al., 2015).
Mas apesar de sua potencia, a alta lipossulubilidade (Log P>5) é um entrave para a absorc¢éo do
farmaco. Desta forma, h4 a necessidade do incremento de solubilidade do POS a fim de
melhorar a dissolucdo e, consequentemente, a sua biodisdisponibilidade (TANG et al., 2016).

Uma estratégia atrativa para melhorar a biodisponibilidade oral é o uso de uma
formulacdo que crie supersaturagdo no ambiente gastrointestinal. Se as concentrac6es da droga

forem mantidas muitas vezes maiores do que a solubilidade termodindmica por tempo
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suficiente, pode-se esperar absor¢do e permeacdo melhoradas. Além disso, existe uma
necessidade reduzida de incorporar uma grande quantidade de excipientes que melhoram a
solubilidade (MELLAERTS et al., 2008).

Os testes de dissolucdo in vitro, quando realizados antes dos estudos em animais, devem
ser realizados em condic¢Oes supersaturadas, que permitem a visualizagcdo dos eventos de
supersaturacao, nucleacdo e cristalizacdo do farmaco em solucéo. Além disso, tais condi¢Bes
promovem melhor simulacdo do sistema fisioldgico do que a condigdo nao saturada devido ao
pequeno volume encontrado no trato gastrintestinal (SUN; JU; LEE, 2012).

Baseado no exposto, este trabalho objetivou o desenvolvimento do complexo de
inclusdo de B-CD e POS avaliando a influéncia do B-CD nas propriedades dos farmacos. O
desempenho da POS foi analisado em relacdo a degradacdo cinética assistida por simulagéo
computacional, taxa de dissolucdo em condi¢bes saturadas e supersaturadas, bem como

atividade antifungica in vitro.

3.1.2 Material e métodos

3.1.2.1 Material

O farmaco posaconazole (POS) foi adquirido da Vanguard® e o benznidazol (BNZ) foi
fornecido pelo Laboratério Farmacéutico Pernambucano (LAFEPE, Brasil). Os solventes e
reagentes utilizados foram de grau analitico. A agua foi purificada por sistema Milli-Q Plus
(Millipore®), e valor de resistividade de 18.2 MU.cm a 25°C.

3.1.2.2 Obtencéo dos complexos

Primeiramente, foi estabelecido a propor¢do da 2:1 (mol:mol) para B-CD, como
estabelecidos por diagrama de solubilidade anteriormente realizado por Tang e colaboradores
(2016). A mistura fisica foi preparada como referéncia e ambos os componentes misturados
utilizando vortex (Marconi®) durante 20 min (SOARES-SOBRINHO et al., 2012). O complexo
foi obtido por meio da técnica de malaxagem em que foi utilizado uma mistura hidroalcoodlica
de etanol:4gua (3:1, v:v) utilizando grau e pistilo durante 45 min, mantendo-se a consisténcia

de pasta. Em seguida, as amostras foram secadas a 30°C por 24 h. (RIBEIRO et al., 2008).
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3.1.2.3 Caracterizagao

B-CD, POS, MF e MX foram analisados utilizando técnicas analiticas. A estrutura
cristalina ds materiais foram avaliados por difracdo de raio-X (DRX) utilizando equipamento
LabX - XRD 600 (Shimadzu®) com corrente d 30 mA, voltagem de 40 kV e radiagdo CuKa.
A andlise foi realizada com 26 na faixa de 5 a 50° na razdo de 2°/min.

Possiveis interagdes entre -CD e POS foram avaliados por espectroscopia na regido do
infravermelhor por transformada de Fourier (FTIR) utilizando equipamento Spectrum
(PerkinElmer®, Model 1600) com reflectancia total atenuada (ATR). Estabeleceu-se a faixa de
analise de 650 a 4000 cm?, resolucéo de 4 cm™ com 16 scans.

O comportamento térmico das amostras foram avaliados por calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) e termogravimetria (TG) utilizado equipamento SDT Q600 V20.9 (TA
instruments®). Cada amostra (aproximadamente 5 mg) foi inserida em paneda de aluminio,
posteriormente selada, sob atmosfera de nitrogénio (100 mL/min) na razéo de 10°C/min. A
calibracdo foi devidamente realizada utilizando oxalato de calcio mono-hidratado. Os dados
foram analisados por cristalinidade relativa do farmaco (RDC) e eficiéncia de inclusdo (El),
como descrito por LI; XU (2010). O RDC para MF e MX foram estimados por meio da razéo
entre a entalpia do ponto de fusdo da amostra (AHsam) ¢ do farmaco puro (AHd), de acordo

comaeg. (1):

AHsam (1)

RDC (%) = === x 100%

O El do POS foi ainda estimado diretamente pela eq. (2):

AHd — AHsam

1E (o) =G

x100% = (1 — RDC)x 100% (2

A morfologia superficial das amostras foram visualizadas por microscopia eletronica de
varredura (MEV) em equipamento FEI (QUANTA FEG 250®). As amostras foram inseridas
em fitas de carbono e cobertas por camada de ouro durante 15 min. Fotomicrografias foras
capturadas a 5 kV com a magnitude de 2500 vezes. Tamanho de particulas foram obtidos com

auxilio do programa ImageJ.
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3.1.2.4 Ensaio de estabilidade

Para avaliar a estabilidade do POS na auséncia ou presenca de CD, realizou-se a
degradacdo oxidativa do farmaco. Esta condicdo foi selecionada devido a grande
suceptibilidade do fa&rmaco (YANG et al., 2016). Inicialmente, 1 mg farmaco foi solubilizado
em 10 mL metanol, completando-se o volume de 25 ml com peroxido de hidrogénio a 3%. MX,
com massa de POS correspondente, foi misturado a 10 mL de agua purificada e completada
para 25 mL com a solucdo de peroxido de hidrogénio 3%. Aliquoras foram reiradas nos tempos:
0, 30, 60, 120, 240, 480, 690, 840 e 1500 min.

O percentual de POS foi mensurado utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detectos de fotodiodo (CLAE-DAD) e coluna Discovery® Cg (250 x 4,6 mm) com
tamanho de paticula de 5 um. A fase mével foi composta por de metanol (grau HPLC):agua
purificada (75:25) com velocidade de fluxo de 1 mL/min. As andlise foi realizada sob
comprimento de onda de 260 nm (GARCIA; COSTA; MENDEZ, 2012).

A degradacdo foi analisada utilizando a média dos perfis de decaimento do farmaco por
meio da cinética de zero, primeira e segunda ordem, exibido na Tabela 1, a fim de determinar

a coeficiente de determinacéo (R?).

Tabela 1 - Ordens cinéticas utilizadas para a analise do perfil de degradacdo do POS.

Ordem cinética Formula ti2 t90%
Zero C=Co—kit Co/ 2k (0,1 x Co) / k
Primeira log C =log Co — k.t 0,693/ k 0,16/ k
Segunda 1/C=1/Co + k.t 1/ Co x k 1/ Cox k

Legenda: C (concentracdo final), Co (concentracdo inicial), k (constante de reacdo), t (tempo), ti2 (tempo de meia-
vida), teos (tempo de vida util).
Fonte: Sinko (2008).

3.1.2.5 Dinamica molecular

Para observar as interacfes quimicas entre POS e B-CD célculos computacionais foram
realizados através do programa GAUSSIAN 09 (FRISCH et al., 2016) e GROMACS 53A6 As
estruturas de POS e 3-CD foram obtidas do Automated Topology Builder (ATB) e os sistemas
construidos de acordo com o0s parametros experimentais. Foram construidos dois sistemas, um

em presenca e outro na auséncia de B-CD. O tempo total de simulacéo para todos os sistemas
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foi de 100 ns, a 298 K e 1 bar de presséo. Os resultados foram avaliados em termos de estrutura
e interagdes de pontes de hidrogénio

3.1.2.6 Solubilidade de equilibrio

Para determinacgdo da solubilidade maxima dos complexos, solubilizou-se 55 mg de -
CD em 5 mL de tampéo fosfato pH 6,8 + 0,5 e, posteriormente, adicionou-se POS em excesso.
Esse sistema foi agitado a 200 rpm por meio de uma incubadora shaker SL 222 (Solab®) a 37
+ 1°C durante 2 dias, de acordo com FIGUEIREDO et al. (2017) e adaptacdes. O sobrenadante
foi centrifugado a 3500 rpm por 3 min e, em seguida, mensurado em espectrofotometria UV-
Vis a 260 nm (Varian Cary® 50).

3.1.2.7 Ensaio de liberacéo

Os perfis de liberacdo foram obtidos por experimentos de dissolucdo condicGes de
saturacdo e supersaturacdo. O ensaio de liberacdo na primeira condicdo foi realizado em
dissolutor VK 7000 (VARIAN®) equipado com aparato 2 (pa), sob agitacdo de 100 rpm a 37
+ 1°C. 2 mg da massa corresponde de POS foi utilizado em todas as amostras e inseridos em
cubas contendo 400 mL de tampéo fosfato pH 6,8 + 0,5. Aliquotas de 1 mL foram retiradas nos
tempos 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 e 120 min e analisadas a 255 nm por meio de espectrofotémetro
UV-Vis.

A supersaturacao foi previamente estabelecida pelo Sink index (SI) expresso na Eq. (3):

SI= CsxV (3)
dose

onde Ceq corresponde a solubilidade de equilibrio (se¢do 2.6) do farmaco cristalino no meio de
dissolucdo, V é o volume do meio e dose esta relacionada a quantidade do farmaco no amostra
(SUN; LEE, 2015). O SI foi mantido em 0,03 e a dose ajustada de acordo com Ceq do POS
(FIGUEIREDO et al., 2017). O volume de tampéo fosfato pH 6,8 + 0,5 utilizado foi de 10 mL,
sob agitacdo de 100 rpm a 37 + 1°C em agitador magnético (Fisioton®). A massa
correspondente a 18 mg de POS foi utilizada e aliquotas foram retiradas nos tempos de 3, 10,
18, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 1080 e 1440 min e, posteriormente, centrifugadas a 3500 rpm por
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3 min. 30 pL do sobrenadante foi diluido em 570 pL de meio e detectado a 255 nm em
espectrofotometro UV-Vis.

Baseado na area sob a curva (ASC) dos perfis de liberacdo, na condicdo de
supersaturacdo, foi possivel estabelecer o fator de supersaturacéo (FS), o qual representa a
proporcdo do aumento desta ASC em comparagdo a area de saturacdo (BEVERNAGE et al.,
2013), representada pela seguinte Eq. (4):

SF = (&rea supersaturada + area saturada) / area saturada 4

3.1.2.8 Viabilidade antifungica

A metodologia foi realizada de acordo com as orientacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (M27-A2 e M38-A) (NCCLS/CLSI, 2002a, 2002b). Para preparacdo dos
indculos, as culturas dos fungos Aspergillus niger (cepa URM 6795), Candida parapsilosis
(ATCC 22019) e Candida tropicalis (URM 4262) foram preparadas 24h antes. Uma coldnia de
cada uma das culturas foi removida e transferida para um tubo contendo 10 mL de NaCl a
0,85%. A densidade dptica foi analisada a fim de ajustar a turbidez para a escala de McFarland
(1 a 5 x 10) utilizando espectrofotometro UV-Vis em um comprimento de 530 nm, turbidez
deve ser aproximadamente 0,1 para todas as cepas. Subsequentemente, as diluicGes de 1:50 e
depois 1:20 (apenas para as espécies de Candida) foram realizadas com o meio de cultura.

Com o intuito de analisar a influéncia da supersaturacao na atividade antifngica, o teste
de difusdo em disco foi realizado concomitantemente ao ensaio de dissolugdo na condigéo de
supersaturacdo. Os indculos ajustados para a escala de McFarland, anteriormente citado, foram
semeados em placas de Petri contendo agar Muller Hinton (Kasvi®) por meio de swab estéril.
Os discos foram entdo impregnados com 20 pL da aliquotas referentes aos tempos de coleta (3,
30, 60 e 120 min) e, posteriormente, inseridos na superficie do dgar semeado com as culturas

estabelecidas.
3.1.3 Resultados e Discussao
Na Figura 1, foram evidenciados os espectros obtidos por meio do FTIR a fim de

analisar as interagdes quimicas existentes no material. Embora MF e MX estivessem em

proporcOes equimolares, eles apresentaram diferentes intensidades quanto ao estiramento do
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grupo carbonil (C=0) em 1685 cm™, inerente & molécula de POS (FIGUEIREDO et al., 2017).
Em MX, tal banda reduziu em cerca de 71,3% e 79,3% em relacdo a MF e POS, respectivamente
(RIBEIRO et al., 2008). Isso sugere que a insercdo do molécula do farmaco no interior da -
CD.

Figura 1 - Espectros dos materiais f-CD, POS, MF e MX obtidos por FTIR.
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Fonte: Autoria propria.

Em MX, a reducdo da intensidade (Figura 1) foi ainda visualizada em 1230 e 1509 cm”
! referente as deformagcdes axiais de C-F e CO-N nas extremidades da molécula, mais provaveis
de interacdo com a ciclodextrina. Além disso, a bandas em 1130 cm™, referente a deformagéo
axial assimétrica de C-O-C, em 1395 cm™, relacionada a deformagdo angular de O-H, e entre
3000 e 3100 cm™?, referente a deformacdo axial de C-H, desapareceram sugerindo a incluséo
destas regides no interior da B-CD.

Em adicdo, devido as possiveis interacbes, MX apresentou a amorfizacdo de sua
estrutura antes cristalina, como evidenciado pelos difratogramas na Figura 2, ocorrendo a
captura e a distribuido da energia infravermelha entre 0s grupos quimicos vizinhos
(FIGUEIREDO et al., 2017). Tal fenémeno promove o alargamento das bandas deste material
em relacdo & MF.

Para a analise especifica da cristalinidade das amostras, na Figura 2, o difratograma do
POS foi composto de multiplos picos cristalinos caracteristicos em 7,7°, 9,9°, 17,8°, 19,4° e
20° . B-CD também apresentou caracteristica cristalina com pico principal em 12,5°.
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Figura 2 - Difratogramas do B-CD, POS, MF e MX.
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Fonte: Autoria propria.

Ao analisar a amostra MF, Fig. 2, nota-se picos inerentes a 3-CD e ao POS refletindo a
superposicdo das caracteristicas cristalinas de ambos. J& para MX foi observado o
desaparecimento dos picos de difracdo inerentes aos materiais de partida, evidenciando a
amorfiza¢do do complexo devido a dispersdo do POS no estado molecular com a B-CD,
indicando a possivel formacdo do sistema complexo (PATEL; RAJPUT, 2009). Esse fato
corrobora com as imagens obtidas por microscopia (Figura 3) onde foi possivel visualizar a

morfologia superficial dos materiais.

Fonte: Autoria propria.
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Na Figura 3, evidencia-se a superficie irregular da 3-CD em blocos em contraste com a
do farmaco que se apresentou como cristais afilados e bem definidos, com tamanhos médio de
14,8 ¢ 10,6 um, respectivamente. Na imagem referente a MF nota-se a presenca das
caracteristicas superficiais bem definidas tanto de p-CD como de POS, corroborando com as
andlises anteriores. J& em MX, houve a completa distin¢do das morfologias apresentados pelos
componentes isolados adquirindo caracteristica uniforme, &spera e amorfa, além de expressiva
redugdo do tamanho de particula para 7,4 um, em média.

Os dados de analise térmica foram gerados por meio de DSC, TG e DTG dos materiais,
expostos na Figura 4. Nos dados de DSC do POS, observou-se a presenca de dois eventos, fig.
4(a). O primeiro foi de caracteristica endotérmica, o qual ocorreu entre 163 e 203 °C (méx.170
°C), correspondente a fusao do farmaco com entalpia de 20,3 J. O segundo aconteceu entre 372
e 456 °C (méax. 419 °C) e foi de caracteristica exotérmico inerente a decomposi¢do do POS
(FULE; AMIN, 2014). O farmaco apresentou ainda um evento endotérmico discreto em 133 °C
relacionado a fase de transi¢do nematica (cristal liquido) que ocorre comumente na familia dos
triazéis (ADRJANOWICZ et al., 2013).

Figura 4 - Dados de DSC (a), TG e DTG (b) dos materiais.

(a) B-CD POS MF MX (b)

Exo
— -

347 907
< 165 1

363 804
70
322

60

504

40

2
o
v
Perda de massa (%)

304

DTG (%/°C)

Fluxo de calor (w.a.)

204

200 250 300 350 400 450 S00
10+ T'emperatura (°C)
I E e e e IR e Ee e e e IS R s w 77—

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 5350
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fonte: Autoria prépria.

Quanto ao DSC do B-CD, Figura 4(a), foram observados dois eventos correspondentes,
um a perda de 4gua (max. 98 °C) e outro a decomposi¢do do oligossacarideo (max. 335°C)
(PATEL; RAJPUT, 2009).
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Em relacdo a MF, Figura 4(a), observou-se que inicialmente houve um evento referente
a perda de moléculas de &gua, provavelmente, originarias da B-CD. Outro evento de
caracteristica endotérmica, com maximo 169 °C, foi relacionado ao ponto de fusdo do POS.
Desta forma, observa-se que o perfil do DSC da MF apresentou eventos iniciais semelhantes
aos materiais de partida.

Em MX, Figura 4(a), o primeiro evento envolveu menor energia em relacdo a MF devido
a inferior perda de agua, sugerindo a interacdo entre -CD e POS, o qual foi inserido em espacos
antes ocupados por moléculas de dgua. Além disso, o segundo evento ocorreu entre 157 e 176
°C evidenciando a antecipacao evento de fusdo comparado ao do POS isolado. Tal fendbmeno
confirma a hipdtese de interacdo entre os materiais.

Baseado na entalpia gerada pelos eventos de fusdo dos materiais, foi possivel mensurar
a cristalinidade pelo célculo do RDC, Eq. (1), para o qual foram admitidas as entalpias 20,3,
7,8 e 2,3 para POS, MF e MX, respectivamente. Para MX, o RDC calculado foi de 11,3%
guando relacionado ao farmaco. Ao comparar com MF, o RDC de MX foi de 29,6 %,
evidenciando a reducédo significativa da cristalinidade do complexo formado, que indica a
amorfizacdo do farmaco ocasionada pela dispersdo deste na ciclodextrina.

Além disso, pode-se inferir a eficiéncia de inclusdo dos materiais, foi utilizada a Eq. (2)
por meio dos dados obtidos pelo DSC. Considerando como o pico de POS apresentado em MF
como 100%, por se tratar da simples mistura entre 0s componentes, determinou-se E1% de MX,
o qual indicou 70,4% de POS encapsulado no interior da ciclodextrina evidenciando um método
de obtencdo eficiente.

Sobre a decomposicdo dos materiais, MF apresentou similaridade com a B-CD, ambos
com temperatura inicial em 290 °C, com a perda de massa de 74,2 e 78,7 %, respectivamente,
visualizadas na andlise de TG, Figura 4(b). Na curva DTG foi possivel observar um “ombro”
apos o inicio do fendmeno em questdo, referente ao POS, evidenciando a heterogeneidade do
material.

Quanto a decomposicdo de MX, Figura 4(a), observou-se que o evento teve inicio em
torno de 304 °C, superior ao apresentado por MF, com perda de massa de 88 %. Tal
deslocamento foi visualizado, ainda, pela curva DTG, na qual a temperatura maxima foi em
356 °C evidenciado por um pico homogéneo, sugerindo a dispersdo dos materiais promovida
pela uniformidade ao sistema, Figura 4(b). Esse fato indica o incremento da estabilidade

térmica, relacionada a $-CD, ao contrério do visualizado em MF.
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A fim de avaliar a estabilidade do farmaco na presenca e na auséncia de B-CD, as
amostras submetidas a estresse oxidativo tiveram os cromatogramas expostos na Figura 5. Foi
notavel a reducéo da proporcao de produto de degradacdo (PD) em MX, Figura 5(b), no tempo
de retencdo de 4,4 min, evidenciando o aumento da estabilidade oxidativa do POS na presenca
de B-CD.

Figura 5 - Cromatogramas do POS (a) e MX (b) bem como o farmaco degradado ap6s ensaio de degradacdo
oxidativa.
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Fonte: Autoria prépria.

Desta forma, foi possivel realizar o estudo cinético da degradacdo oxidativa do POS
quanto aos modelos de zero, primeira e segunda ordem (Figura 6). De acordo com Hong; Shah;
Mcgonagle (2011), a complexacdo com ciclodextrinas mimetizam a acdo de enzimas pela
ligacdo e blogqueio da molécula em uma posi¢do conformacional especifica facilitando a
interacdo de moléculas hospedeiras e a cavidade da CD, afetando o efeito catalitico do peréxido
hidrogénio.



45

Figura 6 - Cinética de degradagdo na auséncia e na presenga de 3-CD sob condic¢Bes de estresse oxidativo avaliados
por zero (a), primeira (b) e segunda (c) ordem.
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Fonte: Autoria propria.

No estudo de degradacdo cinética foi observado que ambos 0s materiais apresentaram
maior relacdo com a segunda ordem de reacdo (Tabela 2). Este fato estd em acordo com
pesquisa realizada por Tang e colaboradores (2016) a qual evidenciou o equilibrio dindmico
tendendo a cinética de segunda ordem para a formacdo e dissociacdo dos complexos com a
formagédo de complexos B-CD:POS (2:1) em alta concentragdo de CD. Assim, a ordem de

degradacdo esta correlacionada com a dissocia¢do do farmaco propiciando sua degradacao.

Tabela 2 - Pardmetros obtidos a partir das cinéticas de reacdo aplicadas a degradacdo do POS.

Parametros
Ordem cinética
R? k (%/h) ti (h) tooses (h)

Zero POS 0,686 1,72 28,94 571

CD/POS (MX) 0,854 1,39 35,81 7,19
Primeira POS 0,750 0,01 69,3 16

CD/PQOS (MX) 0,896 0,007 99 22,86
Sequnda POS 0,811 3,44 x 10 29,20 3,22

g CD/POS (MX) 0,931 2,15 x 10 46,51 517

Fonte: Autoria propria.

Entretanto, na presenca de B-CD foi capaz de aumentar a estabilidade do POS em

condigéo de estresse oxidativo mensurado pelo incremento no ty2 (29,2 para 46,61 h) e no tgos
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(3,22 para 5,17 h) e pela reducéo na velocidade de reacéo (3,44 x 10 para 2,15 x 10 %/h),
Tabela 2. Como reportado por Popielec & Loftsson (2017), na maioria dos casos Ksarmaco € maior
que K cp:farmaco, @ssim, a complexacdo com CD estabiliza o farmaco, aumentando o tgoe do
produto.

De acordo com Yang e colaboradores (2016), POS gera trés produtos de degradagéo
(PD) quando submetido ao estresse oxidativo (PD I, PD Il e PD Ill) os quais se referem a
insercdo de atomos de oxigénio no anel piperazinico, localizado no meio da molécula de POS,
Figura 7. Devido ao aumento da estabilidade do POS em presenca de B-CD, sugere-se que a
complexacdo com CD em ambas as extremidades promovem a protecdo do farmaco reduzindo

a disponibilidade de sitios ativos para o ataque do peroxido de hidrogénio.

Figura 7 - Posaconazol e produtos de degradacdo obtidos em condi¢des de estresse oxidativo.
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Para maior entendimento de como esse processo ocorre, a analise da degradacéo
utilizando abordagens de simulagdo computacional foi realizada. Nesta andlise, foi visualizado
que POS mantem uma forma linear na auséncia de B-CD (Fig. 8a). Entretanto, o complexo de
inclusdo formado conduziu a mudangas conformacionais gerando uma estrutura flexionada,
Figura 8(b). Este é um comportamento natural uma vez que as estruturas moleculares tendem a

manter um estado de menor energia a fim de favorecer as interagdes entre as moléculas (Pal et
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al., 2016). Neste contexto, o POS adaptou sua geometria em fungdo da complexagdo com [3-
CD.

Figura 8 - Conformac@es inicial (0 ns) e final (100 ns) baseadas na simulagdo computacional do POS isolado (a)
e complexado (b) com B-CD. Perdxido de hidrogénio e moléculas de dgua foram ocultadas.
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Fonte Autoria propria.

Atraves da simulacdo, pode-se ainda observar que o 3-CD atua como um agente protetor
do farmaco mantendo-o complexado ao longo do tempo. Assim, observa-se 0 aumento
expressivo da distancia média entre as moléculas de perdxido de hidrogénio e os atomos de
nitrogénio do anel piperazinico (identificados na Fig. 8a) do fA&rmaco complexado. A distancia
final média para o complexo de inclusdo é de 2,5 nm, Figura 9(a) apresentando maior

espacamento em relacdo ao farmaco isolado (1,5 nm), Figura 9(b).

Figura 9 - Distancia entre moléculas de peroxido de hidrogénio e d&tomos de nitrogénio do anel piperazinico — N1
(vermelho) e N2 (preto) — antes (a) e depois (b) do estresse oxidativo.
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Fonte: Autoria propria.
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Em relacdo ao nimero de ligacBes de hidrogénio (Figura 10), o N1 é capaz de captar
maior numero de ligacdes comparado ao N2 ao longo do tempo de andlise, realizando, cada
um, oito e quatro ligaces, respectivamente, Figura 10(a). No entanto, na presenca do complexo
de incluséo, Figura 10(b), este nimero € notavelmente reduzido para apenas um em ambos 0s
nitrogénios, evidenciando a menor viabilidade de interagdo com o peroxido, dificultando a

formagéo de produtos de degradacéo.

Figura 10 - Numero de ligagBes de hidrogénio entre moléculas de perdxido de hidrogénio e 4tomos de nitrogénio
do anel piperazinico — N1 (vermelho) e N2 (preto) — antes (a) e depois (b) do estresse oxidativo.
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Fonte: Autoria propria.

Para avaliar o desempenho do farmaco, o ensaio de liberagcdo foi conduzido em

condicdes de saturacdo e supersaturacdo, como visualizado na Figura 11.

Figura 11 - Perfil de liberacdo do farmaco utilizando as condic6es de saturacdo (a) e supersaturacéo (b) em tampéo
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Fonte: Autoria propria.

Na liberagéo utilizando a condicao saturada, Figura 11(a), MF demonstrou 0 aumento

gradual da porcentagem de POS devido a interagdo com B-CD solubilizado no meio de
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dissolugdo, alcangando 60% de liberacdo em 120 min. J& em MX, POS foi rapidamente
dissolvido devido a prévia formacdo do complexo, alcancando 100 % de dissolugdo nos
primeiros 5 min. Isto evidencia que o complexo aumentou a velocidade de dissolucdo do
farmaco comparado ao POS isolado e a MF.

Entretanto, o uso da condigéo saturada facilita a dissolu¢do dos materiais no meio, uma
vez que ha volume suficiente para a maxima solubilizagdo do farmaco. Quando essa capacidade
de solubilizacéo é reduzida, o farmaco no estado amorfo alcancara facilmente a supersaturacdo
ao contrario da forma cristalina, permitindo, assim, a melhor discriminacdo entre eles. Além
disso, de acordo com Hens e colaboradores (2016) e Van Speybroeck e colaboradores (2009),
a condig&o saturada, ou abaixo da saturagdo, ndo correlaciona satisfatoriamente com a liberagéo
in vivo causada por bases fracas, como € o caso do POS (pKa = 3,6 e 4,6). Farmacos com essa
caracteristica podem supersaturar em fluidos intestinais depois da transferéncia gastrica,
baseada no gradiente de solubilidade entre o estdmago (farmaco mais soltvel) e intestino
delgado (menor solubilidade). Assim, se a concentragdo do farmaco se mantiver mais elevada
do que a solubilidade termodindmica, maior absorcdo pode ser esperada.

Na Figura 11(b), observou-se que em MX, POS foi capaz de alcancar a supersaturacao
com maximo em cerca de 55 pg/mL (10 min) comparado ao MF. Esse apresentou aumento
gradual da concentracdo, semelhante ao representado na Figura 11(a). A presenca do farmaco
amorfo em MX conduziu ao rapido inicio de supersaturacdo resultando na liberacdo imediata
do POS. Posteriormente, a concentracdo de POS declinou rapidamente até alcancar o equilibrio
em 60 min, o qual esta relacionado ao equilibrio dindmico entre o farmaco livre e complexado
com a B-CD (mecanismo de associagdo-dissociagdo). Tal comportamento foi explicado por Sun
& Lee (2015), os quais reportaram que a solubilidade de farmacos pouco soltveis ¢ melhorada
pela rapida dissolugdo do carreador e do farmaco amorfo resultando na alta velocidade de
supersaturacao deste no meio de dissolucéo, seguido do rapido declinio da concentracéo devido
anucleacdo, com 0 aumento da particula, e precipitacdo desencadeada pelo acimulo do farmaco
supersaturado.

Além disso, a presenga de B-CD é capaz de promove um ambiente altamente substituido
apos a rapida dissolucéo do veiculo, especialmente em altas taxas de dose-solubilidade. Isso
inevitavelmente leva a um grau de recristalizacdo manifestado por uma queda acentuada na
concentracdo dos farmacos dissolvidos, resultando em uma diminuicdo no grau de
supersaturacdo (SUN; JU; LEE, 2012).
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A fim de quantificar a superacdo alcancada, a area sob a curva (ASC) do farmaco em
MX foi calculada com o intuito de estabelecer o fator de supersaturacao, reportado pela Eq. (4).
Assim, a rapida dissolugdo do POS conduziu a uma ASC de 2019,8 min.ug/mL com FS de 2,3,
0 que quer dizer que a quantidade de farmaco solubilizado na area supersaturada, durante o
tempo de dissolucdo, foi superior ao dobro do proporcionado em condicdo saturada. Baseado
nisso, sugere-se a maior disponibilidade do farmaco para absor¢éo pelo organismo.

A fim de obsersar o impacto da supersauracdo na atividade do farmaco, ensaio
antifangico in vitro foi realizado concomitantemente a dissolucdo, Figura 12. O método de
disco de difusdo foi selecionado pela simplicidade, baixo custo e fécil interpretacdo dos
resultados (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

O teste de disco difusdo foi realizado por meio de aliquotas da dissolucao coletadas nos
tempos: 3, 30, 60 e 120 min para POS, MF e MX. POS nao foi retratado devido a auséncia do
halo de inibi¢do, consequéncia da baixa solubilidade do farmaco no meio de dissolugdo. Em
MF, as concentragbes utilizadas foram em média: 1,0, 2,4, 3,6 e 50 pg/mL, as quais
promoveram o aumento gradual da atividade antiflngica, corroborando com os ensaios de

dissolucdo.

Figura 12 - Atividade antiflingica do POS presente nos materiais MF e MX pelo teste de disco difusdo associado
a liberacdo do farmaco POS utilizando as espécies: Aspergillus niger (a), Candida tropicalis (b) e Candida
parapsilosis (c). Para analise estatistica utilizou-se two-way ANOVA, Bonferroni como post teste adotando o nivel
de significancia de p < 0.05. * diferenca ndo significante.
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Fonte: Autoria prépria.
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Quanto a MX, as concentraces utilizadas foram, em média: 21,4, 12,6, 7,2 € 6,0 pg/mL.
Uma vez que o sistema foi capaz de incrementar a solubilidade do POS, 0 mesmo promoveu
um halo de inibicdo maior seguido da reducdo deste devido ao alcance da concentragdo de
equilibrio apds 60 min, corroborando os dados de dissolucdo na condicdo supersaturada.

Baseado nisso, observa-se a formacdo do complexo de inclusdo em MX o qual resultou
no aumento significativo, ndo somente da estabilidade oxidativa do farmaco, mas também da

solubilidade que foi de fundamental importancia para a eficiéncia da atividade antifungica.

3.1.4 Conclusao

O complexo de inclusdo formado a partir de B-ciclodextrina e posaconazol demonstrou
caracteristicas notaveis para o futuro medicamento. Tais observac6es foram possiveis devido a
abordagem completa realizada neste trabalho. Evidenciou-se a expressiva diminui¢do da taxa
de reacdo e aumento da meia-vida e tempo de vida Gtil da POS em quase duas vezes. Isto foi
melhor visualizado pela simula¢do computacional que demonstrou a protecéo do local de ataque
oxidativo na presenga de -CD. Ainda assim, comprovou-se 0 aumento da aparente solubilidade
e taxa de dissolucdo na condigdo supersaturada que foi capaz de aumentar em mais de 10 vezes
a concentracdo de equilibrio do farmaco. Esse perfil permitiu que grande quantidade de farmaco
estivesse disponivel para atividade antifngica, principalmente na primeira hora. Assim, 0
complexo de inclusdo formado tem caracteristicas promissoras, uma vez que aumenta a
estabilidade, a solubilidade e a taxa de dissolucdo mantendo a eficacia antifingica do

posaconazol.
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32 ARTIGO 2: QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE BENZNIDAZOL E
POSACONAZOL POR CLAE-DAD UTILIZANDO FERRAMENTA DE QUALITY BY
DESIGN

3.2.1 Introducéo

A Iniciativa de Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi) langou nos ultimos
anos uma plataforma de pesquisa e desenvolvimento para estimular pesquisas acerca do
tratamento da doencga de Chagas. Tal plataforma objetivou a reducdo de custo e o0 encorajamento
do reposicionamento de fa&rmacos aprovados pela Food and Drugs Administration (FDA) como
uma proposta a substituicdo ou ao auxilio ao tratamento com benznidazol (BNZ), farmaco de
primeira escolha a mais de 50 anos, Figura 1(a). Uma possivel alternativa a esta proposta foi o
farmaco antiflngico posaconazole (POS), Figura 1(b), que é um potente inibidor da biossintese
do ergosterol o qual é essencial para a construcdo da parede celular do parasita Trypanosoma
cruzi, causador da doenca de Chagas (MORILLA; ROMERO, 2015).

Figura 1 - Estrutura molecular dos farmacos BNZ (a) e POS (b).
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o

Fonte: Autoria prépria.

Para o desenvolvimento de formas farmacéuticas envolvendo os farmacos BNZ e POS,
é conveniente o desenvolvimento de métodos de quantificacdo simultanea contendo ambos 0s
farmacos. Os farmacos sdo encontrados nas mais diversas formas farmacéuticas, contendo um
ou mais ativos, as quais, em sua maioria, sdo analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), uma vez que tal analise possui varias vantagens associadas, como:
velocidade, alta sensibilidade e resolugdo, especificidade, exatiddo, precisdo, facil automacéo,
além de possuir colunas reutilizaveis (TALAVIYA; MAJIMUDAR, 2014).

A qualidade dos métodos desenvolvidos em CLAE foi se tornando cada vez maior com
a utilizagdo de ferramentas de quality by design (QbD). O uso de tais ferramentas é importante
pois conduzem a verificacdo da robustez no inicio da fase de desenvolvimento do método

garantindo o desempenho do mesmo ao longo da vida Util do produto. A compreenséo cientifica
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adquirida durante este processo pode ser usada para criar elementos de controle e para gerenciar
os riscos identificados. Uma forma de aplicacdo de QbD é o desenho estatistico de experimentos
(DOE) que ajuda a entender os efeitos de possiveis combinagdes multidimensionais e interacoes
de varidveis sobre a qualidade final do produto ou método (BHATT; RANE, 2011;
SHIVHARE; MCCREATH, 2010).

Algumas pesquisas cientificas descrevem o desenvolvimento de métodos utilizando

CLAE acoplado a detector de fosfodiodo (CLAE-DAD) para quantificar BNZ e POS
separadamente, como evidenciado na Tabela 1.
Tabela 1 - Métodos de quantificacdo dos fArmacos BNZ ou POS por CLAE-DAD.
Autores Coluna Fase movel Eluicdo
Posaconazol
(CACERES et al., 2016) Eclipse XDB Cis5, 150 Acetonitrila:agua (70:30) Isocratico
x 4,6 mm,5 um
(HAMDY; BELAL, 2014) Zorbax SB-Cis (4.6 x Acetonitrila: 15 mM  Gradiente
250 mm, 5 um) ortofosfato de dihidrogenio de
potassio (30:70 a 80:20)
Kinetex-Cig (2.1 x 50 Acetonitrila: 15 mM  Isocrético
mm, 1.3 um) ortofosfato de di-hidrogenio de
potassio (45:55)
(ZHANG et al., 2013) Phenomenex Gemini Tampéo fosfato 0.01 M, pH Gradiente
Ce-phenyl (4.6 x 150 3,5, e acetonitrila
mm, 5 um)
(GARCIA; COSTA; MENDEZ, Shim-pack Cg (250 x Metanol : agua (75:25) Isocratico
2012) 4.6 mm; 5 pm)
(CENDEJAS-BUENO et al., Sunfire Cig (4.6 x150 Acetonitrila:dgua (60: 0) Isocratico
2011) mm,5 pum)
(KAHLE et al., 2009) ReproSil-Pur Basic Cis 0.09 M fosfato de aménio Isocrético
(150 mm x 2 mm, 5 um) monobasico:acetonitrila
(50:50) (pH 5.3)
(GORDIEN et al., 2009) Phenomenex Gemini Tampdo fosfato 10 mM Gradiente
C6-Phenyl (4.6 x 150 ajustado para 7 com acido
mm, 5.0 pm) ortofosforico concentrado
(fase A), e misturado com
acetonitrila (fase B)
(CHHUN et al., 2007) Plus Satisfaction Cg Tampao fosfato de sddio (0.04 Isocréatico
(250 mm x 3 mm, 5 pm) M, pH 6.0): acetonitrila : 4gua
(45:52,5:2,5)
Benznidazol
(MARSON et al., 2013) Lichrospher-100  Cis  Agua:acetonitrila (80:20) Isocrético
(100 mm x4.6 mm, 5
Hm)
(MOREIRA et al., 2012) Phenomenex Gemini- Acetonitrila:agua (60:40) Isocratico
NX Cis (150 mm x 4.6
mm, 4 um)
(GUERRERO et al., 2011) Kromasil C15 (250 x 4.0  Agua:acetonitrila (60:40) Isocréatico
mm, 5 pm)
(SILVA et al., 2007) Lichrospher Cig (125 Acetonitrila:agua (50:50) Isocréatico

mm x 4,0 mm, 5 ym)

Fonte: Autoria propria.
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A maioria dos métodos desenvolvidos (Tabela 1) utilizaram acetonitrila (ACN) como
componente da fase movel, no entanto, Garcia, Costa e Mendez (2012), comprovaram que a
estabilidade do farmaco POS pode ser afetada na presenca deste modificador organico.

Com base nisso, esta pesquisa teve como objetivo o desenvolvimento, otimizacao e
validacdo de um novo método utilizando CLAE-DAD para a quantificagdo simultanea de BNZ
e POS por meio de ferramentas de desenho experimental.

3.2.2 Material e Métodos

3.2.2.1 Material

O farmaco posaconazole (98 %) foi adquirido da Vanguard® e o benznidazol (99,3%)
foi fornecido pelo Laboratério Farmacéutico Pernambucano (LAFEPE). O solvente metanol de
grau utilizado foi de grau HPLC (JTBaker®). Perdxido de hidrogénio (Alphatec®), acido
acetico glacial (Dinamica®) e acetato de sédio triidratado (Sigma-Aldrich®) foram de grau
analitico. A agua foi purificada por sistema Milli-Q Plus (Millipore®), e valor de resistividade
de 18.2 MU.cm a 25°C.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizado para o desenvolvimento do
método foi da Shimadzu® Prominence, equipado com bomba LC-20AT, unidade
desgaseificadora DGU-20A5R, autoamostra SIL-20A, detector de raio fotodiodo SPD-M20A
PDA (Shimadzu®, Kyoto, Japan). O programa LC Solution foi utilizado para controlar o
equipamento e calcular os dados e respostas obtidos.

O método por CLAE foi conduzido por meio de Coluna Cg (Discovery®) com tamanho
de particula de 5 um, diametro interno de 4,6 mm e comprimento de 250 mm. No inicio do
desenvolvimento, utilizou-se a coluna C1g (Zorbax®), com as mesmas especifica¢es da coluna
Cs, no entanto, devido a sua elevada apolaridade, o tempo de reten¢do do POS foi superior a 60
min (dados n&o mostrados).

Para filtrar e desgaseificar o tampdao acetado, utilizou-se a membrana de filtragem de
celulose (Millipore®) com 47 mm de diametro e porosidade de 0,45 um, com auxilio de bomba
avacuo. As amostras foram filtradas a partir de filtros de seringa (Millipore®) de 0,22 um de
porosidade. As fases moveis e as amostras foram sonicadas por 10 min em Ultracleaner 800

(Unique®) antes das analises.
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3.2.2.1 Preparacdo do tampd&o para a fase mével

50 mM de solucdo de tampdo acetato foi preparado, a partir de uma quantidade pre-
calculada de trihidrato de acetato de s6dio em 1000 mL de agua purificada, e o pH ajustado
utilizando &cido acético glacial. O tampé&o acetato foi filtrado através de filtro de 0,45 um com
o0 auxilio de bomba de vacuo. Posteriormente, a fase mdvel foi desgaseificada por sonicacéo

durante 30 minutos.

3.2.2.3 Planejamento experimental

Para selecionar as condi¢cGes cromatograficas a serem utilizadas, foram eleitos trés
fatores importantes para o desempenho do método analitico adequado e, posteriormente,
realizou-se a otimizacdo do mesmo. Com a ajuda de um planejamento fatorial completo, pode-
se analisar o efeito de todos os fatores independentes e a interacdo entre eles por meio de
variacdes simultaneas. Trés varidveis independentes [concentracdo de metanol (MeOH) na fase
movel (X1,% v / v), taxa de fluxo (X2, mL.min™) e pH do tamp&o de fase mdvel (X3)] foram
selecionados para o modelo quadratico Fatorial Completo com trés niveis (3°), totalizando 27
corridas experimentais (Tabela 2). O efeito das variaveis nas respostas [tempo de retencdo de
BNZ (Y1, min), tempo de retencdo de POS (Y2, min), resolucdo BNZ (Y3) e resolugcdo POS
(Y4)] foram avaliados quanto a significancia dos fatores por meio de analise de variancia
(ANOVA) com nivel de confianca de 95%. Foram utilizadas estatisticas de multipla regressao
para a construcdo de perfis de desejabilidade a fim de encontrar a melhor condicdo para o
sistema cromatogréfico. As analises foram conduzidas em ordem aleatéria e os dados foram
analisados usando o software StatSoft Statistica 12.0.

A menor diferenca entre o nivel -1 e o +1 em relacdo ao MeOH% ¢ justificada pela
auséncia da retencdo do farmaco BNZ na coluna cromatogréfica quando a porcentagem de
metanol € igual ou superior a 72%, com consequente descarte no volume morto (dados néao

mostrados).
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Tabela 2 - Variaveis e niveis considerados para otimizacéo do sistema cromatogréfico.

Fatores Niveis

Baixo (-1) Meédio (0) Alto (1)

g X 65 68 71
[<B]
oo X 0,8 1,0 1,2
Lo
o o
L*;E‘g X3 2,5 3,5 4,5
Y1 Menor possivel
Y2 Menor possivel
m - ’
% Y3 Maior possivel (>2,0)
o
§ Y4 Maior possivel (>2,0)

Fonte: Autoria propria.

3.2.2.4 Validacéo

O método com as melhores condi¢bes foi validado de acordo com as recomendagfes
internacionais para validacdo de métodos analiticos (FDA, 2015; ICH, 1996). Os seguintes
parametros foram avaliados: linearidade, especificidade, exatid&o, precisdo, limite de deteccéo
(LOD) e limite de quantificacdo (LOQ). Este método envolve uma preparacdo simples e um
processo de deteccdo estavel.
3.2.2.4.1 Especificidade

Para demonstrar a especificidade do método, o farmaco POS foi submetido a condicoes
aceleradas de degradacdo oxidativa mediante a adi¢do de solucdo de perdxido de hidrogénio
(3%) a um baldo volumétrico de 25 mL contendo 10 mL de uma solug@o de POS a 100 pg/mL
em metanol. Em seguida, esta solugdo foi diluida em conjunto uma aliquota de 1000 pg/mL de

solugdo de BNZ para obter uma concentracdo final de 20 pug/mL de ambos os farmacos.

3.2.2.4.2 Adequabilidade do sistema

A adequacgdo do sistema é utilizada para verificar se o sistema cromatografico é
adequado para a andlise pretendida (USP 39, 2016). Para a adequacdo do sistema foram

injetadas, no equipamento CLAE-DAD, solugdes auténticas de POS a 20 pg/mL em
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quintuplicata. A partir disso, avaliou-se os seguintes critérios de aceitacdo: area do pico, fator
de cauda e 0 nimero de pratos tedricos.

3.2.2.4.3 Linearidade

As solugdes-estoque de POS e BNZ na concentra¢do de 1000 pg/mLforam preparada
em metanol, isoladamente. Estas solucdes foram diluidas, de forma combinada, utilizando a
mistura metanol:agua (70:30) como diluente, obtendo-se as seguintes concentragdes: 5, 10, 15,
20, 30 e 50 pg/mL. Essa faixa foi estabelecida para abranger concentragdes mais baixas até
mais altas, com o objetivo de analisar simultaneamente BNZ e POS em sistemas de liberagéo
de farmacos a serem desenvolvidos. Trés réplicas auténticas das diluicbes foram injetadas e
analisadas. A regressio linear e o coeficiente de determinac&o (r?) foram determinados a partir

da equacdo da reta tragada no grafico entre a area do pico e a concentragao.

3.2.2.4.4 Exatiddo e Precisdo

A exatiddo foi determinada a partir da razao percentual da concentracdo medida ((média
da concentragdo medida)/(concentracdo conhecida) x 100%). Utilizou-se trés diferentes
concentragdes (10, 20 e 30 pg / mL) para ambos os farmacos em associacdo comparado aos
padrdes isolados, resultando em 9 determinac@es. Este processo foi realizado em triplicata. Os
parametros de precisdo foram baseados em repetibilidade (precisdo intra-dia) e precisao
intermediéaria (precisdo inter-dia) para cada farmaco. Para ambos 0s experimentos, preparou-se
seis solugdes auténticas na concentragdo de 20 pg/mL. A érea do pico foi mensurada e o

percentual de desvio padréo relativo (%DPR) foi calculado.

3.2.2.4.5 Limite de deteccdo e quantificacdo

Os limites de detecgdo e quantificacdo foram estimados pelo método sigma (s). A
formula para o calculo do limite de deteccdo (LD) utilizado foi LD = 3.36/IC, onde 6 € 0 menor
valor de desvio padréo em resposta e IC ¢ a inclinagdo da curva de calibragdo. Da mesma forma,
o limite de quantificacdo (LQ) também foi calculado a partir da resposta de POS e BNZ. A
férmula para o calculo da LQ utilizada foi LQ = 106/IC, utilizando as mesmas variaveis do

limite de deteccéo.



3.2.3 Resultados

3.2.3.1 Planejamento experimental
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Os resultados das amostras experimentais estdo listados na Tabela 3. Todas as condi¢cfes de

andlise foram capazes de reter e separar os analitos. Os tempos de retencdo (Tr) variaram de
2,98 a 4,73 para BNZ e 4,79 a 18,32 para POS. Os valores de resolugédo (Rs) variaram de 1,55
a 3,22 para BNZ e de 9,64 a 29,38 para POS.

Tabela 3 - Lote de corridas e resultados utilizando planejamento experimental fatorial completo.

Corridas? Caodigos dos fatores Respostas

Xy X2 X3 Rs(BNZ) Tr(BNZ) Rs(POS) Tr(POS)
1 -1 -1 -1 1,76 4,46 15,45 9,96
2 -1 -1 0 2,16 4,73 27,72 17,82
3 -1 -1 1 3,22 4,72 29,38 18,32
4 -1 0 -1 2,15 3,6 16,27 7.8
5 -1 0 0 3,07 3,86 26,7 14,71
6 -1 0 1 2,57 3,74 26,44 13,97
7 -1 1 -1 2,13 3,12 14,97 6,96
8 -1 1 0 2,67 3,29 24,37 12,24
9 -1 1 1 2,64 3,18 25,51 12,5
10 0 -1 -1 2,2 4,46 13,52 8,24
11 0 -1 0 2,62 4,7 23,22 12,98
12 0 -1 1 3,05 4,69 24,17 12,97
13 0 0 -1 2,27 3,59 13,44 6,55
14 0 0 0 2,52 3,72 20,75 10,15
15 0 0 1 2,53 3,66 21,49 9,8
16 0 1 -1 1,62 2,99 11,77 5,57
17 0 1 0 2,5 3,22 20,04 8,75
18 0 1 1 2,25 3,05 18,81 8,29
19 1 -1 -1 1,97 4,45 11,98 7,39
20 1 -1 0 2,37 4,49 16,66 9,36
21 1 -1 1 2,72 4,55 18,69 9,73
22 1 0 -1 1,69 3,36 10,39 5,64
23 1 0 0 2,19 3,62 15,84 7,61
24 1 0 1 2,61 3,66 17,93 7,86
25 1 1 -1 1,55 2,98 9,64 4,79
26 1 1 0 2,44 3,19 16,31 6,79
27 1 1 1 2,19 3,03 15,86 6,51

Legenda: Experimentos realizados efetivamente de forma randomizada (?).
Fonte: Autoria prépria.
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Os efeitos lineares e quadraticos de fatores independentes (entre -1 e 1 niveis) nas
respostas foram analizados utilizando ANOVA fatorial (nivel de confian¢a de 95%) como meio
de estimar as principais variaveis de influéncia no desempenho cromatografico (Tabela 4).
Observou-se que a porcentagem de MeOH na fase mdvel (Xi) desempenhou um papel
importante na reducdo dos Tr de BNZ e, principalmente, de POS, para a qual a concentracdo
de MeOH em fase movel foi o fator mais significativo.

Tabela 4 - Média estimada dos efeitos a partir da influéncia de cada fator independente e suas interagdes de segunda
ordem nas respostas obtidas a partir da analise dos resultados a partir do planejamento fatorial completo. Fatores
de influéncia (p> 0,05) estdo em negrito.

Efeitos estimados

Fatores Tw

(BNZ) Tr (POS) Rs(BNZ) Rs (POS)
(X1) MeOH (% v/v) (L) -0,15189 -5,40000 -0,293333 -8,16778
(X1) MeOH (% v/v) (Q) 0,00739 -0,74178 0,056667 -0,31611

(X2) velocidade de fluxo (min.mL™?) (L) -1,46633 -3,81844 -0,231111 -2,61222
(X2) velocidade de fluxo (min.mL™?) (Q) -0,20428 -0,61078 0,063333  0,02389
(X3) pH do tampao da fase movel (L) 0,14078 4,11667 0,715556  8,98333
(X3) pH do tampé&o da fase movel (Q) 0,13072  2,10989 0,220000  3,75056

X1 (L) x X2 (L) 0,00450 1,00167 -0,196667 0,36333
X1 (L) X X2 (Q) -0,02608 0,20750 -0,105000 -0,18667
X1 (Q) X Xz (L) -0,04775 -0,03017 -0,201667 -0,61333
X1(Q) ¥ X2 (Q) 0,00696 -0,01742 0,002500 -0,03917
X1 (L) X X5 (L) -0,00117 -2,29833 -0,013333 -2,36167
X1 (L) X X3 (Q) -0,03108 -1,20250 -0,005000 -1,36917
X1 (Q) XXz (L) -0,01558 -0,41250 -0,101667 -0,30250
X1 (Q) X X3 (Q) 0,00696 -0,03892 0,005000  0,28958
Xz (L) X X3 (L) -0,06950 -0,90833 -0,213333 -1,24833
Xz (L) X X3 (Q) 0,04475 -0,23017 0,288333  0,23917
X2 (Q) X X3 (L) 0,02192 -0,17750 -0,136667 -0,29750
X2 (Q) X X3 (Q) 0,00071 0,08258 0,052500  -0,23542

Legenda: efeitos lineares (L); efeitos quadraticos (Q).
Fonte: Autoria prépria.

Como esperado, os niveis mais altos de taxa de fluxo (X2) também foram capazes de

reduzir significativamente os Tr. Ja 0 pH do tamp&o da fase movel (Xs), afetou negativamente
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0s Tr, 0s quais foram aumentados em niveis de pH mais elevados. Além disso, uma interacéo
de segunda ordem foi identificada na resposta de Tr de POS, em que os valores superiores do
pH do tampao limitaram os beneficios da taxa de fluxo e da concentracdo de MeOH (X1 x X3
e X2 x X3).

Em relagdo ao fator de resposta de Rs, o pH do tampéo foi a variavel mais importante,
pois niveis mais elevados de pH promoveram o aumento da distancia entre os picos de POS e
BNZ e deste em relacéo ao volume morto do cromatograma. Apesar da concentracao de MeOH
na fase movel ter reduzido os Tr dos farmacos, ele também reduziu Rs dos picos. As interagdes
de segunda ordem entre o pH do tampdo e a concentracdo de MeOH quanto a resposta da Rs
do POS também foram verificadas, indicando que, mesmo quando se trabalha com niveis mais
altos de concentracdo de MeOH, o Rs mostrou-se reduzido pelo aumento do pH do tampdo na
fase movel.

Uma vez que para o POS, os resultados de Rs estavam acima do minimo desejado de
2,0, o fator de resposta da Rs deste farmaco foi removido de investigacdes adicionais, uma vez

que todas as condi¢des cromatogréaficas foram consideradas satisfatorias (POOLE, 2003).

3.2.3.1.1 Otimizacdo do método através da funcdo de desejabilidade

A fim de obter a melhor condicdo cromatografica para o método, um estudo de
desejabilidade foi conduzido de forma a consolidar o planejamento experimental. Os perfis dos
valores previstos com as faixas dos niveis testados (-1, 0, 1) foram construidos com o objetivo
de que o tempo total de corrida fosse tdo baixo quanto possivel e a Rs do BNZ fosse 0 mais alto
possivel (Figura 2).

Os valores de desejabilidade foram estabelecidos como 0, 0,5 e 1, onde 0 correspode ao
valor menos desejado e 1 ao melhor resultado obtido a partir do planejamento experimental. A
funcdo rastreou a maior desejabilidade (0,73) utilizando a taxa de fluxo méxima (1,2 mL.min"
1y, concentragio méaxima de MeOH na fase movel (71%) e nivel médio do pH do tamp&o de

fase movel (3,5).
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Figura 2 - Perfis para valores previstos e desejaveis. As barras indicam o intervalo de confianca (nivel de confianca
de 95%). A linha tracejada vertical indica a melhor condigdo encontrada que se adapta a funcdo desejabilidade
para todas as variaveis independentes.
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3.2.3.2 Validacéo

3.2.3.2.1 Especificidade

A andlise de especificidade esta representada na Figura 3, a qual relaciona o
cromatograma referente a solucéo contendo BNZ combinado ao produto de degradagdo (PD)
do POS obtido por hidrélise oxidativa, o qual evidenciou picos separados de perdxido de
hidrogénio, BNZ, PD e POS com resolugdo de 1,8, 3,1 e 7,1, respectivamente. Tais dados
evidenciaram que a especificidade do método foi capaz de diferenciar estruturas similares,
como o POS e seus PDs, o qual apresentou Tr de 4,4 minutos. Os PDs foram melhor

identificados por meio de espectrometria de massa como evidenciado por Yang et al. (2016).
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Figura 3 - Cromatograma da solucdo de BNZ/POS degradado por degradacdo oxidativa.
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Fonte: Autoria propria.

3.2.3.2.2 Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema foi avaliada e foram calculados a area do pico, o fator de
cauda e 0 nimero de pratos tedricos dos picos, com resultados expresso em porcentagem de
desvio padréo relativo (% DPR): 0,48, 0,33 e 0,58%, respectivamente. De acordo com a ICH
(1996), tais analises devem conferir valores inferiores a 2%, o0 que evidenciou a boa
resolutividade dos dados bem como a adequabilidade do sistema CLAE-DAD a anélise

proposta.

3.2.3.2.3 Linearidade

A curva de calibracdo padrao sobre a faixa de concentracdo das solucdes de BNZ/POS
de 5 a 50 ug/mL, forneceu coeficiente de determinagio (r?) de 0,999 para ambos os farmacos,
o0 qual é um valor aceitavel, de acordo com a ICH (1996), Figura 4. A partir da regressao linear
das concentragdes em relacdo ao sinal analitico obtido, encontrou-se as seguintes equacdes das
retas: y = 7297x-1129 e y = 37935x-16480 para BNZ e POS, respectivamente. Assim,
observou-se que as concentracdes das solugdes apresentaram correlacdo linear com as areas dos
picos. Tais dados sdo fundamentais para analise e identificacdo dos farmacos em sistemas

desenvolvidos com ambos os farmacos.
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Figura 4 - Cromatograma do método utilizado para a validacdo combinado com a equacdo da reta obtido por
regressdo linear.
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Fonte: Autoria propria.

3.2.3.2.4 Exatiddo e Precisdo

A exatiddo apresentou recuperacgdo aceitavel para POS e BNZ variando de 98,2 a 101,5
% e 98,1 a 101,0%, respectivamente. Em relacdo a precisdo do novo método de validacéo,
analisou-se % DPR dos resultados de precisdo intra-dia e inter-dia, evidenciando variacdo de
1,60 e 1,42 % para BNZ e 1,69 e 1,64% para POS, respectivamente. Para tais analises, o valor
de % DPR inerentes todas as amostras analisadas foi inferior a 2% (ICH, 1996), indicando uma

Otima exatiddo e precisdo do procedimento analitico.

3.2.3.2.5 Limite de deteccdo e de quantificacdo

As menores concentracbes em que o0 analito pode ser detectado e quantificado
satisfatoriamente foram estimadas a partir do método sigma. Sobre 0 BNZ, este apresentou 0,92
e 2,80 ng/mL, e o POS apresentou 1,29 e 3,91 pg/mL para os limites de deteccao e qualificacao,
respectivamente. Desta forma, esse método foi capaz de detectar ambos os farmacos, mesmo

em baixas concentragdes.

3.2.4 Discussao

O planejamento experimental foi uma ferramenta fundamental para o desenvolvimento

e otimizacao do método de quantificacdo simultanea de BNZ/POS. O uso do modelo quadréatico
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fatorial completo foi capaz de identificar as influéncias existentes entre os fatores
independentes, facilitando a observagdo do ponto 6timo das analises. O método otimizado foi
obtido utilizando a fase movel MeOH: tampéo de acetato (pH 3,5) (71:29) sob fluxo de 1,2
mL.min™,

A taxa de fluxo e a propor¢do de MeOH, afetaram de forma significativa o Tr do BNZ,
pois devido a baixa lipofilicidade (Log P < 0,9) do farmaco, o mesmo é facilmente arrastado
com o0 aumento da porcentagem da fase organica. Ja em relacdo a alteracdo do pH do tampéo,
reduzida influéncia foi observada. Isso ocorre porque 0 BNZ possui pKa proximo a 12 (obtido
pelo MarvinSketch 16.11.7), o qual esta fora da faixa de pH avaliado, consequentemente, as
alteracOes realizadas ndo conduziram a ionizacdo do farmaco, permanecendo, 0 mesmo,
inalterado em relacdo aos parametros avaliados. Esse fato explica a baixa variabilidade no Tr
do BNZ no planejamento experimental, uma vez que o farmaco nédo ionizado pode ser retido
por interacBes hidrofobicas.

Jé& para Tr do POS, observou-se uma influencia sinérgica entre a propor¢do de MeOH e
0 pH do tampédo, que contribuiu majoritariamente para a escolha do método. O POS é uma
molécula altamente lipofilica [Log P> 3 contra <0.9 (BNZ)] e niveis mais altos de
modificadores organicos, como a proporcdo de MeOH na composicdo da fase mével, foram
capazes de aumentar a eficiéncia cromatografica para separar POS em tempos de retencdo mais
curtos, inferiores a 10 minutos. MeOH, bem como acetonitrila, tem sido amplamente aplicado
em sistemas cromatograficos tanto para POS (HAMDY; BELAL, 2014; ROCHAT et al., 2010)
como para BNZ (SILVA et al., 2007), mas para o primeiro o uso de acetonitrila compromete a
estabilidade (GARCIA; COSTA; MENDEZ, 2012).

Outro importante variavel para o Tr do POS, foi o pH do tampé&o utilizado. De acordo
com Engelhardt et al., (2005), o pH deve ter pelo menos 2 unidades de diferenca em relacdo ao
pKa do soluto, o qual estara na forma ionizada, uma vez que o grau de ionizacdo depende do
pKa do composto e do pH da fase mével, o Gltimo sendo ajustado adequadamente ao valor
desejado. A forma ionizada pode prejudicar a retencdo de farmacos por grupos hidrofébicos
presentes na coluna cromatografica utilizada. No entanto, com a adigdo de metanol, tanto o pH
da fase mével hidroorgéanica como o pKa do analito irdo modificar e, portanto, também o grau
de ionizagédo do analito. Para os farmacos béasicos, como POS, o aumento da fragdo de metanol
leva ao aumento do pH da fase mdvel (para aproximidamente 6,0) e a diminuigédo do grau de
ionizacdo (LEUNG; POULAKOS; MACHIN, 2015; SUBIRATS; BOSCH, 2007). Pelo fato

deste farmaco possuir pKa de 3,6 e 4,6, ele seria facilmente ionizado ao longo da faixa de pH
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utilizado, o que ndo aconteceu pelo aumento do pH na presenca de metanol. Este fato explica a
influéncia do POS ao baixo pH em relagdo a proporcéo de MeOH da fase movel evidenciado
pelo planejamento experimental.

Diante do exposto, 0 melhor conhecimento do método por ferramentas de planejamento
experimental foi capaz de selecionar e definir os parametros ideais de para posterior validagéo.

O sistema utilizado foi capaz de responder adequadamente ao método proposto a partir
da andlise de adequabilidade do sistema, o qual garantiu o bom desempenho para o
fornecimento de resultados seguros sobre os parametros utilizados para a validacdo do método.
No que diz respeito ao método de validacéo, este demonstrou ser especifico para a quantificagdo
de BNZ e POS, mesmo com a presenca de compostos de estruturas similares, como os produtos
de degradacdo do POS, uma vez que os picos dos farmacos apresentaram alta Rs garantindo a
separacao total de outros, principalmente o perdxido de hidrogénio.

Além disso, observou-se que as concentracfes das diluicGes apresentaram uma
correlacdo linear com a area dos picos cromatogréficos dentro do intervalo proposto, bem como
reduzidos limites de deteccdo e quantificacdo para ambos os farmacos. Tais dados puderam ser
obtidos com exatiddo e precisdo, como determinado por andlises intra- e interdia.

Assim, o método apresentado tem grande importancia para detectar os farmacos em
questdo, bem como algumas impurezas em futuros produtos a serem desenvolvidos com ambos.
Com base nisso, a quantificacdo feita de forma simultanea reduzira o tempo gasto com o

processo, o volume de solvente utilizado e, consequentemente, o custo total envolvido.

3.2.5 Conclusao

O novo método de quantificacdo simultanea de BNZ/POS foi desenvolvido e otimizado
com o uso da ferramenta estatistica usando ANOVA fatorial (95% de nivel de confianca). O
planejamento experimental teve um papel fundamenal para o conhecimento sobre o
desenvolvimento do método, bem como os fatores de influéncia presentes, como o pH do
tampado e a proporcao da fase organica. Isso proporcionou a escolha do melhor método contendo
a fase movel MeOH:tampao de acetato (pH 3,5)(71:29) sob 1,2 mL.min, o qual possui 6tima
resolucéo, reduzido tempo de analise, além de eficiéncia e especificidade mesmo na presenca
de produtos de degradacdo do POS. Desta forma, 0 método proposto mostrou-se adequado para

a quantificacdo dos farmacos em futuros sistemas de liberacdo evidenciando uma o6tima



68

alternativa para obter analises mais rapidas e baratas, pois ainda ndo ha um método simultaneo
de ambos, POS e BNZ.
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3.3 ARTIGO 3: DESENVOLVIMENTO DE NOVOS CRISTAIS POSACONAZOL:
BENZNIDAZOL PARA O INCREMENTO DE SOLUBILIDADE E VELOCIDADE DE
DISSOLUCAO.

3.3.1 Introducéo

Engenharia de cristais tem sido utilizada como um método para alteracao cristalina de
materiais capaz de alterar propriedades fisicas dos materiais pela criacdo de novas formas de
estado solido, tais como solvatos, polimorfos, solugdes sélidas, misturas eutéticas e cocristais.
A alteracdo destas propriedades possui grande relevancia para a performance de farmacos. Isto
inclui a modificacdo da solubilidade aquosa, da faixa de dissolucéo e da estabilidade fisica sem
afetar a atividade farmacoldgica intrinseca da molécula (DELORI et al., 2014; DUGGIRALA
et al., 2016).

A principal técnica experimental utilizada para o desenvolvimento de novos cristais é a
cocristalizacdo atraves do qual moléculas neutras, sélidas a temperatura ambiente, cristalizam
juntas em quantidades estequiométricas para formar complexos moleculares através de ligacoes
de hidrogénio, ligacdes de halogénios e interacBGes pi-pi entre os farmacos e coférmeros
(excipientes). Assim, a formagdo de cristais utilizando multicomponentes dependem da
natureza dos componentes e do tipo de interac6es intermoleculares (CHERUKUVADA; ROW,
2014; DELORI et al., 2014; PATIL; UIALAMBKAR; MAHADIK, 2017).

O entendimento da hierarquia entre os grupos funcionais na presenca de outros € a chave
para controlar ndo somente a estequiometria dos cocristais, mas também controlar sua
existéncia. Coformadores contendo &cidos carboxilicos tem sido amplamente utilizado pra
obtencdo de cocristais por ser bom aceptor e doador de elétrons, importante para a formacéo de
ligacOes de hidrogénio (DUGGIRALA et al., 2016; SHEVCHENKO et al., 2013).

Assim, o trabalho visou o desenvolvimento de novos cristais envolvendo os farmacos
posaconazol e benznidazol por meio da cocristalizagao, utilizando acidos succinico e fumarico
como coformadores, a fim de incrementar a solubilidade e dissolu¢do dos mesmos, alcangando

um sistema de coliberagdo com potencial utilidade para a terapia antichagésica.

3.3.2 Metodologia

3.3.2.1 Cocristalizagéo
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Os cristais contendo POS (> 98% de pureza, Vanguard®, pKa = 3,6 € 4,6) e BNZ (99,3%
de pureza, adquirido do LAFEPE, pka = 12) foram obtidos pela técnica de moagem assistida
por liquido em que os farmacos foram adicionados a um gral de vidro juntamente com um
coformador, acido fumarico (pka = 3 e 4,5) ou succinico (4,2 e 5,6). Estes acidos dicarboxilicos
foram selecionados pela presenca de grupos tanto doadores (-OH) como aceptores (C=0) de
protons. As proporgdes utilizadas foram de 2:1:2 (mol:mol) de POS, BNZ e 4&cido,
respectivamente. A proporcdo dos farmacos estd em acordo ao estabelecido em estudos
anteriores e estdo compativeis com a dosagem estabelecida para terapia anti-chagasica
(FIGUEIREDO et al., 2017). Posteriormente, o p6 foi molhado com metanol (Vetec ®) para a
amostra com &cido fumarico ou dimetilformamida (Dindmica ®) para a amostra com acido
succinico. Os materiais foram submetidos a moagem por 15 min utilizando pistilo de vidro,
mantendo-se a consisténcia de pasta durante todo o processo (SHETE et al., 2015). As amostras

foram secas em estufas a vacuo a 40 °C durante 48 horas para evaporacéo total do solvente.

3.3.2.2 Caracterizacdo dos sistemas

As amostras POS:BNZ:AF e POS:BNZ:AS foram caracterizadas pelas técnicas de
FTIR, Miscroscopia RAMAN, analise térmica (DSC/TG), DRX, MEV e ensaio de dissolucéo.

Para analisar as interacBes quimicas formadas, a andlise por FTIR foi realizada
utilizando equipamento Spectrum (PerkinElmer®, Model 1600) com reflectancia total atenuada
(ATR). Estabeleceu-se a faixa de analise de 650 a 4000 cm™, resolucéo de 4 cm™.

Para avaliar a microestrutura das amostras POS:BNZ:AF e POS:BNZ:AS, o pé foi
inserido sobre uma lamina de vidro e examinado através da microscopia Raman Confocal,
instrumento WITec alpha300 S, equipado com laser a 532 nm (poténcia de 100 mW) e lente
objetiva de 20x. Com tempo de integracdo de 0,01 segundo, foram adquiridas imagens 50 x 50
um (100 x 100 pontos).

Os farmacos POS e BNZ foram mapeados quanto a identificacdo de bandas vibracionais
distintivas relativas a determinados grupos funcionais nos seus espectros de Raman. Através
destes dados, a organizacdo dos farmacos na microestrutura pdde ser visualizada.

Para a andlise das estruturas cristalinas dos materiais, os difratogramas foram obtidos
por meio do equipamento LabX - XRD 600 (Shimadzu®) com corrente de 30 mA, voltagem
de 40kV e radiacdao CuKa. As analises foram realizadas com 260 na faixa de 5 a 50° e varredura

de 2°/min.
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A morfologia superficial dos materiais foi analisada por Microscopia eletrénica de
varredura (MEV) em equipamento FEI (QUANTA FEG 250®). As amostras foram inseridas
na superficie de fitas de carbono e metalizadas com camada de ouro durante 15 min.
Fotomicrografias foram capturadas a 5 kVV com a magnitude de 10000 e 50000 vezes.

Para a avaliacdo das caracteristicas térmicas das amostras, as analises de DSC e TG
foram realizadas em equipamento SDT Q600 V20.9 (TA instruments®). Cada amostra
(aproximadamente 5 mg) foi alocada em panela de aluminio, posteriormente selada, sob
atmosfera de nitrogénio (100 mL/min) na razdo de 10°C/min. A calibracdo foi devidamente
realizada utilizando oxalato de calcio mono-hidratado.

Para analisar o perfil de dissolucéo dos farmacos, as amostras foram submetidas ao
ensaio de dissolu¢do em condicdo sink, em que 0 volume de saturacédo é pelo menos trés vezes
maior que a concentracdo dos farmacos (USP, 2018). O correspondente a 40 mg de POS e 7,4
mg de BNZ presentes nos cristais foram utilizados para o ensaio. Para isso, utilizou-se o
dissolutor VK7000 (Varian ®) e aparato tipo p4, sob agitacdo de 100 rpm, volume de 450 mL
de tampédo pH 1,2 (USP 41), a 37°C. Aliquotas de 3 mL foram retiradas nos tempos pré-
determinados (5, 10, 15, 30, 60, 120, 180 e 240 min), filtradas em filtro de porosidade de 0,45
um (PVDF) e inseridas em vials de vidro de 1,5 mL. 20 pL das aliquotas foram injetadas CLAE-
DAD (coluna Discovery ® C8 250 x 4,6 mm, 5 pm) utilizando como fase movel
MeOH:Tampéo acetato pH 3,5 (71:29) em fluxo de 1,2 mL/min e suas concentragdes
mensuradas a 260 nm (SANTANA et al., 2018).

A fim de comparar a liberacdo dos cristais e farmacos isolados, a analise das cinéticas
de liberagdo foi realizada utilizando-se as equacBes de zero ordem e primeira ordem. Além
disso, a eficiéncia de dissolucdo foi mensurada. As férmulas utilizadas foram expostas na
Tabela 1.

Tabela 1 - Modelos cinéticos utilizados para avaliacdo da dissolugdo dos farmacos POS e BNZ.

Modelo cinético Formulas
Zero ordem Ci=Co+ k.t
Primeira ordem Ct =100. (1-e*Y

Eficiéncia de dissolucdo (ED%) ED % = Area sob a curva até tempo desejado x 100
(até 240 min) Area retangular total
Legenda: C; é concentracdo nos tempos selecionados; Cq € a concentragdo inicial); k € a constante de liberagdo; t é

o tempo do farmaco dissolvido em solugdo.
Fonte: SINKO (2008); USP (2018).
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3.3.3 Resultados e Discussdo

ApOls a preparacdo das amostras, os cristais foram avaliados quanto as interacdes
quimicas envolvidas na formacdo dos mesmos, comparando-0s aos materiais de partida, por

analise do FTIR, Figura 1.

Figura 1 - Espectros FTIR das amostras.
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Fonte: Autoria propria.

O espectro FTIR do POS evidencia bandas caracteristicas de absor¢do em 1685 e 1509
cm? as quais estdo relacionadas & deformacéo axial dos grupamentos C=0 e CO-N-,
respectivamente. As bandas presentes entre 1620 e 1430 cm™ correspondem & deformagcéo axial
dos grupos C=N e C=C. Além disso, foi detectado bandas fortes em 1232 e 1135 cm* referentes
aos estiramentos de C-F da arila e C-O, respectivamente. J& em frenquéncias mais elevadas,
nota-se a presenca da deformacdo de C-H aromatico (PATIL; UJALAMBKAR; MAHADIK,
2017; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Em relacdo ao farmaco BNZ, ele apresentou bandas de absorcéo caracteristicas em 3271
cm? referente a deformagcéo axial de N-H entre 3000 e 3130 cm™ devido a deformagdes axiais
simétricas e assimétricas referentes C-H aromatico, respectivamente. Em 1659, 1553 e 1157
cmt, nota-se a presenca de deformagéo axial de C=0, N-H (relacionada amida secundaria) e
C-0, respectivamente. Bandas de absor¢do em 1536 e 1356 cm™ foram observadas as quais se
referem a deformacdo axial assimétrica e simétrica do grupo nitro (-NOz) (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007; SOARES-SOBRINHO et al., 2012).
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Para o espectro FTIR de AS e AF, evidencia-se bandas largas caracteristicas aos acidos
carboxilicos entre 2500 e 3300 cm™ referente a deformaco axial de O-H. AS apresentou bandas
em 1682 e 1410 cm™* correspondente a deformacéo de C=0 e C-H alifatico, respectivamente.
Ja AF, apresentou bandas caracteristicas em 3083 e 1659 cm™ referentes ao estiramento C=C e
C=0, respectivamente (PATIL; UIALAMBKAR; MAHADIK, 2017).

No espectro da mistura fisica, houve somente a sobreposicdo de picos inerente aos
farmacos (Figura 1). Além disso, nesta mistura e em ambos os cristais obtidos (POS:BNZ:AF
e POS:BNZ:AS) houve a predomindncia de bandas vibracionais de POS devido,
provavelmente, a maior quantidade deste farmaco em detrimento de BNZ e dos coformadores
durante a producéo dos cristais.

Em relacdo ao cristal POS:BNZ:AF, nota-se o aparecimento de deformacdo de C=0 em
1691 cm, superior as bandas apresentadas pelos materiais isolados, com possivel interagdo
entre os componentes. Observa-se ainda que para este cristal a banda intensa em 1356 cm™
referente grupo nitro foi ausente, sugerindo que tal grupamento participou da interagdo. De
acordo com a Figura 2, tal regido possui maior carater eletropositivo, Figura 2(a), podendo
interagir com regides mais eletronegativas das moléculas do acido, Figura 2 (c) e 2(d), e/ou do
POS, Figura 2(b), por atracdo eletrostatica por interacao dipolo-dipolo. Tal fato pode ser ainda
observado no espectro Raman com uma banda discreta em 1356 cm™, Figura 3(a).

Figura 2 - Mapa do potencial eletrostatico dos farmacos (a)BNZ, (b) POS, (c)AF e (d) AS. As cores representam
as densidades de cargas negativas (vermelho) e positivas (azul). Imagens obtidas utilizando o programa
Gaussview.
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Figura 3 - Espectro Raman da amostras engobando faixas com bandas caracteristicas aos materiais: 1300-1500 (a)
e 1500-1800 (b,c).
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Fonte: Autoria propria.

Outro tipo de interacdo pode ser inferida por meio da coloragéo do cristal POS:BNZ:AF.
Na Figura 4(b), nota-se a modificacdo da coloracdo deste cristal em relacdo aos componentes
isolados, de branco para amarelo durante a cocristalizacdo. Comportamento semelhante foi
visualizado por Figueirédo e colaboradores (2017) que demonstrou que tal alteracdo foi devido

a interacdes pi-pi formadas entre 0s anéis aromaticos dos farmacos POS e BNZ.

Figura 4 - Imagens dos p0s obtidos ap0s cocristalizacdo. POS:BNZ:AF (a) e POS:BNZ:AS (b).

Fonte: Autoria propria.

Em relagédo ao cristal POS:BNZ:AS, é notavel o deslocamento da banda de absorcao de
C=0 para frequéncias mais elevadas em 1730 cm™, tal fato pode ser explicado por estudos
realizados por Shevchenko e colaboradores (2013) em que a maioria dos acidos dicarboxilicos,
como AF e AS, apresentam ligacdes intermoleculares encadeadas por ligacfes de hidrogénio
entre os grupos carboxila vizinhos, para os quais as carbonilas (C=0) atuam como aceptores e
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as hidroxilas (-OH) atuam como receptores de elétrons. No entanto, quando ha a formacéao de
cocristais, como no caso do itraconazol (andlogo do POS) e AS, interacGes de hidrogénio séo
estabelecidas entre os grupos -OH e o grupo 1,2,4-triazol do farmaco, deixando o grupo C=0
do &cido livre de interacdes. Desta forma, ocorre o deslocamento do nimero de onda deste para
frequéncias mais elevadas. Tal fato, pode ainda ser corroborado com a analise do espectro
Raman, Figura 3(c), em que carbonila livre do &cido pode ser notada em 1732 cm™. Além disso,
esta interacdo pode ter impedido a aproximacéo dos farmacos POS e BNZ para a promocao das
interacdes pi-pi, ndo havendo a alteracéo da cor ap6s cocristalizacdo, Figura 4(a).

Outra banda de carbonila foi apresentada em 1683 cm™ similar ao POS, no entanto a
banda de carbonila caracteristica ao BNZ foi ausente, a qual pode ter sido deslocada a regides
de frequéncias mais elevadas devido a possiveis interacfes envolvendo tal grupamento. Além
disso, observou-se que a banda em 1356 cm™ foi deslocada para 1371 cm™ sugerindo-se uma
possivel interacdo eletrostatica (dipolo-dipolo) com grupos mais eletronegativos do &cido
succinico e do POS, Figura 2(c) e 2(d).

Para observar a disposi¢cdo de cada componente nos cristais, a microscopia por Raman
confocal foi utilizada de acordo com os grupamentos quimicos correspondentes (Fig.5). No
material POS:BNZ:AF, observa-se areas concentradas de BNZ em porcdes da regido analisada
na frequéncia de NO2, Figura 5(a), ao contrario do POS, o qual esta bem distribuido em toda a
area analisada, Figura 5(b). Foi possivel ainda determinar a distribuicdo do AF, Figura 5(c) que
apresentou maior intensidade, principalmente, nas regifes ao redor do BNZ, mantendo também
contato com POS.

Em relacdo a POS:BNZ:AS, os farmacos BNZ, Figura 5(d) e POS, Figura 5(e)
apresentaram boa distribuicdo ao longo da regido analisada, evidenciando a presenca de ambos
os farmacos localizados de forma semelhante. Este comportamento se diferencia do
apresentado por Figueirédo e colaboradores (2017) que desenvolveu uma mistura eutética
contendo BNZ:POS, o qual mostrou microestrutura em formato laminar com alternéncia dos
farmacos, tipico desta forma cristalina, que se deve a inclusdo do componente minoritario entre
0 majoritario. Desta forma, sugere-se que o cristal POS:BNZ:AS seja um cocristal devido a
miscibilidade do sistema a nivel molecular em estado sélido (SHETE et al., 2015). AS néo foi

analisado devido a baixa intensidade da C=0 caracteristico, Figura 3(c).
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Figura 5. Microscopia Raman confocal das analise de acordo com os picos caractericos dos materiais obtidos pelo
espectro dos cristais POS:BNZ:AF e POS:BNZ:AS. Faixa de frequéncia utilizadas: 1346-1386 cm™ (a), 1539-
1646 cm? (b), 1666-1712 cm™ (c), 1340-1393 cm* (d) e 1593-1639 cm'? (e).
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Fonte: Autoria propria.

Além disso, as amostras foram analisadas quanto ao perfil térmico, evidenciado na Fig.
6 e Tabela 2. Na analise do DSC, POS apresentou evento de fusdo maximo em 170,2 °C (-5,2
J/g) e BNZ em 194,8 °C (-23,6 J/g). Em relacdo ao AS, dois eventos endotérmicos conectados
foram observados, com maxima absorcdo de energia em 199,0 °C e outro em 256,1 °C
referentes aos eventos de fusdo e evaporacao do acido. Ja o &cido fumaérico sofreu sublimacéo,
com inicio proximo a 200 °C (CAIRES et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2017; LOHBECK et
al., 2012).

Figura 6. DSC dos farmacos, coférmeros e cristais obtidos.
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Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 2. Tempertaturas iniciais (Tinicia), finais (Tfina) € @ de maxima (Tpico max) bem como a entalpia envolvida
(AH) no perfil térmil das amostras.

Amostras Tinicial Tfinal Tpico méx AH (J/g)
POS 162,4 191,2 170,2 -5,7
BNZ 180,6 236,0 194,8 -23,6
AS 144,1 329,0 199,0/256,1 -309,7
AF 198,3 351,6 280,1 -176,1
POS:BNZ:AF 121,6 170,7 136,7 -7,4
POS:BNZ:AS 129,0 188,8 156,0 -15,6

Fonte: Autoria propria.

Em relacdo as amostras POS:BNZ:AF e POS:BNZ:AS, houve uma antecipacdo do
evento de fusdo dos farmacos e coformadores com a unificacdo dos mesmos (Figura 6). Em
POS:BNZ:AF, Tinicia foi em 121,6 °C com Tpico max em 136,7 ° (7,4 J/g) e em POS:BNZ:AS
Tiniciar foi em 129,0 °C com Tpico max €M 156,6 ° (14,6 J/g), Tabela 2. Tal antecipagdo esta
relacionada a quebra das interagcfes entre os materiais, uma vez que POS:BNZ:AF foi composto
por interac@es dipolo-dipolo (mais fracas) tendendo a ruptura em temperaturas mais baixas do
que as ligacGes de hidrogénio (mais fortes) apresentadas pelo POS:BNZ:AS, como evidenciado
pelas andlises de FTIR e RAMAN. Além disso, observa-se que esta caracteristica termica ndo
foi acompanhada de perda de massa, Figura 7(a), descartando solvatacdo dos cristais pelos
solventes utilizados no processo.

Ao analisar a decomposic¢do dos cristais, nota-se a completa perda dos coférmeros apés
200 °C, com inicio em 140 °C para AS e 149 °C para AF, Figura 7(b), e DTG maximo em 249
e 271 °C, Figura 7(c), respectivamente. Ja os farmacos isolados apresentaram inicio da
degradacdo em 209 °C para BNZ e 312 °C para POS.

Em relagéo aos cristais, POS:BNZ:AF e POS:BNZ:AS tiveram degradacdo inicial em
152 °C, em ambos, evidenciando inicio de perda de massa acima do observado pelos cofémeros
isolados. Este primeiro evento foi até 294 e 286 °C com perda de massa de 11,3 e 13,4% para
POS:BNZ:AF e POS:BNZ:AS, respectivamente, ocasionada, principalmente pela evaporacéo
dos acidos, uma vez que 0s mesmos correspondem a cerca de 12,3 % em massa nos cristais
obtidos. O segundo evento da curva TG, para ambos os cristais, foram referentes a competa
carbonizagdo da matéria organica, no entanto, ao analisar a curva DTG, é notavel o aumento da

estabilidade térmica do BNZ para temperatura superior a 400 °C, similar ao POS.
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Figura 7 - Curva TG dos materiais isolados (a) e dos cristais obtidos (b), bem como a curva DTG (c) das amostras.
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Temperatura (°C)

A cristalinidade dos farmacos e coférmeros puros e dos cristais obtidos foi analisada

por meio da técnica de DRX (Figura 8), rotineiramente empregada para a caracterizacao de

cocristais um vez que estes tendem a apresentar distintos perfis cristalinos em relacdo aos

materiais de partida, ao contrario das misturas eutéticas (CHERUKUVADA, 2016).

Figura 8 - DRX dos materiais utilizados.
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O farmaco BNZ possui perfil cristalografico bem definido com picos de elevada
intensidade em 7,3°, 10,9°, 16,8° e 21,9° (Figura 7), indicando comportamento cristalino
(SOARES-SOBRINHO et al., 2012), comprovada por sua morfologia superficial na forma de
cristais regulares, visualizados por imagens obtidas por MEV, Fig. 8c e 8d. POS também
apresentou perfil cristalino com picos caracteristicos em 7,7°, 9,9°, 15,6°, 17,8°, 19,6° e 22°,
(TANG et al., 2016), Figura 8. Tal perfil pode ser ainda visualizado por microscopia, Figura
9(a) e 9(b), cujas imagens apresentam cristais afilados e alongados de morfologia bem definida.

Os cofémeros AF e AS também apresentaram estrutura cristalina bem definida (Figura
8), no entanto a aquisicdo das imagens por MEV foi impossibilitada pela fluorescéncia emitida

por eles.

Figura 9 - MEV das amostras POS (a,b), BNZ (c,d), POS:BNZ:AF (e, f) e POS:BNZ:AS (g,h). Magnitude de
10000x (a,c,e,g) e 50000x (b, d, f, h).

Fonte: Autoria propria.
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Em relacdo a POS:BNZ:AF, Figura 8, o perfil cristalografico mostrou distin¢do quanto
ao materiais de partida com picos intensos em 6,2°, 9,4°, 15,9°, 16,8° e 25°. Tais picos
demonstram espassamento entre planos cristalinos, caracteristicos da polimorfo 111 do POS de
atividade antifangica similar a forma I, mais estavel e utilizada comercialmente (ANDREWS;
LEONG; SUDHAKAR, 2004). Um pico discreto em 7,7° demonstra que nem todo o farmaco
foi convertido a forma Ill. Observa-se ainda picos inerentes 8 BNZ em 7,3°, 10,9°, 16,8° e
21,9°, podendo se tratar de uma mistura eutética, como demonstrado claramente por
microscopia Raman (Figura 5) e também em andlise por MEV na qual notou-se uma
microestrutura lamelar, Figura 9(e) e 9(f). Tal perfil é apresentado por muitas misturas eutéticas
devido a interacOes coesivas, incapazes de afetar a estrutura cristalina (CHERUKUVADA,;
ROW, 2014; FIGUEIREDO et al., 2017).

De acordo com Cherukuvada & Nangia (2014), interacdes fortes predominantemente
adesivas (heteromolecular) geram cocristal formando estrutura cristalina uUnica. No entanto,
quando interagdes coesivas (homomolecular) séo fortes e interacdes auxiliares sdo fracas ou
inexistentes, o resultado é a formacao de solucgdes solidas (componentes de tamanho e estrutura
similares) ou mistura eutética (componentes de tamanho e estrutura distintas), com estrutura
cristalina similar aos materiais de partida.

Ja em POS:BNZ:AS, Figura 8, observa-se a modificacdo da rede cristalina com perfil
distinto ao apresentado pelos materiais de partida, bem como das demais formas polimérficas
do POS (ANDREWS; LEONG; SUDHAKAR, 2004). Picos cristalinos presentesem 7,0°,9,1°,
14,1°, 14,7° e em angulos 20 mais elevados foram observados. Isto sugere que tal material seja
um crocristal, uma vez que seus componentes interagem prioritariamente por interacdes
adesivas, as quais afetam a rede cristalina. Tal fato pode ser corroborado com a miscibilidade
apresentada ela microscopia Raman, Figura 5(d) e 5(e), bem como na imagens obtidas por MEV
evidenciando estrutura cristalina compacta e uniforme, Figura 9(g) e 9(h).

A maior motivagdo para o desenvolvimento de novas formas sélidas das moléculas é o
aprimoramento das propriedades fisico-quimicas que sdo de relevancia critica para a
performance das amostras. Isto inclui a solubilidade aquosa, a dissolugéo e consequentemente
a biodisponibilidade dos farmacos (DUGGIRALA et al., 2016). Com base nisso, os perfis de
dissolucao foram avaliados e expostos na Figura 10.
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Figura 10 - Perfis de dissolucdo dos farmacos isolados bem como nas formas cristalinas formadas, separados em
POS (a) e BNZ (b). Meio tampdo pH 1,2.
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Fonte: Autoria propria.

Na Figura 10(a), nota-se que POS:BNZ:AF e POS:BNZ:AS apresentaram perfis de
dissolucdo similares, atingindo cerca de 50% de dissolucdo do farmaco em 120 min ao contrario
do POS isolado, em 240 min. Na Figura 10(b), observa-se que o0 BNZ apresentou dissolugédo
mais lenta, com aumento gradual atingindo cerca de 40% de farmaco dissolvido em 240 min.
Este comportamento foi consideravelmente modificado pelos cristais formados com cerca de
90 % de dissolucdo em 240 min para POS:BNZ:AF e 100 % dissolucéo para POS:BNZ:AS em
120 min.

A fim de avaliar a cinética apresentada pelas amostras, a interpretacdo quantitativa da
dissolucdo foi realizada pelo uso de equagdes que traduzem matematicamente a curva de
dissolucdo em funcdo dos parametros relacionados (COSTA; LOBO, 2001). Na Tabela 3,
observa-se que POS apresentou melhor correlagdo com a cinética de ordem zero, na qual o
farmaco é dissolvido de forma lenta em fungédo do tempo a uma velocidade constante (k=0,224),
independente da concentracdo (BRUSCHI, 2015). J& BNZ ndo foi adequado aos modelos
propostos.

Em relacdo a POS:BNZ:AF e POS:BNZ:AS, notou-se a expressiva alteracdo do tipo de
liberacdo apresentada pelo POS isolado, se distanciando do modelo de ordem zero. Para a
dissolucdo de BNZ, os cristais foram capazes de modificar a cinética se adequando melhor a
primeira ordem, principalmente POS:BNZ:AS, a qual esta relacionada com a dissolugéo do

farmaco como dependente da concentracdo deste em solu¢do (BRUSCHI, 2015). Assim, a
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constante de dissolucdo (k) foi de 0,017 e 0,073 para POS:BNZ:AF e POS:BNZ:AS,
respectivamente, demonstrando a superioridade da velocidade de dissolugdo do ultimo em

relacdo ao primeiro.

Tabela 3. Cinética de dissolucdo dos farmacos POS e BNZ isolados e a partir dos cristais obtidos.

Amostras
R POS:BNZ:AF POS:BNZ:AS
Modelo Parametros POS BNZ
POS BNZ POS BNZ
Zer0 ordem R? 0,992 0,733 0,750 0,767 0,760 0,533
k 0,224 0,135 0,186 0,288 0,195 0,292
Primeira ordem R? 0,988 0,726 0562 0,910 0,563 0,939
k 0,003 0,003 0,007 0,017 0,008 0,073
ED (%)
33,07 31,38 49,05 72,21 5256 95,18

(até 240 min)
Fonte: Autoria propria.

Outra forma de avaliacdo dos perfis de dissolugdo foi o célculo da ED% evidenciando
0 aumento da eficiéncia da dissolucdo dos farmacos presentes nos cristais comparado aos
componentes isolados. Desta forma, POS:BNZ:AF foi 15,98% e 23,16% mais eficiente para
POS e BNZ, respectivamente. Para POS:BNZ:AS, tal aumento foi ainda superior apresentando
eficiéncia de 19,49% e 63,8% comparado a POS e BNZ, respectivamente. Este incremento pode
gerar promissoras vantagens quanto a biodisponibilidade do farmaco, bem como o efeito

terapéutico almejado.

3.3.4 Conclusao

O presente trabalho evidenciou a formacgdo de cristais eficientes por meio da
cocristalizacdo dos farmacos posaconazol e benznidazol. Assim, foram identificados dois tipos
de cristais, mistura eutética (POS:BNZ:AF) e cocristal (POS:BNZ:AS), por meio de técnicas
analiticas capazes de identificar as novas estruturas, as quais demonstraram caracteristicas
distintas as dos componentes individuais. Tais materiais demonstraram o incremento expressivo
quanto as propriedades fisicas, além da velocidade e eficiéncia de dissolucéo, podendo afetar
significativamente a biodisponibilidade dos farmacos. Desta forma, 0 uso da engenharia de
cristais € uma estratégia interessante para a obtencdo de sistemas combinados dos farmacos

BNZ e POS para o incremento na terapia antichagasica.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho apresentou sistemas farmacéuticos posaconazol e
posaconazol:benznidazol.

Os sistemas baseados em posaconazol:B-ciclodextrina foi capaz de incrementar a
solubilidade, a estabilidade oxidativa e a velocidade de dissolucdo afetando a atividade in vitro
do farmaco. Isto indica a eficiéncia do complexo como futuro medicamento.

Além disso, foi desenvolvido um novo método de quantificagdo simultdnea para 0s
farmacos em estudo, facilitando a quantificacdo dos mesmos em futuras formulagdes
farmacéuticas desenvolvidas.

Em adicéo, a engenharia de cristais foi de suma importancia para o desenvolvimento de
cristais POS:BNZ, indicando a obtencdo dos novos cristais classificados: um como mistura
eutética e outro como cocristal. Apesar de somente este Gltimo apresentar modificacao no perfil
cristalogréfico, ambos apresentaram excelente eficiéncia de dissolugdo em comparagdo com 0s
farmacos isolados.

Diante disso, esta pesquisa foi capaz de desenvolver sistemas bem definidos com
potencial atividade tripanocida, a fim de gerar um tratamento efetivo tanto na fase aguda como

na fase cronica da doenca de Chagas.
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Abstract

Objective: to develop an analytical method to simultaneous quantification of benznidazole
(BNZ) and posaconazole (POS) by HPLC-DAD using design of experiments. Methods:
percentages of organic phase, buffer pH and flow rates of mobile phase were selected as
independent variables by Full Factorial design (3%), totaling 27 experiments. Significant factors
were evaluated using factorial ANOVA with 95% confidence level. Method optimization was
performed using desirability profiles, considering BNZ/POS chromatographic resolution and
peak areas. Further, the method was evaluated regarding its suitability and properly validated
according to international compendiums using the parameters: specificity, linearity, accuracy,
precision, limit of detection and limit of quantification. Results: the optimized method was
achieved using Discovery® C8 column (250mm x 4.6mm; 5um particle size), methanol/acetate
buffer (pH 3.5)(71:29) and detection at 260 nm. Retention times were 3.6 and 7.6 min for BNZ
and POS, respectively, with good suitability of system and it was specific and linear (r2 > 0.99)
for both drugs, proving the efficiency of the method even in the presence of degradation
products of POS. Conclusion: this new method is a great alternative to perform reliable, faster
and cheaper analysis since the simultaneous quantification of the association BZN/POS is not

reported yet in the literature.

Keywords: Quality by design. Design of experiments. Simultaneous analysis. Posaconazole.

Benznidazole.



94

1 Introduction

The Drug for Neglected Disease initiative (DNDi) launched in the last years a platform
of research and development to Chagas’ disease which aimed a cost reduction and encouraged
drugs repositioning approved by Food and Drugs Administration (FDA) as a proposal for
substitution or adjuvant to treatment with BNZ, first choice drug for over 50 years, Figure 1(a).
A possible alternative was the antifungal drug posaconazole (POS), Figure 1(b), a potent

inhibitor of ergosterol biosynthesis, important to cell wall construction of T. cruzi (1).

Figure 1 Chemical structures of drugs benznidazole (a) and posaconazole (b)

For the development of future dosage forms with drugs BNZ and POS, it is convenient
the use of simultaneous quantification method with both. Most of the drugs in single or
multicomponent dosage forms can be analyzed by HPLC method due to its associated
advantages as speed, greater sensitivity, improved resolution, specificity, accuracy, precision,
reusable columns and ease of automation in this method (2).

The performance HPLC methods have become increasingly important in a quality by
design (QbD) environment. Under the QbD approach for HPLC methods, robustness and
ruggedness should be verified early in the method development stage to ensure method
performance over the lifetime of the product. The scientific understanding gained during the

method development process can be used to devise method control elements and to manage the
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identified risks. A powerful tool of the QbD concept is the use design of experiments (DOE)
which helps to understand the effects of possible multidimensional effects and interactions of
various parameters on the final product or method quality (3,4).

In scientific literature, some authors have described the development of methodologies
using HPLC coupled to diode array detector (DAD) to quantify POS and BNZ, separately, as

evidenced in Table 1. Most of them use acetonitrile (ACN) as a mobile phase component,

however, POS stability is affected in the presence of this organic modifier (5).

Table I Methods of quantification of BNZ and POS by HPLC-UV or DAD.

Author Column Mobile phase Elution mode
Posaconazole
(Céceres et al., 2016) Eclipse XDB Cis , 150 x  Acetonitrile:water (70:30) Isocratic
4,6 mm, 5 um
(Hamdy and Belal, Zorbax SB-Cis (4.6 x 250 Acetonitrile:15 mM Gradient
2014) mm, 5 um) potassium dihydrogen
orthophosphate (30:70 to
80:20)
Kinetex-Cig (2.1 x 50 Acetonitrile: 15 mM Isocratic
mm, 1.3 um) potassium dihydrogen
orthophosphate (45:55)
(Zhang et al., 2013) Phenomenex Gemini Cs- 0.01 M phosphate buffer, Gradient
phenyl (4.6 x 150 mm, 5 pH 3.5, and acetonitrile
pm)
(Garciaetal., 2012) Shim-pack Cg (250 x 4.6 Methanol-water  (75:25; Isocratic
mm; 5 um) v/v)
(Cendejas-Bueno etal., Sunfire Cis (4.6 %150 acetonitrile:water (60 : 40) Isocratic
2011) mm,5 pm)
(Kahle et al., 2009) ReproSil-Pur Basic 0.09 M aqueous Isocratic
Cig column (150 mm x 2 ammonium phosphate
mm, 5 um) monobasic:acetonitrile
(50%:50%, vol/vol) (pH
5.3)
(Gordien et al., 2009)  Phenomenex Gemini C6- 10 mM phosphate buffer Gradient
Phenyl (4.6 x 150 mm, 5.0 adjusted to pH 7 with
pm) concentrated
orthophosphoric acid
(phase A), and mixed with
acetonitrile (phase B)
(Chhun et al., 2007) Plus  Satisfaction Cg sodium potassium Isocratic
column (250 mm x 3 mm, phosphate buffer (0.04 M,
5 pm) pH
6.0):acetonitrile:ultrapure
water (45:52.5:2.5, viviv)
Benznidazole
(Marsén et al., 2013) Lichrospher-100  RP18 water/acetonitrile  (80:20 Isocratic

Cig column (100 mm x4.6
mm, 5 um)

vIv).




(Moreira et al., 2012) Phenomenex Gemini-NX  Acetonitrile: water (60:40, Isocratic
Cis (150 mm x 4.6 mm, 4 vol/vol)
pm)

(Guerrero et al., 2011)  Kromasil Cis (250 x 4.0 water:acetonitrile (60:40) Isocratic
mm, 5 um)

(Silva et al., 2007) Lichrospher Cig column  Acetonitrile:water (50:50) Isocratic

96

(125 mm x 4,0 mm, 5 pm)

Based on this, this research aimed the development, optimization and validation of a
new HPLC-DAD method for simultaneous determination of BNZ and POS using a design of

experiments (DOE) approach.

2 Experimental

2.1 Instrumentation and Reagents

Posaconazole (purity of 100%) was purchased from Vanguard® and benznidazole
(purity of 99,3 %) was provided by Laboratério Farmacéutico Pernambucano - LAFEPE®
(Recife, Brazil). HPLC-grade methanol was purchased from JTBaker® (USA). Hydrogen
peroxide (Alphatec®, Brazil), glacial acetic acid (Dinamica®, Brazil) and sodium acetate
trihydrate (Sigma-Aldrich®, USA) used were analytical grade. Water was purified in a Milli-
Q Plus system (Millipore®, USA), and its resistivity was 18.2 MO cm at 25°C.

A Shimadzu Prominence Liquid Chromatograph, equipped with a LC-20AT pump,
DGU-20A5R degassing unit, SIL-20A auto sampler, SPD-M20A PDA (photodiode array)
detector (Shimadzu, Kyoto, Japan) was used for method development, optimization and
validation. LC Solution system software was used to control the equipment and to calculate

data and responses from the LC system.
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The HPLC method was conducted using a Cg column (Discovery®) with 5um particle
size, 4.6 mm internal diameter and 250 mm length. Preliminary tests with a Cig column
provided a retention time of PCZ about 60 min (data not show).

A Millipore filter of cellulose nitrate, gridded with pore size of 0.45 pm and 47 mm
diameter was employed to filter and degas the acetate buffer, also sonicated in an ultrasonic
bath Ultracleaner 800 (Unique®) for 30 minutes. The samples were filtered using syringe filter

(Millipore®) with pore size of 0.22 pum and sonicated for 10 minutes before analyses.

2.2 Methods

2.2.1 Preparation of buffer for mobile phase

50 mM acetate buffer solution was prepared by diluting a pre-calculated amount of
sodium acetate trihydrate in 1000 mL purified water and pH was adjusted with glacial acetic
acid to 2.5, 3.5 and 4.5. The buffer was filtered through a 0.22 pm pore size filter with the aid

of a vacuum pump. After this, the mobile phase was degassed for 30 minutes.

2.2.2 Experimental design

Important factors impacting chromatographic performance were studied for method
evaluation and optimization. Three independent variables [methanol (MeOH) concentration in
mobile phase (X1, % v/v), flow rate (X2, mL.min™) and mobile phase buffer pH (Xs)] were
elected for a quadratic Full Factorial Design (FFD) model with three levels (3°%), totaling 27
experimental runs (Table I1). The effect of variables on responses [BNZ retention time (Y7,
min), POS retention time (Y2, min), BNZ resolution (Y3) and POS resolution (Y4)] was assessed
by evaluating the significant factors using factorial ANOVA with 95% confidence level.

Multiple regression statistics was utilized for constructing desirability profiles in order to find
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the best condition for chromatographic system. Experiments were conducted in random order
and data were analyzed using StatSoft Statistica 12.0 software.

Table Il Variables and levels considered for the optimization of chromatographic system

Codes Factors Levels

Low (-1) Medium High

(0) (1)
= X1 MeOH (% v/v) 65 68 71
é é X2 Flow rate (mL.min) 0.8 1 1.2
g i X3 Mobile phase buffer pH 2.5 3.5 4.5
N Y1 BNZ retention time (min) Shortest possible
3 Y2 POS retention time (min) Shortest possible
qé-)- Y3 BNZ resolution Highest possible (>2.0)
- Ya POS resolution Highest possible (>2.0)

The short difference between level -1 and +1 in relation to MeOH % is justified based
on previous studies, where it was observed that percentages above 72% MeOH, BZN appeared

at the void volume (data not showed).

2.2.3 Method validation

The best condition was validated according to the international recommendations for
analytical method validation (17,18). The method was validated for following parameters:
linearity, specificity, accuracy, precision, limit of detection (LOD) and limit of quantitation
(LOQ). This method involves an easy sample preparation and a stable detection process. Thus,

no internal standard was used.

2.2.3.1 Specificity
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To demonstrate the specificity of the method, the POS was submitted to accelerated
oxidative degradation conditions by the addition of hydrogen peroxide solution (3%) to 25 ml
volumetric flask containing 10 mL of a 100 pg/mL POS solution in methanol. This solution
was then mixed up with a 1000 pg/mL BNZ solution to obtain a final concentration of 20 pg/mL

for both drugs.

2.2.3.2 System suitability

The system suitability tests are used to verify if the chromatographic system is adequate
for the intended analysis (19). For system suitability assessment a POS solution (20 pg/mL)
was injected five times for HPLC analysis. From these replicate injections, the acceptance

criteria for peak area, tailing factor and number of theoretical plates were evaluated.

2.2.3.3 Linearity

The POS and BNZ stock solution were prepared at concentration of 1000 pug/mL each
one in methanol. For the linearity, stock solutions were diluted with methanol to obtain the
solutions whose concentrations were: 5, 10, 15, 20, 30 and 50 pg/mL. This range was
established to encompass from lower to higher concentrations aiming to analyze simultaneously
POS and BNZ both in drug delivery systems to be developed in future as well as in release
profile analysis. Three authentic replicates were injected and analyzed. The linear regression
and correlation coefficient were found out from the equation of the line traced in the graph

between peak area and concentration.

2.2.3.4 Accuracy and Precision
Accuracy was determined from the percentage ratio of measured nominal concentration

((mean of measured concentration)/(nominal concentration) x 100%). It was used three
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different concentration (10, 20 and 30 ug/mL) for both drugs in association compared to isolated
standards, resulting in 9 determinations. This process has been performed in triplicated. The
precision parameters were based in repeatability (intra-day precision) and intermediate
precision (inter-day precision) for each drug. For both experiments it were prepared six
authentic replicates at the concentration of 20 pg/mL. The repeatability was performed in a
single day, while the intermediate precision was performed by repeating the six concentrations
on two different days. The peak area was measured and percent relative standard deviation (%

RSD) was calculated.

2.2.3.5 Limit of detection and quantification

The limits of detection and quantification were estimated by sigma method. The formula
for the calculation of limit of detection (LOD) used was LOD =3.36/SP, where 6 is the minutest
standard deviation value in response and SP is the slope of the calibration curve. Similarly, the
limit of quantitation (LOQ) was also calculated from the response of POS and BNZ. The
formula for the calculation of LOQ used was LOQ =106/SP, where 6 is the residual standard

deviation value in response and SP is the slope of the response.

3 Results
3.1 Experimental design

Results obtained from experimental samples are listed in Table IlI. All analyses
conditions were able to retain and separate the analytes. Retention times (RT) varied from 2.98
to 4.73 for BNZ and 4.79 to 23.04 for POS. This result was decreased with the increasing of
flux and proportion of MeOH for both drugs, while the buffer pH affected only POS. In relation
to resolution (Rs) values there was a variation from 1.55 to 3.22 for BNZ and 9.64 to 29.38 for

POS.



Table 111 Batch runs and results obtained from the full factorial experimental design.

Coded Factors Responses
a

Run x. % x FRT RT Rs R
(BNZ (POS (BNz (POS

1 -1 -1 -1 176 446 1545 9.96
2 -1 -1 0 216 473 2772 17.82
3 -1 -1 1 322 472 2938 1832
4 -1 0 -1 215 3.6 16.27 7.8
5 -1 0O 0 307 38 267 1471
6 -1 0 1 2.57 3.74 26.44 13.97
7 -1 1 -1 213 312 1497 6.96
8 -1 1 0 267 329 2437 1224
9 -1 1 1 264 318 2551 125
10 0 11 22 446 1352 8.24
11 0 -1 0 262 47 2322 1298
12 0 -1 1 3.05 469 24.17 1297
13 0 0 -1 227 359 1344 6.55
14 0 0 0 252 372 2075 10.15
15 0 0 1 253 366 2149 9.8
16 0 1 -1 162 299 11.77 557
17 0 1 0 2.5 322 20.04 8.754
18 0 1 1 225 305 1881 829
19 1 -1 -1 197 445 1198 7.39
20 1 -1 0 237 449 16.66 9.36
21 1 -1 1 272 455 1869 9.73
22 1 0 -1 169 336 1039 564
23 1 0 0 219 362 1584 761
24 1 0 1 261 366 1793 7.86
25 1 1 -1 155 2.98 9.64 479
26 1 1 0 244 319 1631 6.79
27 1 1 1 219 3.03 1586 6.1

& Experiments were effectively conducted at random

101

Linear and quadratic effects of independent factors (between -1 and +1 levels) on

responses were studied using factorial ANOVA (95% confidence level) as a means of

estimating major influencing variables on chromatographic performance (Table 1V). It was

observed that the percent of MeOH in mobile phase (X1) played an important role on reducing

both BNZ and POS RT, especially for POS RT, in which mobile phase MeOH concentration

was the most significant factor.
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Table 1V Average effects estimated from the influence of each independent factor and its
second order interactions on responses obtained from the analysis of the full factorial design

results. Influencing factors (p > 0,05) are in bold.

Effect estimates

Factors RT (BNZ) RT (POS) Rs(BNZ) Rs(POS)
(X1) MeOH (% v/v) (L) -0,15189  -5,40000  -0,293333  -8,16778
(X1) MeOH (% VIv) (Q) 000739  -0,74178  0,056667  -0,31611
(X2) Flow rate (min.mL) (L) -1,46633  -3,81844  -0,231111  -2,61222
(X2) Flow rate (min.mL") (Q) -0,20428  -0,61078  0,063333  0,02389

(X3) Mobile phase buffer pH (L) 0,14078 4,11667 0,715556 8,98333

(X3) Mobile phase buffer pH (Q) 0,13072 2,10989 0,220000 3,75056

X1 (L) x X2 (L) 0,00450 1,00167 -0,196667 0,36333
X1 (L) x X2 (Q) -0,02608 0,20750 -0,105000 -0,18667
X1 (Q) x X2 (L) -0,04775 -0,03017 -0,201667 -0,61333
X1 (Q) x X2 (Q) 0,00696 -0,01742 0,002500 -0,03917
X1 (L) X X3 (L) -0,00117 -2,29833 -0,013333 -2,36167
X1 (L) x X3 (Q) -0,03108 -1,20250 -0,005000 -1,36917
X1 (Q) x X3 (L) -0,01558 -0,41250 -0,101667 -0,30250
X1 (Q) x X3 (Q) 0,00696 -0,03892 0,005000 0,28958
X2 (L) x X3 (L) -0,06950 -0,90833 -0,213333 -1,24833
Xz (L) x X3 (Q) 0,04475 -0,23017 0,288333 0,23917
X2 (Q) x X3 (L) 0,02192 -0,17750 -0,136667 -0,29750
X2 (Q) X X3 (Q) 0,00071 0,08258 0,052500 -0,23542

As expected, higher levels of flow rate (X2) were also able to significantly reduce
retention times, whereas mobile phase buffer pH (X3) negatively affected RT, where RT results

were increased with higher pH levels. Additionally, a second order interaction was identified
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on POS RT response, in which superior values of mobile phase buffer pH limited the benefits
of both flow rate and MeOH concentration (X1 X Xz and Xz X X3).

Regarding Rs response factor, mobile phase buffer pH was the most important affecting
variable, with higher levels of pH increasing the distance between peaks from POS to BNZ and
from BNZ to dead volume in chromatogram. Considering MeOH concentration in mobile phase
has reduced RT, on the other hand, it has also reduced Rs of peaks. Second order interactions
between mobile phase buffer pH and MeOH concentration on POS Rs were also verified,
indicating that even when working with higher levels of MeOH concentration, Rs was
diminished by the increase of buffer pH on mobile phase.

Since POS, Rs results were all above the desired minimum of 2.0, POS Rs response
factor was removed from further investigations, once all chromatographic conditions were

considered satisfactory (20).

3.1.1 Method optimization through desirability function

In order to choose the best chromatographic condition for the method, a desirability
study was conducted as a form of consolidating the experimental design. Profiles of predicted
values with plots of the tested levels (-1, 0, 1) were constructed aiming RT to be as low as

possible and BNZ Rs to be as high as possible (Figure 2).
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Figure 2 Profiles for predicted values and desirability. Bars indicate confidence interval (95%

confidence level). Vertical dashed line indicates the best condition found that fits desirability

function for all independent variables.
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The desirability values were stablished as 0, 0.5 and 1, where 0 would be the least

desired value and 1 the best result obtained from the experimental design. The function traced

the highest desirability (0.73) as being with maximum flow rate (1.2 mL.min), maximum

MeOH concentration on mobile phase (71%) and medium level of mobile phase buffer pH

(3.5).

3.2 Validation method

3.2.1 Specificity

The specificity analysis is represented in Figure 3 which is related to the chromatogram

of solution containing BNZ and degradation product (DP) of POS by oxidative hydrolysis
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evidencing the separated peaks of hydrogen peroxide, BNZ, degraded product and POS with
resolution of 1.8, 3.1 and 7.1, respectively. This data showed the specificity of method which
was able to discriminate substances with similar structures as POS and its DP, which presented
RT of 4.4 min. This one is better identified using the mass spectrometry as evidenced by Yang
etal. (21).

Figure 3 Chromatogram of BNZ/degraded POS solution by oxidative degradation.
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3.2.2 System suitability

System suitability was evaluated and its results related to peak area, tailing factor and
number of theoretical plate expressed by percent relative standard (% RSD) with values of 0.48,
0.33 and 0.58 %, respectively. According USP 40 (8), this value should be less 2 %, evidencing

good resolution of data as well as system suitability HPLC-DAD for proposed analysis.

3.2.3 Linearity
The standard calibration curve over the BNZ/POS concentration range 5 to 50 pg/mL

provide a coefficient of determination (r?) of 0.999 for both drug which is an acceptable value,
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Figure 4, according USP 40 (8). The linear regression from the above given concentration range
were y= 7297x—1129 and y= 37935x—16480 to BNZ and POS, respectively. Thereby it is
observed that solution concentrations were correlated with peak areas obtained. Such data are

fundamental for future analysis to simultaneous quantification BNZ and POS in association.

Figure 4 Overlapping of chromatograms obtained from linearity of BNZ/POS validation

method by HPLC-DAD.
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3.2.4 Accuracy and Precision

Accuracy presented acceptable values for BNZ and POS ranging between 98.2% to
101.5% and 98.1 to 101.0%, respectively. Precision of new validation method was evaluated
by % RSD of peak area of intra-day and inter-day precision results evidencing 1.60 and 1.42 %
to BNZ and 1.69 and 1.64 % to POS, respectively. For both analysis, % RSD value to all
concentrations were less than 2 % (19), indicating a good accuracy and precision of the

analytical procedure.
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3.2.5 Limit of detection and limit of quantification

The lowest concentration at which analyte can be detected and quantified with
acceptable was estimated from sigma method. About the BNZ, this one presented 0.92 and 2.80
pg/mL and POS presented 1.29 and 3.91 pg/mL to limit of detection and limit of qualification,

respectively. So, this method was able to detect these drugs even at low dosages.

4 Discussion

Design of experiments was a fundamental tool for the development and optimization of
the method to simultaneous quantification of BNZ/POS. The use of full quadratic FFD model
was able to identify the influences between independent factors facilitating observation the
optimum point to analysis. The optimized method was obtained using MeOH:acetate buffer
(pH 3.5) (71:29) as mobile phase under 1.2 mL.min which had considerable influence of
parameters analyzed. The flow rate and MeOH % had great importance to RT due to its low
lipophilicity (Log P < 0.9) promoting the weak retention of BNZ in column, so the high
proportion of organic modifier was able to easily drag the drug. In relation to variable pH buffer,
no influence was detected. Once BNZ has pKa next to 12 (obtained by MarvinSketch 16.11.7),
out of pH range analyzed, the variations made to the buffer did not promote the drug ionization.
This fact explains the low variability in the BNZ retention in experimental design since the drug
unionized is more easily retained by hydrophobic interactions than ionized drug.

Concerning RT of POS, it was observed a synergic effect between MeOH % and buffer
pH which influenced considerably in the choosing of the method. POS is a highly lipophilic
molecule [Log P > 3] and higher levels of organic modifiers in mobile phase composition were
able to increase chromatographic efficiency for POS separation in shorter retention times, less

than 10 minutes. MeOH, as well as acetonitrile, has been widely applied in chromatographic
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systems for the separation of both POS (7,22) and BNZ (16), but for POS, the use of acetonitrile
jeopardizes its stability.

Other important variable was pH of mobile phase. According to Engelhardt et al., (14),
the pH should be at least 2 units apart in relation to pKa of solute in which will be in ionic form.
This form can compromise the drugs retention by hydrophobic groups presents inside
chromatographic column. However, when methanol is added both pH of hydroorganic mobile
phase as pKa of analyte are modified and hence also the ionization degree of the analyte. For
basic drugs, as POS, the increasing of methanol fraction leads to rise pH of mobile phase to
about pH 6.0, decreasing the ionization degree (24,25). Therefore the POS with a pKa in 3.6
and 4.6 would have its RT affect along the pH range used which only happened at the most acid
pH due to influence of methanol. This fact explains the elevate influence of variables pH and
mobile phase evidenced by experimental design.

Then, the better knowledge of method by experimental planning tools allowed to select
and define the critical parameters that may have influence on the method for posterior
validation.

The system used was able to respond properly to the proposed method regarding system
suitability analysis which ensured the good performance to provision of safe results about
parameters analyzed to validation method.

Concerning validation method, this one demonstrated be specific to quantification of
BNZ and POS even with the presence of compound of similar structures, as the degradation
products of POS, since the drug peaks presented great Rs ensuring the total separation of others,
mainly hydrogen peroxide.

Moreover, it is observed that dilution concentration showed a linear correlation with the

chromatographic peak area inside proposed range as well as reduced detection and
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quantification limits to both drugs. The data were obtained with precision as determined by
intra- and inter-day analysis.

So, the presented method has great importance to detected drugs in question as well as
some impurities in future products to be developed with both drugs. Based on this, the
quantification done of simultaneous form will reduce the time spend with process, the volume

of solvent used and, consequently, the total cost involved.

5 Conclusion

The new method of simultaneous quantification of BNZ/POS was successful developed
and optimized by the statistical tool DOE using factorial ANOVA (95% confidence level). The
experimental design had an important role to deepen the knowledge about method development
as well as the influence critical factors as the buffer pH and MeOH%. This proportioned the
choose of best method using mobile phase MeOH:acetate buffer (pH 3.5) (71:29) under 1.2
mL.mint which showed to have a great resolution with short RT for both drugs; in addition to
be efficient and specific even in presence of similar compounds as the degradation products of
POS, according to validation performed. The proposed method was found to be suitable for
quantification of drugs in futures delivery systems evidencing a great alternative to obtain faster

and cheaper analysis since there are still no method of simultaneous of both, POS and BNZ.
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