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RESUMO

Posaconazol (PCZ) e benznidazol (BNZ) possuem efeito sinergico durante as fases
aguda e cronica da doenca de Chagas. No entanto, como estes compostos sdo pouco sollveis
emagua, o desenvolvimento de sistemas dispersos contendo PCZ e BNZ em conjunto tomou-
se uma opcdo atrativa para o incremento da solubilidade aparente e da taxa de dissolugéo dos
farmacos. Com este proposito, o presente trabalho objetivou desenvolver e avaliar os sistemas
farmacéuticos denominados mistura eutética, solucdo solida amorfa e dispersdes sélidas
(DSs) poliméricas contendo PCZ e BNZ. Os sistemas binarios de mistura eutética e a solucéo
solida amorfa contém unicamente PCZ e BNZ na proporcédo 80:20 (mVm %), respectivamente.
As DSs contém os farmacos na proporcdo 50:50 (m/m %) PCZ/BNZ e, adicionalmente, um
carreador polimérico, sendo cada carreador investigado quanto a obtencdo de DSs amorfas e
quanto ao alcance de maiores taxas de dissolugdo dos farmacos. Quanto aos sistemas binarios
farmaco-farmaco, a manutencdo dos padrdes de difracdo e das frequéncias vibracionais na
espectrofotometria de infravermelho tal qual os farmacos de origem, além de um diagrama de
fases caracteristico e de uma microestrutura lamelar altemada, provam a autenticidade da
mistura eutética obtida. Em contrapartida, a presenca de um halo amorfo difuso sem picos
definidos no difratograma confirma a natureza amorfa da solucéo sélida PCZ/BNZ, a qual
evidenciou mudanca de cor possivelmente devido a interagdo do tipo z-stacking entre os anéis
aromaticos dos farmacos participantes. As DSs com o copolimero de polivinilpirrolidona co-
acetato de vinil (P\VVPVA) se destacaram como as mais promissoras no incremento da taxa de
dissolucdo dos farmacos, estando 0s seus componentes misciveis até o nivel de concentragéo
de 30% dos farmacos totais. Tais DSs com PVPVA ainda tiveram seus perfis de dissolucéo
avaliados emamostras contendo a mesma propor¢do da composicdo eutética 80:20 m/m % de
PCZ/BNZ. Os trés sistemas dispersos obtidos neste trabalho, especialmente as DSs com
PVPVA, alcancaram aumento significante das taxas de dissolucdo e solubilidade aparente dos
farmacos, além de possuirem uma razéo entre farmacos PCZ/BNZ 80:20 similar as doses
farmacoldgicas de PCZ e BNZ utilizadas/testadas individualmente no tratamento da doenca
de Chagas, apresentando assim uma oportunidade promissora para o desenvolvimento de
futuras formulagdes farmacéuticas contendo uma dose terapéutica étima e cobrindo as fases
agudae crbnicada doenca.

Palavras-chave: Incremento da solubilidade. Mistura eutética. Solucéo sélida. Disperséo
solida. Posaconazol. Benznidazol.



ABSTRACT

Posaconazole (PCZ) and benznidazole (BNZ) promote synergistic effects during the
acute and chronic phases of Chagas' disease. However, as these compounds are poorly soluble
in water, the development of dispersed systems containing PCZ and BNZ together has
become an attractive option for increasing the apparent solubility and dissolution rate of
drugs. With this objective, the present work aimed to develop and evaluate the pharmaceutical
systems called eutectic mixture, amorphous solid solution and solid dispersions (SDs)
containing PCZ and BNZ. The binary systems of eutectic mixture and amorphous solid
solution contain only PCZ and BNZ in the ratio 80:20 (w/w %), respectively. The SDs
contain drugs in the ratio 50:50 (w/w %) PCZ/BNZ and, in addition, a polymeric carrier, each
of which has been investigated for the achievement of amorphous SDs and for the highest
drugs dissolution rate. For the drug-drug binary systems, the maintenance of the diffraction
patterns and the vibrational frequencies in the infrared spectrophotometry as the original
drugs, besides showing a characteristic phase diagram and an altemating lamellar
microstructure, support the authenticity of the obtained eutectic mixture. In contrast, the
presence of a diffuse amorphous halo without defined peaks confirms the amorphous nature
of the PCZ/BNZ solid solution, which evidenced color change possibly due to m-stacking
interaction between the aromatic rings of the participating drugs. The SDs with the copolymer
polyvinylpyrrolidone co-vinyl acetate (PVPVA) have stood out as more promising in the
improvement of drugs dissolution rate, being the components miscible up to the concentration
level of 30% of the total drugs. These SDs with PVPVA still have their dissolution profiles
evaluated in samples containing the same ratio drugs of the eutectic composition 80:20 w/w
% PCZ/BNZ. The three dispersion systems obtained in this work, especially the SDs with
PVPVA, reached a significant increase in dissolution rates and apparent solubility of the
drugs, besides having a ratio drugs between PCZ/BNZ 80:20 similar to the pharmacological
doses of PCZ and BNZ used/tested individually in the treatment of Chagas’ disease, thus
presenting an promising opportunity for the development of future pharmaceutical
formulations containing therapeutic dose and covering as acute and chronic phases of the
disease.

Keywords: Solubility improvement. Eutectic mixture. Solid solution. Solid dispersion.

Posaconazole. Benznidazole.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma doenca zoondtica infecciosa causada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909). A terapia atual para a doenga temsido feita
unicamente com o farmaco antiprotozoario benznidazol (BNZ) (DNDI, 2016 a), o qual tem
promovido taxas de cura em cerca de 100 % das criancas e 60 % dos adultos diagnosticados
com infeccéo recente pelo T. cruzi (DE ANDRADE et al., 1996). No entanto, durante a fase
cronica da doenca de Chagas, quando ocorrem danos irreversiveis do coragéo, es6fago e
colon dos pacientes acometidos pela doenca, ndo existe nenhum tratamento satisfatorio
(SOSA-ESTANI et al., 2009). Além disso, a longa duracdo do tratamento e os sérios efeitos
colaterais associados a utilizagdo do BNZ reduzem a adeséo ao tratamento pelos pacientes e
causaminterrup¢do temporaria do tratamento emmuitos casos (DA SILVA et al., 2012).

BNZ esta disponivel na forma farmacéutica comprimido 100 mg para adultos e 12,5
mg para recém nascidos e criancas (DNDI, 2017), tendo como principal entrave tecnoldgico
sua pouca solubilidade em agua (KASIM et al., 2004) e a biodisponibilidade oral baixa e
variavel (MOSQUEIRA et al., 2015). Assim, observa-se que a atividade deste farmaco é
limitada pela sua baixa solubilidade em &gua e, portanto, a utilizacdo de um sistema
farmacéutico adequado capaz de aumentar a solubilidade aparente e a taxa de dissolugéo deste
farmaco é altamente desejavel no mercado. O aumento da biodisponibilidade desta molécula
deve permitir que o farmaco alcance concentragdes 6timas nos alvos terapéuticos, com maior
exposicdo no tecido afetado e também com reducédo da dose requerida e do efeito toxicoldgico
associado ao farmaco (LAMAS et al., 2006; MORILLA et al., 2005). No entanto, a acéo
bioldgica restrita de BNZ durante a fase aguda da doencga de Chagas ainda é uma limitacao
deste farmaco (SOSA-ESTANI et al., 2009; LAMAS et al., 2006).

Posaconazol (PCZ) é conhecidamente um farmaco antifingico, o qual tem sido
investigado também contra T. cruzi. Sua atividade tripanocida foi avaliada in vitro e in vivo
(FERRAZ, 2005). Em um modelo murino, durante a fase aguda da doenga de Chagas, PCZ
alcancou taxas de cura em até 90 % dos animais infectados com cepas de T. cruzi, enquanto
apenas 76 % dos animais foram curados com BNZ. No modelo crbnico da doenca, as
diferencas foram ainda maiores: PCZ foi associado com taxas de cura de até 60 %, enquanto
nenhum dos animais tratados com BNZ foram curados (URBINA et al., 1998; MOLINA et
al., 2000). Além disso, a terapia combinada de PCZ com BNZ na infecgdo por T. cruz foi
concebida como a abordagem ideal, uma vez que pode melhorar a eficécia do tratamento

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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antichagasico e simultaneamente diminuir a toxicidade e a probabilidade de desenvolvimento
de resisténcia. Segundo Diniz et al. (2013), esta combinacdo terapéutica foi mais eficaz na
reducdo dos niveis de parasitemia do que os farmacos administrados isoladamente, indicando
atividade sinérgica entre PCZ e BNZ.

Contudo, diante do entrave da também extrema baixa solubilidade em &gua do PCZ e
da sua promissora atividade contra T. cruz, principalmente na fase cronica da doenca de
Chagas, para a qual ndo existe nenhum tratamento satisfatorio disponivel, seria desejavel
fornecer este composto em um sistema farmacéutico com o BNZ capaz de aumentar a
solubilidade e biodisponibilidade de ambos os farmacos e, a0 mesmo tempo, fornecer uma
terapia combinada commaior acdo antichagasicapara as fases aguda e crénica da doenca.

Embora existam diversas patentes de formulagbes farmacéuticas contendo PCZ e BNZ
separadamente, fazse necessdrio o desenvolvimento de composicBes farmacéuticas
adequadas capazes de fornecer estes dois farmacos em conjunto com incremento da
solubilidade. Dentre os sistemas capazes de promover tal incremento dasolubilidade, temse
misturas eutéticas, solucbes sdlidas amorfas e dispersfes sdlidas poliméricas. A mistura
eutética é classicamente definida com base no seu ponto de fusdo mais baixo comparado aos
seus componentes individuais de origem. Isto ocorre gragas a sua composicao essencialmente
heterogénea microcristalina mantida por fracas ligagbes interfase, que levam as suas altas
fungbes termodindmicas e, portanto, ao seu ponto de fuséo antecipado, garantindo assim
maior solubilidade (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014; CHERUKUVADA, ROW, 2014).
Do contrario, no sistema de solucdo solida amorfa, os dois componentes sdo totalmente
misciveis e sollveis, sendo a interacdo entre eles suficientemente elevada, o que resulta na
formacéo de uma solucéo verdadeira, que é homogénea em nivel molecular; por fim, apenas
uma so fase amorfa esta presente, sendo esta mais solivel do que os seus farmacos cristalinos
de origem (VASCONCELOS et al., 2007). Ja para conpor uma dispersdo sélida, ao menos
dois diferentes componentes devem estar presentes: geralmente um farmaco hidrofébico e
uma matriz hidrofilica (ou carreador polimérico) (SAVJANI et al., 2012), a qual é
responsavel por evitar a cristalizagdo do farmaco amorfo, mantendo-o assim mais solivel nos
fluidos corporais (DE MEDEIROS, 2013).

Assim, o presente trabalho objetivou desenvolver sistemas dispersos na forma de
mistura eutética, solucdo solida amorfa e dispersdes solidas contendo PCZ e BNZ a fim de
promover incremento da solubilidade aparente e da taxa de dissolugdo desses farmacos
combinados.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver sistemas dispersos para incremento da solubilidade dos farmacos

posaconazol (PCZ) e benznidazol (BNZ) associados, almejando uma terapia combinada para

tratamento das fases agudae crénica da doengade Chagas.

1.1.2 Objetivos Especificos

Obter sistema binario de mistura eutética farmaco-farmaco pelo método de evaporacdo
do solvente partindo da investigacdo sobre diferentes composigdes PCZ/BNZ para
construcéo do diagrama de fases e, por fim, caracterizar este sistema por Difragdo de
Raios X (DRX), Espectrometria de Absorgdo na Regido do Infravermelho (IV)
(tedrica e experimental), Microscopia Raman Confocal, modelagem molecular e
dissolugéo in vitro.

Obter sistema binario de solucdo sdlida amorfa farmaco-farmaco pelo método de
fusdo e resfriamento partindo da avaliacdo de diferentes composicdes PCZ/BNZ por
DRX e, finalmente, caracterizar este sistema amorfo por espectrometria na regido do
IV (tedrica e experimental), modelagemmolecular e dissolugéo in vitro.

Obter sistemas de dispersdes soOlidas polimero-farmaco-farmaco pelo método de
evaporacdo do solvente e caracteriza-los por meio de microscopia de luz polarizada,
DRX, dissolugdo in vitro, espectrometria na regido do 1V, Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC) e modelagemmolecular.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS NEGLIGENCIADAS

As doencas negligenciadas sdo aquelas causadas por agentes infecciosos ou parasitas e
sdo consideradas endémicas em populagdes de baixa renda, especialmente entre as populacdes
pobres da Africa, Asiae América Latina. Essas enfermidades também apresentam indicadores
inaceitaveis e investimentos reduzidos em pesquisas, producdo de medicamentos e em seu
controle. As doencas tropicais, como maléria, doenca de Chagas, doenca do sono,
leishmaniose visceral, filariose linfatica, dengue e esquistossomose continuam sendo algumas
das principass causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Estas enfermidades,
conhecidas como doengas negligenciadas, incapacitam ou causam mortes (entre 500 mil e 1
milhdo de dbitos anualmente) e representam uma necessidade médica importante que
permanece ndo atendida (DECIT, 2010; FIOCRUZ, 2016 a). As medidas preventivas e 0
tratamento para algumas dessas moléstias sdo conhecidos, mas ndo sdo disponiveis
universalmente nas areas mais pobres do mundo. Em alguns casos, o tratamento é
relativamente barato (FIOCRUZ, 2016 a).

Menos de 5 % do financiamento mundial em inovagéo foram investidos no grupo das
doencas negligenciadas, ainda que mais de 500 milhGes de pessoas sejam ameagadas por estas
trés doencas parasitarias (ASSAD, 2017; FIOCRUZ, 2016 a). As doencas negligenciadas séo
um problema global de salude publica, mas a Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) das
indUstrias farmacéuticas € orientada quase sempre pelo lucro, estando o setor industrial
privado focado nas doengas globais para as quais medicamentos podem ser produzidos e
comercializados com geracdo de lucros. Assim, com baixo poder aquisitivo e sem influéncia
politica, os pacientes e sistemas de salde mais pobres ndo conseguem gerar 0 retorno
financeiro exigido por estas empresas (ASSAD, 2017; FIOCRUZ, 2016 a; WERNECK et al.,
2010).

2.2 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas ou tripanossomise americana € uma doenca infecciosa zoondtica
causada pelo protozoario flagelado Trypanossoma cruzi (T. cruzi), que parasitam o sangue e 0
tecido dos vertebrados (CHAGAS, 1909). E assim nomeada desde que o médico brasileiro

Carlos Chagas a descobriu, em 1909. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima que

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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cerca de 5,7 milhdes de pessoas estdo infectadas, principalmente na América Latina, apesar da
doenca de Chagas ja ser encontrada em outros continentes devido ao fluxo das populagdes
(DNDI, 2016 b). A metade sul dos Estados Unidos contém ciclos enzoGticos de T. cruzi e
infecgbes transmitidas por vetores tém sido relatados no Texas, Califérnia, Tennessee,
Louisiana e Mississippi (STEVERDING, 2014). Segundo dados da Drugs Neglected Diseases
initiative (DNDI), a doenca de Chagas sozinha € responsavel por cerca de 12 mil mortes por
ano na regido da América Latina e representa um custo global de US$ 7,2 bilhGes por ano
(FIOCRUZ, 2016 b).

O parasita é transmitido de um hospedeiro para o outro geralmente através das fezes
de insetos sugadores de sangue, popularmente conhecidos como barbeiro ou chupéo, que séo
pertencentes a subfamilia Triatominae, com Triatoma infestans, Rhodnius proxilus e
Panstrongylus megistus sendo os vetores mais importantes (\WHO, 2016). Estes vetores
noturnos, que normalmente vivem nas rachaduras de casas mal construidas emareas rurais ou
suburbanas, ndo podem penetrar na pele intacta, fazendo-o entdo por meio de microlesdes
provocadas por mordidas nas areas expostas do corpo e defecando préximo a mordida. Os
parasitas entram no corpo quando a pessoa instintivamente coga a area mordida pelo vetor.
Outros modos de transmissédo incluem transfusdo de sangue, transplante de érgéos, através do
leite materno, congenitamente através da placenta e pela ingestdo de alimentos e bebidas
contaminados (DNDI, 2016 b).

Ha duas fases durante o curso da doenca de Chagas. A fase aguda se inicia 6-10 dias
apos a infecgdo e tema duracdo de cercade 4-8 semanas. Na maioria dos casos, a fase aguda
¢ assintomatica e menos de 50 % das pessoas apresentam sintomas leves, tais como lesGes de
pele, inchago na pele (chagoma), inchago parmpuro na pélpebra de um olho (conhecido como
sinal de Romafia), febre, dor de cabeca, ganglios linfaticos aumentados, palidez, dor
muscular, dificuldade em respirar, inchaco e dor abdominal ou torécica. Miocardite aguda e
encefalite aguda podem ser vistos ocasionalmente em criangas com idades entre 1-5 anos e é
fatal na maioria dos casos. Anormalidades no eletrocardiograma séo observados em cerca de
50 % dos casos que habitualmente desaparecem mais tarde no curso da doenca. Durante esta
fase, os tripanossomas circulantes no sangue séo facilmente detectados (STEVERDING,
2014) e h&d uma tendéncia a evolucdo para as formas cronicas, caso ndo seja tratada
precocemente com medicamento especifico. Estima-se que existam aproximadamente 12
milhGes de portadores da doencga cronica nas Americas, sendo cerca de 2 a 3 milhdes no
Brasil (FIOCRUZ, 2016 b).

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Eventualmente, o parasita e 0 hospedeiro alcancam um equilibrio imunolégico e a
doenca entra na fase cronica. Nesta fase, a parasitemia € grandemente reduzida e os pacientes
tomam-se assintomaticos. A maioria dos pacientes (60 a 70%) permanecem em um chamado
estagio cronico indeterminado (latente) para o resto de suas vidas e ndo desenvolvem
quaisquer sintomas crdnicos. O restante, entre 30 a 40%, entrara na fase cronica determinada
(sintomatica) da doenca associada a manifestacao de danos em 6rgéos (FIOCRUZ, 2016 b;
STEVERDING, 2014). Isto acontece geralmente 10-25 anos ap6s a infeccdo inicial
(STEVERDING, 2014). Manifestagbes tipicas sdo a dilatacdo do coracdo (cardiopatia
chagésica cronica), que acometem até 30% dos pacientes, e/ou partes do apareho digestivo
(megaesodfago e megacdlon), que acometem 10% dos pacientes. Anos mais tarde, a destruicéo
progressiva do musculo cardiaco e do seu sistema nervoso pode conduzir a morte stbita ou
insuficiéncia cardiaca (ZINGALES et al., 2012; DNDI, 2016 b).

N4o existe vacina para a doenca de Chagas e o controle dos vetores ¢ 0 método mais
eficaz de prevencdo. Os principais reservatérios dos parasitas T. cruzi sdo os animais
silvestres, tais como gambas, tatus, cdes e ratos, e no ciclo domeéstico, os reservatdrios séo
seres humanos e mamiferos domésticos ou sinantropicos como cées, gatos, ratos e porcos
(FIOCRUZ, 2016 b).

Os tratamentos atualmente disponivess, o benzidazol (a primeira escolha) e
nifurtimox, devem ser administrados sob supervisdo médica e sdo quase 100 % eficazes se
administrados logo ap6s a infeccdo. A eficécia € superior a 90 % em criancas e dados recentes
tem mostrado que as taxas de resposta para adultos cronicamente infectadas séo até cerca de
80 %. Em ambas as criangas e jovens, o tratamento da doenca de Chagas esta associada com
menos efeitos adversos do que emadultos. Apesar disso, atualmente apenas cercade 1 % das
pessoas infectadas sdo tratadas. As desvantagens da terapia incluem longos periodos de
tratamento (60-90 dias), a toxicidade dose-dependente e altas taxas de abandono dos pacientes
devido a efeitos secundarios. Ndo ha atualmente nenhum tratamento aprovado para a forma
cronica da doencga, com envolvimento seguro e eficaz dos 6rgaos-alvo e os tratamentos orais
paraambos os estagios da doencaainda sdo necessarios (DNDI, 2016 b).

Uma vez que a quimioterapia corrente para a doenga de Chagas é insatisfatoria devido
a sua eficécia limitada, particularmente na fase cronica, com efeitos secundarios frequentes
que podem levar a interrupcdo do tratamento, abordagens terapéuticas mais atuais tem
visualizado a terapia combinada como ideal, uma vez que pode melhorar a eficacia do
tratamento e simultaneamente diminuir a toxicidade e a probabilidade de desenvolvimento de

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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resisténcia. Uma das terapias combinadas mais citadas como promissoras se faz com o
benznidazolassociadoao anti-fingico posaconazol (DINIZ et al., 2013).

2.3 BENZNIDAZOL

A terapia atual para a doenca de Chagas na América Latina temsido realizada como
farmaco antiprotozodrio benznidazol (BNZ), o qual compde o Unico medicamento

comercialmente disponivel fomecido pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (LAFEPE) do Brasil (DNDI, 2016 a).

Este agente antiprotozoario refere-se a um composto tendo nimero de registo CAS:
22994-85-0; nome CAS: N-benzil-2- (2-nitroimidazol-1-il) acetamida; Formula: C,,H,,N,O3;
Peso molecular: 260,2 g/mol; ponto de fusdo: 189 °C; o qual é representado pela estrutura
molecular plana da Figura 1 (PUBCHEM, 2016 a).

Figura 1- Formula geral do benznidazol.

QVV 8t

Fonte: Adaptado de Pubchem (2016 a).

Durante a fase aguda da doenca, este farmaco pode promover cura em cerca de 100 %
em criancas e 60 % em adultos com infeccdo recente (DE ANDRADE et al., 1996). No
entanto, na fase crénica, quando ocorrem danos irreversiveis no coragdo, esdfago e colon, nédo
existe nenhum tratamento satisfatorio (SOSA-ESTANI et al., 2009). A longa duracdo do
tratamento e os sérios efeitos colaterais associados a utilizagdo do BNZ tem reduzido a adeséo
ao tratamento e causaram interrup¢do temporaria do tratamento em muitos casos (DA SILVA
etal., 2012).

BNZ é um farmaco pouco solivel em agua (KASIM et al., 2004) e esta disponivel
somente sob a forma farmacéutica comprimido de 100 mg para adultos e 12,5 mg para recém-
nascidos e criangas (DNDI, 2017), o qual possui baixa e variada biodisponibilidade oral
(MOSQUEIRA etal., 2015).

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
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Considerando a sua categoria como um farmaco classe Il (baixa solubilidade e alta
permeabilidade) (LIMA et al., 2009) no Sitema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB)
(AMIDON et al., 1995), em termos de desenvolvimento farmacotécnico, Lamas et al. (2006)
desenvolveram solug@es alcodlicas que contém tensoativos, tais como polietilenoglicol (PEG)
400, para aumentar a solubilidade aparente do BNZ até 10 mg/mL. BNZ em lipossomas
multilamelares para administracdo parenteral também foram desenvolvidos para modificar a
biodistribuicdo do farmaco em ratos (MORILLA et al., 2005). A patente P10903451-0 A2
revelou os complexos de inclusdo do BNZ com ciclodextrinas, 0s quais promoveram uma
maior solubilidade do farmaco. A complexacdo de BNZ com ruténio também aumentou a
solubilidade do farmaco e sua atividade (patente P10704577-8 A2) (SILVA et al., 2008).
Composigdes farmacéuticas e veterinarias micro e nanoestruturadas contendo BNZ e todos os
seus derivados nitroimidazdis foram divulgados pela WO 2015/039199 (MOSQUEIRA et al.,
2015). Desde 2011, nova forma farmacéutica pediatrica contendo 12,5 mg de BNZ em
comprimido facilmente dispersivel (desintegraveis) mais adaptados para bebés e criancas até
dois anos de idade também foi registrada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) do Brasil (DNDI, 2016 a).

Ainda assim, a atividade do BNZ é limitada pela pouca solubilidade e elevada
toxicidade e, portanto o0 uso de um sistema farmacéutico adequado para aumentar a
solubilidade aparente e a taxa de dissolucéo deste farmaco é altamente desejavel no mercado.
O aumento da biodisponibilidade desta molécula deve permitir que o farmaco alcance seus
objetivos terapéuticos em concentragBes 6timas, promovendo maior exposicdo no local
afetado (LAMAS et al., 2006; MORILLA et al., 2005). No entanto, a restrita acdo bioldgica
do BNZ durante a fase aguda da doenga de Chagas ainda é uma limitacéo atribuida a este
farmaco (SOSA-ESTANI et al., 2009; LAMAS et al., 2006).

2.4 POSACONAZOL

Posaconazol (PCZ) é um agente antifingico triazol de segunda geracdo de amplo
espectro atuando como inibidor da biosintese do ergosterol. Este mecanismo € também
favoravel para a atividade antitripanosoma in vitro e in vivo do PCZ durante a fase aguda e
cronica da doenca de Chagas, visto que o ergosterol € necessario para sobrevivéncia,
desenvolvimentoe crescimento do T. cruzi (FERRAZ, 2005).

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
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Este farmaco refere-se a um composto tendo nimero de registro CAS: 171228-49-2;
nome CAS: 2,5-anhydro-1,3,4-trideoxy-2-C-(2,4-difluor-ophenyl)-4-[[4-[4-[4-[1-[ (1S,2S)-1-
ethyl-2-hydroxypropyl]-1,5-dihydro-5-0x0-4H-1,2 4-triazol-4-y l]phenyl]-1-piperazinyl]
fenoxi] metil] -1- (1H-1,2,4-triazol-1-il) -D-threopentitol); Formula: Cs;H,F,NgO,; Peso
Molecular: 700,8 g/mol; ponto de fusdo 170 - 172 °C; o qual € representado pela estrutura
molecular plana da Figura 2 (PUBCHEM, 2016 b).

Figura 2 - Foérmula geral do posaconazol.

HiC,

Fonte: Adaptado de Pubchem (2016 b).

Este farmaco denonstrou eficdcia in vitro e in vivo nas fases aguda e cronica da
doenca, atuando como inibidor do desenvolvimento do parasita (DA SILVA et al., 2012;
FERRAZ, 2005). Em um modelo murino da doenca de Chagas aguda, PCZ curou até 90 %
dos animais infectados com cepas sensiveis e parcialmente sensiveis de T. cruz, enquanto
apenas 76 % foram curados com BNZ. No modelo crdnico da doenca, as diferencas foram
ainda maiores: PCZ foi associado com taxas de cura de até 60 %, enquanto nenhum dos
animais tratados comBNZ foram curados (URBINA et al., 1998; MOLINA et al., 2000).

A atividade anti-T.cruzi do PCZ é menos dependente de interferon-gama e linfocitos B
em relacdo ao BNZ (FERRAZ et al., 2007); além deste farmaco mostrar-se ativo em cepas
resistentes a0 BNZ e mesmo em hospedeios imunossuprimidos (URBINA, 2002; PINAZO et
al., 2010). Um estudo randomizado fase Il com pacientes em fase cronica da doenca
demonstrou, no entanto, maiores taxas de falha na terapia com PCZ nas doses 100 mg e 400
mg comparado a0 BNZ 150 mg, apesar de ambos os farmacos expressarem atividade
supressiva do DNA de T. cruzi a partir da segunda semana de tratamento até 60 dias e da
auséncia de efeitos adversos graves do PCZ comparadoao BNZ (MOLINA et al., 2014).

Por isso, a terapia combinada de PCZ com BNZ sobre infecgbes por T. cruzi temsido

concebida como uma abordagem ideal, uma vez que pode melhorar a eficacia do tratamento e
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simultaneamente, diminuir a toxicidade e a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia.
Em um modelo murino, esta combinacdo terapéutica foi mais eficaz na redugéo dos niveis de
parasitemia do que os farmacos administrados isoladamente, indicando atividade sinérgica
desses farmacos (DINIZ et al., 2013).

Como farmaco antifingico, PCZ estd disponivel na forma de suspensdo para
administraco oral (40 mg/mL) sob a marca registada NOXAFIL®, da Schering Corporation,
Kenilworth, NJ. Uma composicdo farmacéutica compreendendo PCZ, pelo menos um agente
tensoativo ndo ibnico e um diluente foi relevado pela patemte US N° 8,263,600 sob a forma
de suspensdo liquida. Uma solucéo sélida amorfa de PCZ em um polimero, a qual pode ser
fornecida sob a forma de comprimidos ou cépsulas, foi revelada pela patente US N°
5,972,381. Outras composicdes farmacéuticas preparadas pela mistura ou granulagdo de PCZ
com pelo menos um agente tensoativo ndo iénico e um diluente, as quais podem ser
formuladas em cépsulas ou comprimidos foram reveladas na patente US N° 5,834,472. Outra
dispersdo sdlida contendo PCZ e o polimero hidroxipropilmetilcelulose acetato-succinato
(HPMCAS), um polimero sensivel ao pH, foi relevada pela EP 2278957. Uma forma tdpica
de administracdo de PCZ, disponivel como esmalte para dar acabamento de unhas, foi
descrito na patente US N° 4,957,730. A suspenséo farmacéutica injetdvel de PCZ, a qual é
estavel quando submetida a esterilizacdo a vapor foi divulgada na WO (World Intellectual
Property Organization) 2006/130177. Formulagbes em nanoparticulas de PCZ para serem
formuladas para administracdo parenteral estdo descritas na WO 2007/143390.

PCZ se caracteriza como uma base fraca altamente lipofilica (log P>3, pKa 3,6 e 4,6)
(US 8,563,555) e pode ser parcialmente solubilizado emsolucdo aquosa fortemente &cida com
pH 1 ou inferior, onde tem solubilidade de cerca de 790 pg/mL. Em contraste, em pH > 4
PCZ temsolubilidade menorque 1 pug/mL em solugao aquosa (FANGet al., 2011).

Assim, solubilidade e taxa de dissolucdo extremamente baixa tem se mostrado um dos
mais importantes desafios também para o PCZ. Em geral, estas caracteristicas impedema sua
aplicacéo terapéutica, retardando a velocidade de absorcédo e, assim, o inicio de acdo
farmacologica. A melhoria da solubilidade aquosa neste caso é uma atribuicdo valiosa para
melhorar a eficacia terapéutica deste farmaco (FULE, AMIN, 2014), principalmente
considerando sua promissora atividade contra T. cruzi na fase cronica da doenca de Chagas,
na qual ndo existe tratamento satisfatorio disponivel, e sua acdo sinérgica com BNZ para
promogdo de uma combinacdo terapéutica com maior acdo anti-chagasica (DINIZ et al.,
2013).

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
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2.5 SOLUBILIDADE E TAXA DE DISSOLUCAO

Solubilidade é definida como o fenémeno da dissolucéo das moléculas de um soluto (a
exemplo dos farmacos e proteinas) em um veiculo solvente formando uma solucéo
homogénea de um soluto em um solvente, sejam estes solidos, liquidos ou gasosos. Esta
propriedade depende fundamentalmente do tipo de solvente e é diretamente influenciada pela
temperatura e pressao (FLORENCE, ATTWOOD, 2011).

A extensdo dasolubilidade de uma substancia em um solvente especifico € mensurada
como concentracdo de saturacdo, em que a adicdo de mais soluto ndo aumenta a sua
concentracdo nasolucdo. Desta forma, quando a solucéo contém umsoluto até o limite da sua
solubilidade emuma dada temperatura e pressao, este sistema é chamado saturado. Uma vez
que asolubilidade ocorre sob condigdes dinamicas de equilibrio entre 0 s6lido e asolucdo que
0 contém, sob certas condicdes, a solubilidade de equilibrio pode ser excedida formando a
chamada solucéo supersaturada, aqual é metaestavel e na qual a quantidade de farmaco fica
acima do seu limite normal de solubilidade. Esta solucdo geralmente cristaliza quando
‘nucleos’ cristais sdo introduzidos e ocorre rapido equilibrio (FLORENCE, ATTWOOD,
2011).

A solubilidade de equilibrio mdxima de um farmaco num dado meio determina a
velocidade de solucdo (dissolucdo) do farmaco, ou seja, a velocidade na qual o farmaco se
dissolve a partir do estado sélido. Quanto maior for asolubilidade, maior serd a velocidade de
dissolucdo, quando ndo houver envolvimento de uma reacdo quimica. Assim, 0 processo de
dissolucdo consiste na transferéncia de moléculas ou ions de um estado solido para uma
solucdo, e a taxa de dissolugdo € a velocidade com que um composto pode dissolver-se em
solucdo (WILLIAMSetal., 2013).

A dissolucdo por sua vez ndo é sempre um processo instantaneo, e sim consequéncia
de determinados fatores: da taxa de solubilizacdo (em Kg/s), que esta relacionada com a
solubilidade do composto (dependendo da temperatura); da area de superficie da particula; da
sua cristalinidade ou a sua falta, no caso de sélidos amorfos; e da presenca do polimorfismo
(WILLIAMSet al., 2013). Fundamentalmente, a taxa de dissolucdo depende de varios fatores.
Em alguns casos, o equilibrio de solubilidade pode levar um longo tempo para estabelecer
(horas, dias, meses ou anos, dependendo da natureza do soluto e outros fatores). Na pratica,
isso significa que a quantidade de soluto numa solucdo ndo € meramente determinada pela sua
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solubilidade termodindmica, mas também depende da cinética de dissolucdo (ou precipitacdo)
(FLORENCE, ATTWOOD, 2011).

Portanto a taxa de dissolucdo e a solubilidade séo parametros que ndo devem ser
confundidos, uma vez que eles envolvem diferentes conceitos, neste caso, cinéticos e
termodinamicos, respectivamente. A cinética de solubilizacdo ou a taxa de dissolucdo, bem
como a solubilidade aparente pode ser melhorada apds a complexacdo de um farmaco com
ciclodextrina, por exemplo. Este complexo pode ser utilizado no caso de farmacos com baixa
solubilidade, tanto para administracdo por via oral quanto parenteral (GIL et al., 2004;
DAVIS, BREWSTER, 2004; BREWSTER, LOFTSSON, 2007; LOFTSSON, DUCHENE,
2007).

De um modo geral, acredita-se que somente as substancias na forma molecularmente
dispersa, ou seja, emsolugdo, sdo transportadas através da parede intestinal e absorvidas pela
circulacdo sistémica. E a velocidade de absor¢do de muitos farmacos pouco sollveis a partir
do trato gastrintestinal e de outros sitios é limitada pela velocidade de dissolucdo do farmaco.
Portanto, o tamanho de particula de um farmaco € importante, caso a substancia em questao
apresentebaixa solubilidade (KHADKA et al., 2014).

Para descrever o processo de solugdo, hd uma lei que define a velocidade de
solubilizacdo de sélidos quando o processo € controlado por difuséo e ndo envolve qualquer
reacdo quimica. Esta é representada pela equacdo de Noyes-Whitney (Equacdo 1), onde k =
DA/ e os termos da equagdo sao: dw/dt, a velocidade de incremento do montante de material
emsolucdo que se dissolveu a partir de umsolido; k, a constante da velocidade de dissolucéo
(tempo ); Cs, a concentracéo de saturacio do farmaco em solucio na camada de difusdo; e C
a concentracdo do farmaco no como da solucéo. Ainda, A é a area das particulas do solvato
expostas ao solvente, d ¢ a espessura da camada de difusdo, ¢ D é 0 coeficiente de difusdo do
soluto dissolvido. Desta forma, pode-se utilizar desta equacéo para predizer o efeito de certos
parametros sobre a velocidade de dissolugdo de farmacos no estado sdélido
(NOYES,WHITNEY, 1897).

C;—Vtv = k(Cs- C) (Equacéo 1)

Esta equacdo demonstra que a solubilidade é um dos fatores determinantes da
velocidade de dissolucdo. Quando a velocidade de dissolucdo é menor que a velocidade de

absorcdo, o processo de solubilizagdo toma-se limitante. De forma geral, isto sé deve ocorrer
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quando o farmaco for pouco solivel nos valores de pH dos contetidos estomacal e intestinal.
A velocidade de absorcéo, a rapidez com que o efeito se estabelece, e a duragéo da resposta
terapéutica podem ser determinadas pelo tamanho da particula para a maioria das vias de
administragdo (FLORENCE, ATTWOOQOD, 2011).

O efeito da reducdo do tamanho de particula sobre a velocidade de dissolucdo consiste
na exposicdo de quantidades cada vez maiores de farmaco ao solvente. Particulas muito
pequenas (@abaixo de 1 pm, com 0,5 um de raio) tém uma razéo superficie-volume muito
elevada, o que aumenta a area de superficie disponivel para solvatacdo. Se a camada
superficial apresentar energia mais alta que a do seu volume, como € o caso destas particulas
pequenas, elas interagirdo mais rapidamente com o solvente para produzir maior solubilidade
(KHADKA et al., 2014). Williams et al. (2013) e Sun et al. (2012) reportaram que a reducao
no tamanho de particula, de fato, tem efeito sobre a cinética de solubilidade da substancia.
Isto ocorre porque a redug@o no tamanho de particula abaixo de 1 um aumenta a presséo de
solvatagdo e causa ronpimento da interacdo solutosoluto, facilitando o processo de
solubilizagdo (JUNGHANNS, MULLER, 2008).

Além da elevada importancia do tamanho de particulas, outros pardmetros como a
forma das moléculas para a interagdo entre grupos ndo-polares e &gua e as ramificacbes na
cadeia com grupos hidrofobicos também influenciam a solubilidade em agua. Um outro
parametro capaz de prever a solubilidade é o ponto de fusdo dos sélidos, uma vez que este
reflete a coesdo molecular, ou seja, as forcas de interagdo entre as moléculas no sélido. De
forma geral, a solubilidade é menor para substancias com maior ponto de fusdo (forcas de
atracdo mais fortes) e com menor afinidade pela &gua (pobre solvatacdo). Desta forma, este é
um parametro Gtil para prever a solubilidade dos compostos similares e pode ser usado como
guia para ordenar a solubilidade de uma série de compostos intimamente relacionados
(WILLIAMS et al., 2013).

Existem diversas maneiras de quantificar a solubilidade. O coeficiente de particdo
(Log P) é a uma maneira diferencial de mensurar a solubilidade de um composto em um
solvente hidrofobico (octanol) e emumsolvente hidrofilico (Agua). O logaritmo desses destes
dois valores habilitam os compostos para serem categorizados em termos de hidrofilicidade
(ou hidrofobicidade) (KUJAWSKI et al., 2012).

As Farmacopeias Americana (USP-NF, 2016), Britanica (BP, 2016) e Brasileira (FB
5, 2010) classificam a solubilidade independentemente do solvente usado, fazendo-a somente
em termos de quantificacdo e tem definido o critério como apresentado no Quadro 1. A
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expressdo partes refere-se a dissolugdo de 1 g de um s6lido no nlimero de mililitros do

solvente estabelecido nonumero departes.

Quadro 1 - Termos descritivos de solubilidade e seus significados.

Termo descritivo Parte (s) de solvente requerido por parte de soluto
Muito soluvel Menos de 1
Facilmente soluvel Delal0
Soluvel De 10a 30
Ligeiramente soluvel De 30a 100
Pouco solavel De 100 a 1000
Muito pouco solavel De 1000 a 10 000
Praticamente insoluvel Mais de 10 000
ou insolavel

Fonte: FB 5, 2010

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica - SCB (Biopharmaceutics Classification
System), por sua vez, classifica os farmacos quanto a sua biodisponibilidade oral, que ¢
determinada principalmente pela sua solubilidade e permeabilidade. Este sistema foi
desenvolvido na década de 1990 por Gordon Amidon e, desde entdo, tem sido preconizado
pelas agéncias reguladoras norte-americana (US Food and Drug Administration, FDA) e
europeia (European Medicines Agency, EMA) para predizer a absor¢do intestinal de farmacos
(AMIDON et al., 1995). De acordo com este sistema, um farmaco € considerado altamente
soluvel quando a forgada maior dose é solivel em volume igual ou menor que 250 mL de um
meio aquoso cobrindo uma faixa de pH 1a 7,5. O volume estimado de 250 mL é derivado dos
tipicos protocolos de estudos de bioequivaléncia que prescrevem administracdo de um
medicamento em voluntérios humanos alimentados utilizando um copo de agua de 250 mL.
Um farmaco é considerado altamente permeével qunado a extensdo da absorgdo em humanos
é > 90 % da dose administrada, baseado no balan¢o de massa ou em comparagdo com uma
dose intravenosa de referéncia (FDA, 2016).

Desta forma, o SCB classifica os farmacos em quatro classes: classe | — alta
solubilidade e alta permeabilidade, classe Il — baixa solubilidade e alta permeabilidade,

classe Il — alta solubilidade e baixa permeabilidade e classe IV —baixa solubilidade e baixa
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permeabilidade. Ambos os fatores s&o altamente relevantes, uma vez que 85 % dos
medicamentos mais vendidos nos Estados Unidos e Europa séo administrados por via oral
(FDA, 2016) e mais de 40 % das NCEs (novas entidades quimicas) desenvolvidos na
industria farmacéutica sdo praticamente insollveis em agua. Estes farmacos tém absorcéo
lenta e biodisponibilidade insuficiente e variavel, além de toxicidade na mucosa
gastrointestinal (SAVJANI et al., 2012).

Desta forma, qualquer farmaco para ser absorvido deve estar presente sob a forma de
solucéo no local de absorcéo, o que permite com que seja atingida a concentracdo desejada na
circulacdo sistémica, alcancando assim a resposta farmacologica necessaria. FArmacos pouco
soliveis em agua muitas vezes necessitam de doses elevadas para alcancar concentragbes
terapéuticas plasmaticas ap6s administracdo oral (SAVJANI et al., 2012). Portanto a melhoria
da solubilidade do farmaco e assim da sua biodisponibilidade oral continua sendo um dos
aspectos mais desafiadores do processo de desenvolvimento de medicamentos, especialmente
para sistemas de liberacdo de farmacos administrados por via oral. Existem numerosas
abordagens disponiveis e descritas na literatura para aumentar a solubilidade de farmacos
pouco soliveis em &gua. As técnicas sao escolhidas com base em certos aspectos, tais como
propriedades do farmaco em estudo, natureza dos excipientes a serem selecionados e da
natureza da forma farmacéutica pretendida (WILLIAMS et al., 2013).

Especialmente aos farmacos classe Il (baixa solubilidade e alta permeabilidade) de
acordo com o SCB, a biodisponibilidade pode ser aumentada por aumento da taxa de
dissolucdo do farmaco nos fluidos gastrointestinais. Para os farmacos desta categoria, as
etapas limitantes s&o a liberacéo do farmaco a partir da forma farmacéutica e sua solubilidade
no fluido gastrico, e ndo sua absorcdo. Desta forma, 0 aumento na taxa de dissolucédo reflete
no aumento da sua biodisponibilidade (KUMAR et al., 2011; KAWABATA et al., 2011) e
mesmo um pequeno aumento na taxa de dissolucéo as vezes resulta em um grande aumento
na biodisponibilidade (LOBENBERG, AMIDON, 2000).

2.6 TECNICAS PARA INCREMENTO DA SOLUBILIDADE ORAL DE FARMACOS

As técnicas de incremento da solubilidade aquosa de farmacos poucos sollveis em
agua incluemas modificages fisicas e quimicas.

Dentre as modificagBes fisicas, encontram-se as técnicas de reducdo do tamanho de
particula como micronizacéo e a formacdo de nanocristais, nanoemulses, microemulkdes e
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nanosuspensdes (KHADKA et al., 2014). Além destas, a modificacdo da forma cristalina por
meio dos polimorfos, formacdo de co-cristais e amorfizacdo, que pode ser alcancada através
da dispersdo do farmaco em carreadores durante a formacdo de dispersdes solidas amorfas,
igualmente produzem melhoria na solubilidade de farmacos (SAVJANI et al., 2012;
KHADKA et al., 2014). A dispersdo de farmacos, geralmente em carreadores, também é
observada através das técnicas de misturas eutéticas e solugdes solidas (WILLIAMS et al.,
2013; SAVJANI et al, 2012). Estas técnicas serdo tratadas com mais detahes
subsequentemente.

Quanto as modificagdes quimicas, as mudancas de pH (para farmacos ionizaves),
complexacdo com ciclodextrinas, formacao de sal, pré-farmacos e tanpdes também podem
promover aumento da solubilidade aquosa dos farmacos. Outros processos utilizados com este
intuito sdo o fluido supercritico, o uso de adjuvantes como surfactantes, solubilizantes, co-
solventes e o usode novos excipientes (SAVJANI et al., 2012; KHADKA etal., 2014).

2.6.1 Dispersoes solidas

O interesse por dispers@es sdlidas tem crescido ao longo do tempo na tentativa de
modificar as propriedades biofarmacéuticas de farmacos pouco soliveis ou dificeis de
umedecer. O objetivo € obter um sistema no qual a cristalinidade do farmaco seja alterada ao
ponto de modificar sua solubilidade e velocidade de dissolucdo, além de intimamente
envolver o farmaco commaterial hidrossoltvel (FLORENCE, ATTWOOD, 2011).

O conceito de dispersdo sélida foi originalmente proposto por Sekiguchi e Obi em
1961 (SEKIGUCHI, OBI, 1961). Desde entdo, as dispersdes sOlidas representam uma
ferramenta farmacéutica Util no incremento da dissolugdo, absorcdo e eficacia de farmacos em
formas farmacéuticas. O termo disperséo solida refere-se a um grupo de produtos consistindo
em, ao menos, dois diferentes componentes: geralmente uma matriz hidrofilica e um farmaco
hidrofébico. Os carreadores hidrofilicos mais comumente utilizados incluem
polivinilpirrolidona (Povidona, PVP), polietilenoglicéis (PEGs), hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), hidroxipropilcelulose, 6xido de polietileno, gelatina,  carbomero,
carboximetilcelulose, metilcelulose, copolimero de &cido metacrilico, copolimero de
metacrilato, e sais solliveis em agua, tais como sais de sédio e de amdnio de acido metacrilico
e copolimeros de metacrilato, ftalato acetato de celulose, ftalato de hidroxipropilmetilcelulose
e alginato de propilenoglicol (SAVJANI et al., 2012; BASF, 2008).
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O carreador em uma dispersao solida funciona como uma barreira que vai dificultar a
jungao das moléculas do farmaco (quando este se encontra na forma amorfa) evitando a sua
cristalizacdo. Desta forma, o carreador funciona como um estabilizador. Assim, a vantagem
da maior solubilidade da forma amorfa de um composto pode ser utilizada para aumentar sua
quantidade nos fluidos corporais (DE MEDEIROS, 2013).

As dispersdes solidas aumentam a dissolu¢do dos farmacos através de varios
mecanismos, incluindo a reducéo efetiva no tamanho de particula, aumento da molhabilidade,
aumento da solubilizacdo e eliminacdo do impacto da energia de formagdo da estrutura
cristalina por meio da estabilizacdo do farmaco no estado amorfo mais soldvel. O mecanismo
do aumento de dissolucdo é em grande parte ditado pela estrutura da dispersdo solida formada
(GRANTSCHAROVA, GUTZOW, 1986).

As dispersdes soOlidas podem ser classificadas como: 1) cristalina ou suspensao
cristalina vitrea; 2) amorfa ou suspensdo amorfa vitrea (comumente conhecidas como
dispersdes sdlidas amorfas — DSAS); ou 3) solugdo solida amorfa (Figura 3). Nos trés casos, o
carreador ¢ amorfo (vitreo). A dispersdo solida cristalina apresenta o fairmaco na forma
cristalina e, por isso, ¢ constituida de duas fases. Este sistema ¢ o mais estavel, no entanto
possui menor desempenho em ensaios de dissolucdo. J4 na DSA, o farmaco encontra-se na
forma amorfa, mas nao estd molecularmente disperso na matriz do carreador, por isso este
tipo constitui duas fases e pode sofrer recristalizagdo. Entretanto, as DSAS geralmente
apresentam taxa de dissolugdo muito maior do que as formulagdes contendo o farmaco
cristalino, sendo portanto preferiveis. A solucdo solida amorfa também apresenta o farmaco
na forma amorfa, porémneste tipo de mistura as interagdes entre o carreador ¢ o farmaco sdo
grandes resultando em completa miscibilidade dos dois componentes, formando um sistema
de uma fase que é homogéneo em nivel molecular. Por esse motivo, a solugdo sélida amorfa é

mais estdveldo quea DSA (KOLTER et al., 2010).

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.



37

Figura 3 - Esquema descrevendo os trés arranjos moleculares diferentes de moléculas de farmaco dentro de uma
matriz polimérica de dispersdo sélida.

Dispersdo solida cristalina Dispersédo solida amorfa Solugdo solida
(sistema 2-fases) (sistema 2-fases) (sistema 1-fase)

ﬁg\é‘iwf&

i

o
ARG 5 '/‘79
Farmaco cristalino Farmaco amorfo | Féarmaco dissolvido |Carreador polimérico

Fonte: Adaptado de Sun, Lee (2014).

Legenda: Particulas sélidas cristalinas do farmaco podem formar arranjos cristalinos na matriz polimérica (tipo
1, localizado a esquerda); ou podem estar presentes na forma amorfa (tipo 2, localizada no centro), que possui
mair taxa de dissolucdo; ou podem ainda estar molecularmente dispersos, com grande area de contato na rede
polimérica (tipo 3, localizado a direita), oqual garante maior taxa de dissolugdo que os sistemas anteriores.

Chiou e Riegelman (1971) foram as primeiros a reportar a formacdo de uma solucéo
solida amorfa de griseofulvina e acido citrico para aumentar as propriedades de dissolucéo do
farmaco. A partir de entdo, em uma série de publicacdes, Goldberg, Gibaldi e Kanig (1965,
1966 a, 1966 b, 1966 c) discutiram as vantagens tedricas e praticas de solucbes sdlidas sobre
as misturas eutéticas. A melhoria nas caracteristicas de dissolu¢do foram atribuidas aos
sequintes fatores: méxima reducdo do tamanho de particula do farmaco; aumento da
molhabilidade do farmaco; presenca do farmaco na forma de solucéo, ou seja, sem uma
estrutura cristalina que requer energia necessaria para promover dissolucdo do farmaco;
precipitacdo do farmaco geralmente como polimorfo metaestavel, portanto com maior
solubilidade que a forma mais estavel; mecanismos de solubilizacdo via direta ou por efeito
co-solvente do carreador presente na solucao sélida(LEUNER, DRESSMAN, 2000).

Dentro da categoria das solugdes solidas amorfas, existem dois subtipos: 1) aqueles
em que os dois materiais sd@o misciveis em todas as composicdes, tanto no estado liquido e
solido (solugBes sélidas continuas) e 2) aqueles em que a miscibilidade farmaco-carreador é
observada apenas em determinadas composicdes (solugdes sélidas descontinuas) (ALAM et
al., 2012). Solugdes sélidas continuas séo raras e, em geral, ndo s&o relatadas na literatura
farmacéutica. Teoricamente, isto significa que a forga de ligacéo entre os dois componentes é
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mais forte do que a forca de ligacdo entre as moléculas de cada um dos componentes
individuais. Os sistemas descontinuos apresentam maior relevancia farmacéutica (CHIOU,
RIEGELMAN., 1971; LEUNER, DRESSMAN, 2000).

Quando farmaco e carreador sdo misciveis (isto é, quando solucdes solidas amorfas
sdo formadas), o farmaco é misturado no interior do suporte em um nivel molecular, e o
farmaco sob esta forma exibe a maxima area de superficie acessivel para hidrata¢do (tipo 3, a
direita da Figura 3). A taxa de liberacdo do farmaco a partir de solucdes sélidas € mais rapida
do que a partir de sistemas de multifase equivalentes contendo particulas solidas de farmaco
emsuspenséo, independentemente do fato de o material suspenso ser amorfo (tipo 2da Figura
3) ou cristalino (tipo 1da Figura 3) (WILLIAM et al., 2013).

Geralmente as formulagdes de DSAs tendem a ser quimicamente e fisicamente menos
estaveis do que o solido cristalino correspondente. A transformacéo da forma amorfa para a
forma cristalina na formulagdo DSA conduziria a uma reducéo da biodisponibilidade oral dos
farmacos incorporados. Portanto DSA podem ser inadequadas para farmacos amorfos com
baixa estabilidade (KAWABATA et al., 2011).

Diversos tipos de polimeros podem ser utilizados como carreadores em uma DSA com
0 intuito de promover diferentes cinéticas de liberacéo do farmaco amorfo, cobrindo desde os
polimeros soliveis (em meios com diferentes pHs) até os insoliveis. Em condigbes de
dissolucdo non-sink, a liberagdo do farmaco amorfo a partir de carreadores sollveis (tais
como PVP, HPMC e HPMCAS) ¢ regida por um mecanismo controlado pela dissolucéo, o
que leva a um aumento inicial da supersaturacdo seguido por um declinio acentuado na
concentragdo do farmaco devido a rapida nucleagéo e cristalizacdo do mesmo (caracterizando
o chamado perfil “spring-and-parachute”, explicado na Secdo 3.6.1.1). Em contraste, a
dissolucdo de farmacos em uma DSA a partir de carreadores insoliveis (Ex: etilcelulose,
Eudragit® RL PO, Eudragit® RL, Eudragit® RS) é mais gradual, sendo a libertacio do farmaco
regulada por um mecanismo de difusdo controlada através do qual a supersaturacdo do
farmaco é construida gradualmente e sustentada durante um periodo de tempo prolongado
semqualquer diminuicdo aparente (SUN, LEE, 2015 a; SUN, LEE, 2014).

Uma abordagem recomendada para a identificacdo da presenca de vérias variantes
estruturais em uma unica amostra de dispersdo é a analise por Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC). Uma mistura contendo tanto uma Unica fase amorfa e uma mistura
bifasica amorfa exibiria uma temperatura de transicdo vitrea (Tg) para a fase Unica e dois
valores de Tg diferentes para a por¢do bifésica. Deve-se considerar, no entanto, o risco de
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sobreposicdo de eventos térmicos para materiais diferentes em um Unico sinal de DSC, por
isso h& necessidade de utilizar técnicas térmicas cada vez mais sensiveis, além de
espectrofotometria e outros metodos analiticos complementares para facilitar a caracterizagéo
estrutural de sistemas complexos como as dispersdes solidas (MOORE, WILDFONG, 2009).

Numerosos estudos tem demonstrado o0 aumento acentuado da absorcédo oral de
farmacos devido a abordagem das dispersdes solidas, a exemplo das dispersées contendo
everolimus (Certican®/Zortress®, NOVARTIS), ritonavir (Norvir®, ABBOTT), etravirina
(Intelence®, TIBOTEC), liponavir/ritonavir (Kaletra®, ABBOTT) e itraconazol (Sporanox®,
JANSSEN) (KAWABATA et al., 2011). A biodispobibilidade oral do PCZ foi aumentada em
virtude da utilizacdo de disperséo sdlida com o carreador Soluplus® e surfactantes (FULE,
AMIN, 2014). O BNZ também alcancou incremento da solubilidade mediante preparagéo de
dispersdo s6lida com PEG 6000 adicionado de PVP K-30 (50:50, V/V) (LIMA et al., 2011).
Varias técnicas de preparo das dispersdes solidas envolvendo farmacos hidrofobicos vem
sendoutilizadas comobjetivo de aumentar a solubilidadeaquosa (SAVJANI et al., 2012).

O método de fusdo (ou hot melt) tem como vantagens ser um método direto, simples e
econdmico. Este método foi proposto primeiramente por Sekiguchi e Obi (1961) no preparo
de dispersdes solidas em formas farmacéuticas de liberacdo imediata. Neste metodo, a mistura
fisica do farmaco e de polimero carreador solivel em &gua € aquecida diretamente até fuséo
dos dois componenetes. A mistura fundida € ento resfriada e solidificada rapidamente emum
banho de gelo com vigorosa agitacdo. A massa final sélida é entdo triturada, pulverizada e
tamisada, a qual pode seguir para ser comprimida junto com outros agentes que ajudam a
formar comprimidos. O ponto de fuséo do sistema binario é dependente da sua composicéo,
ou seja, da selecdo do carreador e a fragcdo peso do farmaco no sistema (CHIOU,
RIEGELMAN, 1971; ALAM et al., 2012; VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007;
BAGHEL, CATHCART, O'REILLY, 2016).

Dois requisitos importantes para a formacao da dispersdo sélida pelo método de fusdo
a quente sdo a miscibilidade do farmaco e do carreador na forma fundida e a estabilidade
termica de ambos, farmaco e carreador (SAVJANI et al, 2012; VO et al, 2013;
VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007).

Quanto ao método de solvente, Tachibana e Nakamura (1965) foram os primeiros a
dissolver o farmaco e o carreador numsolvente em comum e entdo evaporar o solvente sob
véacuo para produzir uma solugdo solida amorfa. Isto promoveu a formacdo de uma solugéo
solida do farmaco altamente lipofilico de B-caroteno em povidona, um polimero altamente
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solivel em &gua. Muitos investigadores estudaram dispersdes sélidas de meloxicam,
naproxeno e nimesulida utilizando técnicas de evaporacdo de solvente. Estes achados sugerem
que as técnicas mencionadas anteriormente podem ser empregadas com Sucesso no aumento
da solubilidade de farmacos pouco sollveis em agua (BLAGDEN et al., 2007; VO et al.,
2013; VASCONCELQOS, SARMENTO, COSTA, 2007; BAGHEL, CATHCART, O'REILLY,
2016).

A principal vantagem do método de evaporacdo de solvente é que a decomposicéo
termica de farmacos ou carreadores podem ser evitados por causa da baixa temperatura
necessaria para evaporagao de solventes organicos. As principais desvantagens associadas ao
método sdo o elevado custo da preparacdo, a dificuldade em remover completamente o
solvente orgénico (aspectos regulatorios), a selecdo de um solvente volétil comum capaz de
dissolver farmaco e carreador (SAVJANI et al.,, 2012; VO et al., 2013; ALAM et al., 2012;
VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007; BAGHEL, CATHCART, OREILLY,
2016).

Apesar dos potenciais beneficios, 0 nimero de disperses solidas comercialmente
disponiveis é relativamente pequeno em virtude da instabilidade termodindmica do farmaco
na forma amorfa e das complexidades inevitaveis de assegurar a estabilidade do farmaco, de
processar muitas formulagBes de dispersGes solidas utilizando os métodos de fabricacéo
convencionass (tais como granulacdo, compressao e revestimento) e a falta de ferramentas de
caracterizacdo analitica capazes de demonstrar, com alta confianga, a similaridade entre os
lotes de materiais para fornecer especificacbes de qualidade para aceitacdo e rejeicdo do
medicamento. Para superar o entrave da estabilidade das DSA, polimeros de alto peso
molecular tais como HPMC (e derivados), PVP, e os metacrilatos s&o capazes de atenuar os
condutores de cristalizacdo do farmaco e, por conseguinte, aumentar a estabilidade fisica da
dispersdao (WILLIAMSetal., 2013).

2.6.1.1 Teste de dissolucdo in vitrosob condicéo non-sink parafarmacos no estado amorfo

Uma vez emestado amorfo, a dissolugdo de farmacos emsistemas de disperséo solida
amorfa conduz a obtencdo de concentragdes supersaturadas do farmaco na solugéo em relagéo
a solubilidade da forma cristalina estavel do farmaco no estado saturado (concentracdo de
saturacao). A obtencdo de supersaturagdo, portanto, é benéfica no fornecimento de uma maior
concentragdo do farmaco dissolvido e na geracdo de solugdes de farmacos com aumento da
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atividade termodinamica. A inducdo de supersaturagdo na solucdo tem sido referida como a
concentragdo “spring" e pode ocorrer em varias condi¢des, incluindo na dissolucdo do
farmaco anorfo a partir de uma dispersdo solida amorfa, formulagBes de ciclodextrinas,
formulagbes lipidicas, co-cristais e apds o esvaziamento géstrico de farmacos bésicos que séo
soliveis no fluido géstrico acido, mas menos sollveis no intestino (GUZMAN et al., 2004;
WARRENetal., 2010; ANBY etal., 2012).

Solugdes supersaturadas proporcionam uma vantagem no que diz respeito a absorcdo
de farmacos, mas sdo instaveis e predispostas a precipitacdo. A taxa de precipitacdo de
farmaco a partir de solug@es supersaturadas, no entanto, pode ser acentuadamente retardada
pelapresenca de materiais (incluindo polimeros, tais como HPMC, hidroxipropilmetilcelulose
acetato-succinato - HPMCAS, PVP e PEG 6000), que inibem a nucleacdo de cristais ou
retardam o crescimento de cristas (WARREN et al., 2010; WILLIAMS et al., 2013). Esta
reducdo da taxa de precipitacdo do farmaco a partir de solugdes supersaturadas tem sido
chamada como "parachute” e o mecanismo combinado de geracdo de supersaturacdo e a
inibicdo de precipitacdo conhecido como "springsparachute” (GUZMAN et al., 2004;
GUZMAN et al., 2007), conforme mostradona Figura 4.

Figura 4 - Modelo esquematico que ilustra o perfil de dissolugdo hipotético de um farmaco existente em uma
forma de alta energia (por exemplo, a forma amorfa) em relacdo ao tempo.
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Fonte: Adaptado de William et al. (2013).

Legenda: A linha preta solida descreve a rapida dissolucdo de uma forma fisica de alta energia, tais como
farmacos amorfo (a "spring") levando a supersaturacdo e, portanto a obtengdo de altas concentracdes do farmaco
em excesso. A linha tracejada preta representa a solubilidade alcancada pelo fa&rmaco no estado cristalino. A
linha vermelha tracejada mostra a rdpida diminuicdo da concentracdo de farmaco dissolvido em resposta a
nucleacdo e ao crescimento do cristal. A vantagem potencial de um "parachute " (por exemplo, um inibidor da
precipitagdo do polimero) é mostrado pela linha tracejada verde, onde periodos de supersaturagdo sdo mais
sustentados, o que reflete uma taxa mais lenta de nucleagdo/crescimento do cristal.
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Pelos motivos supracitados, os ensaios de dissolucdo in vitro com formulagoes
amorfas como as dispersdes solidas, em que se objetiva avaliar o desempenho das
formulagbes em desenvolvimento antes de realizar os estudos em animais, devem ser
desempenhados em condigdo non-sink, a qual segundo Sun, Ju e Lee (2012), permite a
visualizacao dos eventos de supersaturacao, nucleagio e cristalizacdo do farmaco emsolugao,
além de ser uma simulagdo do sistema fisioldgico mais adequada do que a condig¢do Sink
devido ao pequeno volume encontrado no trato gastrointestinal. Desta maneira, os dados
oriundos de uma dissolucdo em condicdo non-sink sdo também mais correlacionaveis com o
estudo in vivo.

A dissolucéo in vitro sob condigdo sink tem sido rotineiramente utilizada na industria
farmacéutica para avaliar a qualidade dos medicamentos lote-a-lote e também para avaliar as
formulagbes durante a etapa de desenvolvimento, portanto antes de realizar ensaios em
animais. Neste caso, em uma condigdo sink perfeita, a concentragdo do firmaco é mantida,
pelo menos, trés a cinco vezes menor que a sua solubilidade, tal como recomendado pela
FDA (FDA, 1997). No entanto, correlacionar os dados obtidos de um estudo in vitro realizado
nestas condigdes com os resultados de um estudo in vivo pode ser um problema quando uma
formulacdo amorfa estd sendo investigada. De acordo com Dinunzio et al. (2008), isso
acontece porque os testes realizados sob condigdo sink negligenciam a capacidade deste tipo
de formulacéo de supersaturar o0 meio de dissolucdo, evento que também pode acontecer in
Vivo.

Desta forma, Sun, Ju e Lee (2012) sugeriram a implementacéo de um Sink Index (SI)
quando se estiver realizando um estudo de dissolucéo em condicdo non-sink, a fimde saber o
quanto non-sink de fato é o estudo. Para tanto, o célculo do Sl leva em consideracdo a
concentragdo de saturacéo (ou solubilidade de equilibrio) do farmaco no meio de dissolucéo
(C), o volume a ser utilizado no meio de dissolucdo (V) e a dose do farmaco presente na
formulag&o a ser testada; sendo assim estabelecido como Sl= Cs.V/dose. Para a obtengdo de
uma condigdo Sink, 0 Sl deve ser maior que 10.

A extensdo deste valor do SI também afeta a forma caracteristica de libertacdo do
farmaco, conforme demosntrado por Van Speybroeck et al. (2010) com formulacGes de
fenofibrato amorfo. Neste caso, sob uma condigcdo sink perfeita com SI=3,56 ndo foi vista
evidéncia direta que confirme a capacidade da formulagéo atingir uma solugéo supersaturada
do farmaco; sob uma condigdo non-sink intermediaria com SI1=0,538, a supersaturacdo pode
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ser atingida em nivel mais elevado do que a solubilidade de equilibrio do farmaco cristalino,
sem entanto visualizacdo de precipitacdo; ja sob condi¢Bes extremamente non-sink (com um
valor de SI=0,136), a libertacdo do farmaco segue um padréo "spring{parachute” mostrando
dissolucdo da solucdo supersaturada seguida da sua precipitagdo. Ainda segundo estes
autores, a avaliacéo in vivo da extenséo da biodisponibilidade oral em ratos apresentou-se
diretamente relacionada em termos de area sob a curva (AUC) com o perfil de dissolugdo in
vitro demonstrado pela formulagdo com o menor Sl (SI1=0,136), indicando portanto maior
correlacdo in vitro-in vivodo sistema utilizando ummenor Sl.

O equipamento tradicional utilizado para realizar os estudos de dissolucéo in vitro é o
da United States Pharmacopeia (USP), mas sua utilizacdo apresenta a desvantagem de
requerer grandes quantidades de amostras a serem inseridas no meio de dissolugéo
(geralmente entre 250 e 950 mL). Assim, de modo correlacionavel, alguns estudos, a exemplo
de Van Speybroeck et al. (2010) tém realizado o teste de dissolugdo sob condigdo non-sink
utilizando um recipiente de menor volume, que portanto demanda de menor quantidade de
amostra, mantendo sob este sistema condicdes equiparaveis (de temperatura e rotacdo) as

visualizadasemum aparelaho de dissolucdo convencional.

2.6.2 Misturaeutética

A palavra eutética é derivada do grego eutectos, que significa facilmente fundido.
Misturas eutéticas sdo basicamente solidos cristalinos multicomponentes, estreitamente
relacionadas com solugdes solidas cristalinas (explicadas mais adiante). Classicamente, uma
mistura eutética é definida como um sistema que apresenta menor ponto de fusdo, comparado
aos componentes individuais. Muitas definigdes baseadas em sua composi¢cdo, no menor
ponto de fusdo e no diagrama de fases solido-liquido sd&o bem difundidos na literatura. Os
sistemas inorganicos como ligas, por exemplo, encontram-se bem documentados para
misturas eutéticas e solugdes solidas (ASKELAND, FULAY, 2009). Contudo, apesar da sua
longa histdria de uso, as misturas eutéticas organicas e composicdes eutéticas de farmacos néo
se encontram detalhadas quanto a suaestrutura intema (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).
Sua definicdo ndo somente baseada em métodos térmicos, mas em termos de estrutura
organizacional, microestrutura e propriedades como materiais organicos somente

recentemente foi melhor estabelecida por Cherukuvada e Nangia (2014) e exemplificada nos
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estudos de Prasad et al. (2014), Ganduri et al. (2015), Cherukuvada e Row (2014), Das et al.
(2009), Guptae Singh (2004), Singh et al. (2008) e Jain, Khomane e Bansal (2014).

O termo solucdo solida tratado neste topico referese essencialmente as solucdes
solidas cristalinas, onde o soluto (o componente menor) se encontra organizado de forma
intersticial ou substitucional no solvente (o componente maior) (CHIOU, RIEGELMAN,
1971); portanto tratase de umsistema formado pordois componentes sélidos cristalinos, que
ndo deve ser confundido com as solugdes solidas de origem amorfa, classificadas como um
dos tipos de dispersdo solida, mensionadas no topico anterior. Os sistemas de sdélidos
multicomponentes encontram-se ilustrados naFigura 5.

Figura 5- Representaco esquemética das diferentes formas no estado solido.
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Fonte: Adaptado de Cherukuvada, Nangia (2014).

Legenda: Sais e co-cristais podem também ser polimorfos, que tém estruturas cristalinas distintas. Solugdes
solidas e misturas eutéticas adotam as estruturas cristalinas de seus componentes de origem, mas a primeira é
homogénea em toda a estrutura de cristal, enquanto a segunda é heterogénea com interacdes incoerentes (linha
pontilhada) magenta.

A literatura sobre misturas eutéticas com farmacos remonta ao inicio dos anos 1960,
comecando com publicagBes de Sekiguchi e Obi (1961) e Goldberg, Gibaldi e Kanig (1965),
que prepararam misturas eutéticas de sulfatiazol-ureia e cloranfenicol-uréia, respectivamente,
pelo método de fusdo para melhorar a dissolucdo e biodisponibilidade. A explicacdo dada
para este comportamento era que, apos a dissolucdo da ureia, uma fina suspensdo de

particulas do farmaco foi exposta a0 meio de dissolu¢do (ou fluido gastrointestinal) e que
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tanto 0 menor tamanho de particula e a melhor molhabilidade das particulas do farmaco em
suspensdo contribuiram para uma taxa de dissolucdo mais rapida (SEKIGUCHI, OBI, 1961,
GOLDBERG, GIBALDI, KANIG, 1965). Desde entdo, as misturas eutéticas farmaco-
farmaco ganharam importancia no campo das formulagBes farmacéuticas no contexto da
terapia multidrogas para melhoria de acdo anestésica local e analgésica, a exemplo da
composicdo eutética dos anestésicos locais lidocaina e prilocaina, comercializada pelo nome
EMLA® (AstraZeneca). Os anestésicos em questdo, com pontos de fuso respectivos em 68
°C e 38 °C, portanto maior que a temperatura corporal (37 °C), quando na proporcdo eutética
1:1 apresentaram menor ponto de fusdo (22 °C) e, portanto, penetracdo mais eficaz sobre a
pele e rpida acdo farmacoldgica (BROBERG, EVERS, 1985). Outras composicdes euteticas
envolvem a combinagdo destes anestésicos com tetracaina, bipuvacaina (WO Pat.
2008/073324 Al).

As misturas eutéticas sdo formadas quando os materiais que participam da sua
composicdo tem incompatibilidades atdmica/molecular de dimensédo/forma e assimetria na
estrtutura cristalina. Consequentemente, estes componentes t¢ém solubilidade limitada e néo
podem ajustar além de um determinado limiar na estrutura cristalina de umcom o outro, uma
vez que isto causara tensdo e desorganizacdo da estrutura cristalina. Tal sistema ndo pode
formar solucdo solida continua e, ao invés disso, tende a formar mistura eutética. Assim, as
misturas eutéticas sdo formadas por um conjunto heterogéneo de componentes individuais,
cujas estruturas cristalinas sdo como solucdes solidas descontinuas (fase separada). Desta
forma, este sistema € ainda melhor definido como um conglomerado de solu¢Bes solidas,
cujos cristais constituintes, diferentemente das solugdes sélidas, sdo ndo-isomorfos, ou seja,
com incompatibilidade de tamanho/forma entre os componentes (CHERUKUVADA,
NANGIA, 2014).

A microestrutura eutética entdo consiste de solugbes sélidas unidas por fracas
interagOes interfase (as linhas entre as fases a e P, Figuras @b e 6¢), a0 longo das quais as
moléculas/dtomos podem se difundir e redistribuir nas solugdes sélidas (ASKELAND,
FULAY, 2009). A tensdo inerente nos dominios das solugdes solidas (devido a acomodacéo
dos sélidos ndo-isomorfos), maximizadas pelos arranjos atdmicos imperfeitos e ma ligacéo
interfase (MOORE, WILDFONG, 2009) para além do dominio das fronteiras, levam as altas
fungdes termodinamicas, tais como energia livre, entalpia e entropia (DAS et al., 2009) da
fase eutética, e portanto ao caracteristico ponto de fusdo mais baixo em relacdo aos
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componentes individuais (Figura 6a), que é responsavel pelo aumento da solubilidade desses
sistemas (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

Figura 6 - Comportamento da mistura eutética chumbo-estanho.
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Fonte: Adaptado de Askeland, Fulay (2009).

Legenda: (a) Diagrama de fases da liga metdlica Pb-Sn. A composicdo 61,9:38,1 de Pb-Sn exibe um
caracteristico ponto de fusdo menor (183 °C) em comparacgdo aos materiais de origem (Sn = 232 °C, Ph = 327
°C) e do que as outras composig¢des. (b) A microestrutura da liga eutética Pb-Sn mostrando as etapas de
solidificacdo e crescimento das solug¢des sélidas. (c) Arranjo lamelar do chumbo-rico em a e do estanho-rico em
B na liga eutética Pb-Sn. Os atomos de chumbo do liquido preferencialmente se di fundem para as placas o (com
solubilidade limite de Sn de 19 %) e os 4&omos de estanho para as placas p (com solubilidade limite de Sn de
97,5 %). (d) Fotomocrografia da microestarutura da mistura eutética chumbo-estanho.

Portanto uma mistura eutética pode ser prevista como um conjunto de
muitas/diferentes solugdes sélidas, que sdo descontinuas. Cada solucdo sélida, rica em um
componente em particular, forma uma estrutura lamelar (ou arranjo tipo placa), tal como

demonstrado para liga metélica chunbo-estanho (Figura 6b, 6¢ e 6d) e para a mistura eutética
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aspirinaparacetamol (Figura 7) (JAIN, KHOMANE, BANSAL, 2014). Os componentes
individuais retém suas estruturas cristalinas como solugdes solidas descontinuas (contendo
somente uma quantidade limitada de soluto) e formam a estrutura cristalina eutética. Quanto
mais rapida for a taxa de crescimento dos cristais, menor serd o espaco interlamelar entre as
fases a e p de uma mistura eutética (MOORE, WILDFONG, 2009). Assim, em termos gerais,
a microestrutura eutética pode ser mais precisamente definida como “um conglomerado de
solugBes solidas” ou “um conglomerado de redes estuturais de diferentes materiais,

elementos oucomponentes” (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

Figura 7 - Fotomicrografia da microscopia eletronica de varredura de uma particula em corte transversal da
mistura eutética aspirina-paracetamol mostrando sua estrutura lamelar.

Fonte: Adaptada de Jain, Khomane, Bansal (2014).

Para ocorrer a solidificacdo da mistura eutética, os componentes devem ser
mutuamente misciveis no estado liquido. Além disso, como observado, este sistema possui a
nivelde microestrutura uma periodicidade diferente da fase cristalina pura. Sem este elemento
microestrutural, o sistema néo pode ser classificado com precisdo como um sélido eutético
(MOORE, WILDFONG, 2009).

Alémdo método de fuséo, as misturas eutéticas podem ser preparadas pelo método de
evaporacdo de solvente, por compactagdo (acetaminofeno-propilfenazona) (BI, HWANG,
MORRIS, 2003) e trituracdo (curcumina-hidroquinona) (GOUD et al., 2012).

Outros exemplos de misturas eutéticas desenvolvidas sdo as combinagdes de farmacos
anti-tuberculose, encontradas por formar misturas eutéticas sob tratamento termico, aexemplo
da pirazinamida-isoniazida (CHERUKUVADA, NANGIA, 2012) e rifampicina-isoniazida
(LAVOR et al,, 2011). Uma forma eutética do analgésico acido acetilsalicilico, preparada por
mistura mecanica suave de 1 parte de aspirina com 2-3 partes de glicerina ou propilenoglicol
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(M/V %) é util como um unguento para aplicagdo topica e também para aumentar o periodo
de vida util da aspirina, controlando a sua hidrdlise (FAEGES, 1967). O farmaco anti-
inflamatorio ibuprofeno, que apresentou formacéo eutética com vérios tempenos, exibiu
penetracao transdérmica mais rapida (STOTT, WILLIAMS, BARRY, 1998).

2.6.2.1 Desafios na caracterizacao de misturas eutéticas

A determinacdo da estrutura cristalina pela Difracdo de Raios X (DRX) elucida a
identidade e as interagbes de ligacdo e organizacdo estrutural de materiais na estrutura
cristalina. Contudo nema analise por DRX nem a espectrofotometria , técnicas rotineiramente
utilizadas para caracterizacdo de outros sélidos multi-componentes, tais como sais e co-
cristais, sdo sensiveis o suficiente para diagnosticar a formacdo de solucdo sélida/mistura
eutética. Isto ocorre porgue a inclusdo de um segundo componente (menor) acontece
substitucionalmente ou intersticialmente no componente maior (principal), e assim o arranjo
molecular na estrutura do cristal é proximo das espécies que o compde e, portanto, €
largamente inalterado. Consequentemente, hd pouca alteragdo nas linhas de DRX ou picos
espectrais para solugdes solidas/mistura eutéticas em comparagdo com 0S componentes
individuais. Além disso, por se tratar de um sistema cujos solidos sdo de fase separada,
também ndo é possivel a avaliagho de DRX de um cristal Unico (single cristal).
(CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

Deste modo, as alteracdes no pico referente ao evento de fusdo vistas pelos métodos
térmicos (DSC, microscopio de fase quente de Kofler, ciclos calor-resfriamento-
reaquecimento) passam a ser o Unico indicador da formagdo de misturas eutética. Com base
nestes dados térmicos, o diagrama de fases elaborado mostra o grau de solubilidade solido-
solido e a composicdo eutética. No entanto, a elaboracdo do diagrama de fases muitas vezes
requer tempo para execucdo e quantidades significativas de anostras, ndo se constituindo uma
medicdo analitica rapida. Tais dificuldades de caracterizagdo, associada a compreensdo
inadequada sobre a microestrutura, podem ter causado nas indUstrias farmacéuticas ligeira
aversdoas misturas euteticas (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

Diante da falta de informacdo estrutural e espectral detalhada sobre a micro/nano-
estrutura das eutéticas e uma vez que ndo ha nenhuma técnica simples e rapida (exceto os
métodos térmicos) capaz de distinguir uma mistura eutética a partir de uma mistura fisica, as
misturas eutéticas sdo provavelmente formadas com mais frequéncia do que se tem constatado
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e, muitas vezes, obtidas, porém esquecidas como produtos ndo intencionais de co-
cristalizacdo. Adicionalmente, as misturas eutéticas relatadas até a atualidade s&o obtidas mais
predominantemente de forma semi-empirica e de tentativa e erro do que seguindo um
planejamento quimico e deliberado. De fato, o planejamento deliberado de misturas eutéticas
é mais sutil e dificil dada a necessidade de identificar moléculas com geometria incompativel
e evitar fortes synthons heteromoleculares formadores de co-cristais, portanto trata-se de uma
estratégia nova e menos estudada. Dados 0os motivos supracitados, perde-se uma excelente
oportunidade de conhecer novas formas sdélidas com vantagens fisico-quimicas
(CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

Métodos teoricos vém sendo uma ferramenta valiosa tanto para o planejamento
racional de farmacos como também para acessar as estruturas moleculares e interacdes
quimicas em sistemas farmacéuticos. Neste contexto, métodos de estrutura eletrbnica e
dinamica molecular incluem a analise conformacional, calculos de propriedades, parametros
estereoeletronicos e fisico-quimicos importantes, tais como, calor de formagdo, energias
eletrbnicas, energia potencial, energias do Highest Occupied Molecular Orbital (HOMO) e
Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO), energias de ionizacdo, densidades
eletrbnicas atbmicas e momentos de dipolo. O método de calculo aplicado pode ser totalmente
empirico, como os utilizados em mecéanica molecular, semi-empiricos (parte de seus
parametros sdo ajustados aos dados experimentais), ou ainda os puramente tedricos (métodos
abinitio) (BARREIRO et al., 1997).

A modelagem molecular foi aplicada, por exemplo, para predizer o comportamento da
solugdo solida composta por sais diastereoméricos de efedrina e acidos fosforicos ciclicos,
com diferentes proporgdes dos agentes de resolugdo, de forma que a diferenca de energia
entre essas "solugdes solidas simuladas” e as estruturas nativas foi relacionada de forma
compreensivel com a probabilidade de formacdo de solucdo solida (GERVALIS et al., 2004).
Outra interessante abordagem apresentada por métodos de dindmica molecular esta no estudo
de predicdo de misturas eutéticas utilizando parametros tais como volume especifico,
coeficiente de difus&o, capacidade de calor especifica e energia néo-ligada, conforme relatado
porLiu e colaboradores (2016).

Avangos computacionais recentes na area da simulagdo de 4tomos e moléculas tem
sido ferramentas valiosas também para predizer o comportamento termodinamico (Tg,
tendéncia a cristalizacdo, interagdo farmaco-polimero, estabilidade) de dispersdes solidas
amorfas que ndo sdo bem caracterizadas experimentalmente, a exemplo das disperses
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envolvendo ibuprofeno, naproxeno e PVP (BOGDANOVA et al., 2005); celecozibe e PVP
(GUPTA, BANSAL, 2005; GUPTA et al., 2005); felodipino, PVP e PEG (KARAVAS et al.,
2007); derivados imidazolidinas e PEG/polimeros de PVP (OLIVEIRA etal., 2010).

2.6.2.2 Diagrama de fases de uma mistura eutética

Um diagrama de fases podem ser utilizado para dissecar e conpreender as fases
distintas plausiveis para um dado sistema em funcdo da temperatura, presséo, etc.
Tradicionalmente, uma mistura eutética é caracterizada por um diagrama de fases
apresentando uma composicdo com baixo ponto de fuséo contendo duas ou mais substanc ias
(CHERUKUVADA, ROW, 2014).

No diagrama de fases os pontos de fusdo séo projetados em fungdo da composicéo da
mistura. Uma mistura eutética simples consiste de dois compostos que sdo completamente
misciveis no estado liquido, mas apenas numa extensdo muito limitada no estado solido.
Assim, a composicao eutética (y.) representa a especifica fragdo massa/mol dos dois liquidos
mutualmente misciveis cuja co-solidificacdo sem prévia separacdo de fases resultard na
formacdo de uma microestrutura que funde a uma temperatura menor (Te — temperatura de
fuséo eutética) do que a temperatura de fusdo de cada um dos componentes puros isolados
(Tm). Quando a mistura eutética é resfriada, os solidos que a compde cristalizam
simultaneamente, a0 passo que quando outras composicOes sdo resfriadas, um dos
componentes comecgaa cristalizar antes do outro (LEUNER, DRESSMAN, 2000).

Para melhor ilustrar esta caracteristica, na Figura 8 € apresentado um tipico diagrama
de fases binario de temperatura em funcdo da composicdo (T-y). As composicdes que caem
para a esquerda ou para a direita da y. (Ou Seja, as composicdes nao-euteticas) irdo resultar
num produto com uma microestrutura mista, em que a fase em excesso (componente em
excesso na mistura ndo-eutética) ira solidificar antes de resfriar abaixo da Te (Figura 8b). Do
contrério, na y.,0 produto solidificado exibe uma micoestrtutura lamelar tnica (Figura 8a). A
fim de maximizar os beneficios fisico-quimicos previsivels oferecidas pela microestrutura
Unica, um controle explicito dos pardmetros de crescimento sobre a y. e Te é essencial,
emboranéo seja facilmente estabelecida(MOORE, WILDFONG, 2009).
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Figura 8- Um diagrama de fases de T-y para uma mistura de dois liquidos mutuamente misciveis o ¢ .

T[°C]

Fonte: Adaptado de Moore, Wildfong (2009).
Legenda: a) Para y., o resfriamento da mistura homogénea ao longo desta trajetdria resulta na solidificacdo da

eutética abaixo da Te e assim, na ormagdo da microestrutura lamelar de o € B intercalados (1). b) Para y#y., 0
res friamento da mistura liquida homogénea (2) ao longo da trajetoria indicada resulta na precipitagdo de p (3). O
continuo resfriamento permite o crescimento dos cristais de p (4). Na 7<Te, ha formagdo de uma microestrturura
mista, em que o liquido restante (y=y,) solidifica formando a microestarutura eutética lamelar de a e B e o sélido
em excesso refere-se aos cristais de B (5).

Atualmente, y. para sistemas binarios simples é determinado empiricamente, que
primeiramente requer uma avaliacdo da compatibilidade dos dois componentes (miscibilidade
completa dos dois componentes no estado liquido e imiscibilidade no estado sélido). Na
abordagem tradicional para determinacdo de ye, as amostras abrangendo toda a gama de
concentragbes dos dois materiais sdo co-solidificados, empregando 0 método baseado em
fusdo discutido acima. As amostras sdo submetidas a analise térmica (isto é, DSC,
microscopia de fase quente, etc.) e a temperatura (s) de fusdo da mistura co-solidificada ¢
determinada e representada graficamente como uma funcdo da conposicdo, criando, assim, o
diagrama de fase T-y . Como estabelecido acima, é esperado que a microestrutura destas duas
amostras sdlidas seja bastante diferente (MOORE, WILDFONG, 2009). Os sdlidos euteticos
sdo geralmente preparados por resfriamento rapido da mistura fundida dos dois compostos, a
fim de se obter uma mistura de cristais muito finos dos dois componentes (LEUNER,
DRESSMAN, 2000).

A andlise termica por construcdo de um diagrama de fases da temperatura em funcéo

da composicao é também conhecido para determinar se uma combinagdo forma um co-cristal
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ou uma eutética. Um diagrama de fases binario tipico de uma eutética assume uma forma em
‘v (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014; ASKELAND, FULAY, 2009; SEATON,
PARKIN, 2011; CHERUKUVADA, ROW, 2014; SEKIGUCHI, 1961, DAVIS,
BREWSTER, 2004), enquanto o diagrama de um co-cristal assume uma forma ‘W’ e possui
ponto de fusdo intermedidrio comparado aos compostos de origem (MOHAMMAD,
ALHALAWEH, VELAGA, 2011; CHERUKUVADA, ROW, 2014; SEKIGUCHI, 1961;
DAVIS, BREWSTER, 2004). Assim, a analise térmica por meio de um diagrama de fases
pode estabelecer a formagdo de uma mistura eutética ou um co-cristal para um dado sistema
(CHERUKUVADA, ROW, 2014), porém este método é pouco utilizado por causa da
complexa variedade de transicdes térmicas e dificuldades na interpretacdo das fases
envolvidas. Para simplificar estas questdes, na formagdo de uma combinagéo eutética somente
uma Unica fase, que é a fase eutética, existe. Assim, um Unico ponto de fusdo menor
invariante (solidus line) caracteristico da fase eutética é encontrado em todas as diferentes
composicdes; enquanto pequenos e variantes pontos de fusdo (liquidus line) manifestam para
as composicOes quase eutéticas ou ndo-eutéticas (hipoeutéticas ou hipereutéticas) relativas aos
materiais de origemem excesso (CHERUKUVADA, ROW, 2014).

Combinagbes em razdo molar 1:1, 1:3 e 3:1 de isoniazida (INZ)-&cido succindmico
(ASN) e isoniazida-succinamida, por exemplo, foram preparadas por moagem no estado
solido e sujeitas a DSC para determinar a formacgdo de mistura eutética. As trés composicdes
diferentes exibiram um baixo ponto de fusdo comum e invariante para todas as proporcoes
(solidus line), correspondente a fase eutética em cada uma das composicdes. A fase nao-
eutética da composicdo, a qual pode se apresentar pelo excesso de um dos componentes
principais, exibiu um pico largo (liquidus line) acentuado dependendo da sua proporcao.
Neste caso, para a mistura INZ-ASN, a composicdo molar 1:3 (0,25 fragdo molar de INZ),
atribuida como mistura eutética ou préximo a composicao eutética, ndo exibiu pico liquidus e,
em contrapartida, um Unico ponto de fusdo eutético comum em 121 °C (Figura 9)
(CHERUKUVADA, ROW, 2014). QOutros sistemas eutéticos, tais como pirodoxina-acido
nicotinico, pirodoxina-isoniazida (GANDURI, CHERUKUVADA, ROW, 2015), cafeina-
acido benzdico e as razes molares de acido benzdico-omidazol (1:2), para-metil acido
benzodico-ornidazol (1:4) e para-iodo &cido benzdico-omidazol (1:4) foram igualmente
construidos combase nestas mesmas premissas (CHERUKUVADA, 2016).
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Figura 9- Comportamento térmico de combinagBes isoniazida (INZ)-acido succindmico (ASN).
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Fonte: Adaptado de Cherukuvada, Row (2014).

Legenda: (a) DSC das trés diferentes misturas molares de INZ-ASN apresentam um baixo ponto de fuséo
endotérmico comum pertencente a fase eutética em cada uma das misturas. Os picos adicionais manifestados
referem-se a fase liquida da mistura; (b) Diagrama de fases binario do sistema de INZ-ASN exibe um padrédo
caracteristico tipo “V” de uma mistura eutética. Pontos solidus sdo mostrados como circulos cheios e 0s pontos
liquidus como quadrados abertos.

2.6.2.3 Distin¢des entre mistura eutética e dispersao solida

Historicamente, misturas eutéticas foram estudadas e classificadas como dispersdes
solidas e ainda relacionadas com solugdes sélidas na literatura farmacéutica (SEKIGUCHI,
OBIl, 1961; GOLDBERG, GIBALDI, KANIG, 1965; MOORE, WILDFONG, 2009;
VASCONCELQOS, SARMENTO, COSTA, 2007). Em geral, as misturas eutéticas ndo sao tao
populares como dispersdes solidas e como 0s mais recentes co-cristais, embora as misturas
eutéticas tenham a potencial vantagem de conferir solubilidade e estabilidade aos farmacos
(CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

Uma disperséo sélida é a dispersdo de um ou mais componente em um transportador
ou matriz sélida, e é preparada pelos mesmos métodos de preparacdo das misturas eutéticas.
Além disso, uma mistura eutética e uma dispersdo sélida tém uma caracteristica comum de
organizagdo estrutural heterogénea (separacdo de fases) na estrutura cristalina. Dispersdes
solidas t8m mais aperiodicidade estrutural e fungbes termodindmicas (tais como energia livre,
entropia e entalpia) mais elevadas e, portanto, apresentam taxas de dissolugdo mais rapidas,
uma propriedade utilizada para farmacos pouco soliveis em agua (MOORE, WILDFONG,
2009). Estas caracteristicas comuns significam que misturas eutéticas e dispersdes sélidas
foram frequentemente estudadas em conjunto e os termos foram sinonimamente utilizados

(MOORE, WILDFONG, 2009; SEKIGUCHI, OBI, 1961, GOLDBERG, GIBALDI, KANIG,
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1965; VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007). Ocasionalmente, dispersdes solidas
de farmacos exibem um comportamento do tipo eutético e apresentam incremento da
solubilidade (MOORE, WILDFONG, 2009; VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA,
2007), a exemplo do sistema fenofibrato—polietilenoglicol, comercializado sob o nome
Fenoglide (DUARTE et al., 2011), que se trata da disperséo sélida eutética do fenofibrato
(farmaco) na matriz de polietilenoglicol (polimero de transporte). Este sistema apresentou 0s
atributos de cristalinidade e baixa temperatura de fuséo, caracteristicos de uma mistura
eutética, e sua microestruturaeutéticaapresentou-se lamelar (LAW et al., 2003).

Uma mistura eutética auténtica é diferente de uma disperséo solida em termos de
organizacdo estrutural, arranjo molecular, e ordenagdo local. Uma disperséo solida pode ser
amorfa ou cristalina com um grau mais elevado de aperiodicidade (DUARTE et al., 2011),
mas uma mistura eutética € necessariamente cristalina e composta por soluges solidas.
Portanto, misturas eutéticas tem, emgeral, as funcdes de estabilidade mais elevadas do que as
dispersdes solidas, especialmente as amorfas (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

2.6.2.4 Disting¢des entremistura eutética e solugdosolida cristalina

Misturas eutéticas sdo sOlidos cristalinos multicomponentes estreitamente
relacionados as solugfes sdlidas. Uma solucdo solida consiste num sistema multicomponente
no qual a interagdo ocorre entre materiais que sdo isomorfos (estruturas cristalinas com o
mesmo grupo espacial e mesmas dimensdes da célula unitaria e/ou quase 0 mesmo tipo e
posicdo dos &omos ou grupos funcionais, ou ainda similar estrutura cristalina e valéncia,
similar tamanho e eletronegatividade dos metais) (ASKELAND, FULAY, 2009;
KITAIGORODSKY, 1984; SMITH, HASHEMI, 2006) ou isoestruturais (com mesma
estrutura, mas nao necessariamente as mesmas dimensdes da célula unitaria)
(CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

Desta forma, quanto a estrutura organizacional, as solugdes solidas séo sustentadas por
interagdes coesivas (homo/self) fortes, que retém a estrutura cristalina do componente maior
(solvente) e a inclusdo do componente menor (soluto) acontece substitucionalmente ou
intersticialmente na estrutura cristalina do compenente maior (ASKELAND, FULAY, 2009;
KITAIGORODSKY, 1984; SMITH, HASHEMI, 2006; OLIVEIRA, PETERSON, KLEIN,
2008). Assim, a solucéo sélida apresenta homogeneidade estrutural ao longo da estrutura
(Gnica fase). Isto acontece porque quando os materiais sob interacéo tém tamanho e estrutura
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cristalina similares, eles podem ter solubilidade ilimitada e acomodar bem na estrutura
cristalina, quer seja substitucional ou intersitical, sem perturbar a matriz da estrutura cristalina
e entdo formar uma solucdo solida continua ou uma fase homogénea (CHERUKUVADA,
NANGIA, 2014; MOORE, WILDFONG, 2009).

A cléssicasolucdo sdlida cristalina substitucional tem uma estrutura cristalina na qual
moléculas do soluto podem substituir as moléculas do solvente na rede cristalina ou se
encaixam nos intersticios entre as moléculas do solvente. Isto € somente possivel quando o
tamanho das moléculas do soluto difere menos de 15 % a partir das moléculas do solvente.
Em solugdes solidas intersticiais, as moléculas dissolvidas ocupam o espaco intersticial entre
as moléculas do solvente na rede cristalina. As moléculas do soluto devem ter um didmetro
molecular que ndo é maior do que 0,59 do diametro molecularda molécula do solvente. Além
disso, 0 volume das moléculas soluto deve ser inferior a 20 % do solvente (LEUNER,
DRESSMAN, 2000).

O tipico diagrama de fases de uma solucdo solida, em geral, exibe um intervalo de
fusdo/congelamento, e em temperatura abaixo desta o material se encontra no estado sélido,
acima desta 0 material esta liquido. Entre essas duas fases, as fases sdlida e liquida coexistem.
Do contréario, um tipico diagrama de fases de uma mistura eutética exibe um menor ponto de
fusdo comparado ao ponto caracteristico dos seus componentes e este ponto de fuséo é bem
definido, isto €, as temperatura das fases liquida e sélida coexistem em um Gnico ponto e ndo
num intervalo, cono as solugdes solidas. A estrutura cristalina da célula unitaria de uma
solucédo sélida quando analisada por DRX apresenta-se similar a um dos seus componentes
(CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

O acido benzdico combinado com o seu andlogo estrutural, acido 4-fluorobenzdico,
exemplifica a formacdo de uma solucéo solida, uma vez que ambos 0s compostos séo
isomorfos (hidrogénio na posicdo para € substituido por flior isostérico) formando solugdes
solidas continuas (YAMAMOTO, TAGA, MACHIDA, 1989). O fato do acido benzdico
poder ser também combinado com outros dois analogos, acido pentafluorobenzodico, e
benzamida, para formar um co-cristal (YAMAMOTO, TAGA, MACHIDA, 1989; REDDY et
al., 2007) e uma mistura eutética (SINGH et al., 2008), respectivamente, ilustram o limite

estrutural queexiste entre esses sistemas multicomponentes.
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2.6.2.5 Distin¢des entremistura eutética e co-cristal

Os co-cristas foram objeto de muitas pesquisas na década passada como novo
material promissor no desenvolvimento farmacéutico. Um co-cristal € um sélido cristalino
composto de dois ou mais constituintes moleculares neutros ligados através de interagdes ndo -
covalentes, frequentemente ligacbes de hidrogénio (JONES, MOTHERWELL, TRASK,
2011). No entanto, nem todas as moléculas com grupos funcionais complementares podem se
associar para formar co-cristal. Além de um co-cristal, o produto da co-cristalizacdo pode ser
uma solugdo sélida, uma mistura eutética ou mesmo uma simples mistura fisica de compostos
ndo-reativos (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

Um co-cristal é formado quando as interagbes adesivas (heteromoleculares) podem
superar as caracteristicas de incompatibilidade de tamanho/forma dos componentes, e 0
empacotamento do cristal resultante é distinto dos componentes originais. Desta forma, a
estrutura cristalina de um co-cristal pelo DRX e pela espectrofotometria apresentase
diferente dos componentes individuais, formada por um Unico arranjo cristalino mediado por
ligacOes de hidrogénio e interagbes intermoleculares. Desta forma, 0s co-cristsias S&o
diferentes das solugBes solidas e misturas eutéticas, as quais S0 marcadas por interacdes
coesivas e relativamente fracas, exibindo portanto estreita semelhan¢a com o padrdo dos
componentes puros (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014; CHERUKUVADA, 2016).

Co-cristais e 0s produtos eutéticos resultam de um bom equilibrio entre interagbes
(adesivas ou coesivas) e tamanho/forma (ajuste geomeétrico) dos componentes moleculares.
Interagbes adesivas muito fortes ddo um produto co-cristal, independentemente de fatores de
tamanho/forma/simetria. Quando as interagdes coesas sdo fortes, mas interagdes auxiliares séo
de fracas a zero, entdo o resultado é uma solucéo sélida (forma semelhante) ou uma mistura
eutética (forma incompativel). Assim, em uma combinagdo de materiais, quando os atributos
de compatibilidade geométrica dos grupos funcionais efou componentes e as interagdes
heteromoleculares viaveis séo positivas, o produto resultante € um co-<ristal, e se forem
negativas € uma mistura eutética (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

O curcumim, por exemplo, forma co-cristal quando combinado com resorcinol (1,3-
dihidroxibenzeno) (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014) e mistura eutética quando ligado a
hidroquinona (GOUD et al., 2012) (1,4-isomero), sugerindo a dificuldade de prever a formacéo
de mistura eutética ou co-cristal partindo do conhecimento dos componentes moleculares,
uma vez que ndo existem regras ou guias estruturais quanto ao ponto em que as interagoes
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coesivas vao dominarsobre os adesivas (para formar uma mistura eutética) e vice-versa (para
formar um co-cristal) (CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).

A formagdo das misturas eutéticas de isoniazida-acido succindmico e isoniazida-
succinamida ocorreram devido a dominancia homomolecular (amida/dimero hidrazida) sobre
interacbes heteromolecular (&cido/amida-hidrazida e/ou amida-piridina) (CHERUKUVADA,
ROW, 2014). Em um outro exemplo, a auséncia de grupo aceptor livre simples no acido
benzodico para complementar o doador de metilo da cafeina ndo formou co-cristal e, ao invés
disso, formou uma mistura eutética cafeina-acido benzdico com diagrama de fases
caracteristico (padrdao 'V), o que reforca a nogdo de ndo ocorréncia do seu co-cristal
(CHERUKUVANDA, 2016). Os sistemas de mistura eutética acido benzoico-omidazol (1:2,
mol/mol), para-metil &cido benzoico-ornidazol (1:4, mol/mol) e para-iodo &cido benzjico-
ornidazol (1:4, mol/mol) formaram misturas eutéticas com o farmaco omidazol devido a
inconpatibilidade entre seus grupos doadores fracamente indutivos (CH, -CHs e -I) e o forte
grupo aceptor de nitro do omidazol para interagdes heteromoleculares viaveis. Do contrario, a
formacdo de interacBes fortes de amina/hidroxila do para-amino &cido benzdico e para-
hidroxi acido benzoico com o grupo nitro do ornidazol resultaram na formagéo de co-cristal
(Figura 10) (PRASADet al., 2014).

Figura 10 - Interacdes homomoleculares e heteromoleculares envolvendo o farmaco ornidazol.

ozx“0

(a)

(b)

Fonte: Prasad et al. (2014).

Legenda: (a) para-amino &cido benzéico e para-hidroxi acido benzdico formam co-cristais com ornidazol devido
a propagacdo do heterodimero imidazol-acido carboxilico dada a presenca de interagdes amina/nitro-hidroxil
fortemente complementares. (b) &cido benzoico, para-metil acido benzbico e para-iodo &cido benzoico faltam
grupos doadores indutivos vidveis para complementar o forte grupo aceptor nitro ndo permitindo fazer unidades
de crescimento supramoleculares além de heterodimeros imidazol-&cido finitos com ornidazol e, portanto,
produzindo misturas eutéticas.
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Alémdo mais, co-cristais sdo relatados de modo a formar soluges solidas cristalinas e
misturas eutéticas, apesar desta discussdo ndo ter sido tratada em nivel molecular. Misturas
eutéticas também foram propostas como intermediarias da formacéo de certos co-cristais e
solugdes eutéticas constantes foram notadas por serem cruciais para formacao e estabilizacdo
de co-cristais emsolucdo (GOOD, RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010).

Em suma, em uma mistura eutética hd um conglomerado de solugdes sélidas ou um
conglomerado de estruturas cristalinas de diferentes materiais, elementos ou compostos, e.x
estanho-chumbo (ASKELAND, FULAY, 2009). Assim, solucbes sélidas e/ou misturas
eutéticas, que possuem fortes interagcbes coesivas e interacdes adesivas fracas, mantém as
estruturas cristalinas originais. Os outros solidos cristalinos multicomponentes, por exemplo
sais, co-cristais, etc. tém estruturas cristalinas Unicas, uma vez que eles sdo sustentados por
interagbes adesivas mais fortes que dirigem as suas estruturas cristalinas Unicas
(CHERUKUVADA, NANGIA, 2014). No Quadro 2 sdo apresentadas as principais

caracteristicas destes solidos multicomponentes.

Quadro 2 - Comparagdo entre os sélidos multicomponentes mistura eutética, solucdo sélida e co-cristal.

Natureza dos Natureza das Estrutura
Solido ) o Exemplos
componentes interacoes cristalina
] Acido benzoico—4cido
Pode ser Predominantemente ] ]
. o . Diferente dos pentafluorobenzoico (REDDY et al.,
Co-cristal similar ou adesiva ) )
] componentes 2007) Curcumin-resorcinol
diferente (heteromolecular)
(CHERUKUVADA, NANGIA, 2014).
Acido benzoico—4-acido
fluorobenzoico (YAMAMOTO,
Solugdo Coesiva Similar aos
Isomorfos TAGA, MACHIDA, 1989).
solida (homomolecular) componentes
sym-T riiodofenol-triiodoresorcinol
(NATH et al., 2008)
] Similar aos o ] ]
) Pode ser Predominantemente Acido Benzoico-benzamida (SINGH et
Mistura componentes
) similar ou coesiva . al., 2008) Curcumin-hidroquinona
eutética . (conjunto de
diferente (homomolecular) . (GOUD et al., 2012)
solucdes solidas)

Fonte: Adaptado de Cherukuvada, Nangia (2014).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

Posaconazol (PCZ, lote n° PO-20150201-01) foi comprado da ScinoPharm Shangai
Biochemical Technoloy, Ltd. (China). Benznidazol (BNZ, lote n°® 301045) foi gentilmente
cedido pela Nortec Quimica (Brasil).

Quanto aos polimeros utilizados para obtengdo das dispersdes solidas (DSs), a
copovidona ou copolimero de vinilpirrolidona/vinilacetato (PVPVA 64; Kollidon® VA 64
Fine) e polivinilpirrolidona (Kollidon® PVP K-30 e Kollidon® PVP K-90) foram gentilmente
doadas pela BASF, o poli (butil metacrilato-co-(2-dimetilaminoetil)metacrilato-co-metil
metacrilato) (Eudragit® E-100) foi gentilmente cedido pela Evonik.

Todos os outros reagente quimicos foram de grau reagente obtidos comercialmente e

utilizados como recebidos.

3.2 PREPARACAO DOS SISTEMAS BINARIOS FARMACO-FARMACO DE MISTURA
EUTETICA E SOLUCAO SOLIDA AMORFA

Os sistemas dispersos de mistura eutética cristalina e solucgéo sélida amorfa, os quais
utilizam unicamente os farmacos PCZ e BNZ, e portanto sem adicdo de qualquer excipiente,
foram investigados quanto aos seguintes métodos de preparacao:

3.2.1 Método de evaporagdo do solvente para obtencdo da misturaeutéticaPCZ/BNZ

As misturas dos farmacos puros aqui denominadas misturas cristalinas PCZ/BNZ
foram preparadas pelo método de evaporacéo do solvente, o qual é vastamente utilizado na
literatura: Vo et al. (2013), Tachibana e Nakamura (1965), Blagden et al. (2007), Savjani et
al. (2012), Alam et al. (2012), Vasconcelos, Sarmento, Costa (2007), Janssens, Van Den
Mooter (2009). Para tanto, diferentes proporgdes dos farmacos antichagasicos PCZ e BNZ
(10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10, 96:04 em massa %,
respectivamente) foram misturadas e dissolvidas em quantidade suficiente de &lcool etilico
anidro. O solvente foi evaporado em estufa de secagem a 50 °C resultando em um po
cristalino branco/quase branco. Durante a triagem inicial, essas diferentes amostras PCZ/BNZ
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foram avaliadas por DSC. As temperaturas maximas de fusdo resultantes foram utilizadas
para construir o diagrama de fases de todas as misturas PCZ/BNZ permitindo, desta forma,
identificar a composicao eutética (PCZ/BNZ, 80:20 m/m % - ver na sessdo Resultados) e a
temperatura eutética de fusédo. A proporgdo 96:04 (m/m %) foi incluida neste estudo por
oferecer informacgéo adicional importante sobre a quantidade de fases presente na mistura
PCZ/BNZ nesta proporcao.

Neste estudo, 0 método de evaporacao do solvente foi considerado o método principal
para obtencdo de mistura eutética cristalina tendo em vista sua simplicidade de execugéo, com
menos etapas e menos variaveis a seremcontroladas durante 0 processo.

A mistura eutética obtida foi um p6 branco a quase branco, cujo tamanho de particula
foi ainda mais reduzido por moagem manual e passado através de um tamis de malha 200-100
(75-150 um). Este sistema foi ainda caracterizado por andlise dos padrfes caracteristicos de
Difragdo de Raios X (DRX), espectrofotometria de absorc¢éo na regido do infravermelho (1V)
(tedrico computacional e experimental), Microscopia Raman Confocal, dissolugéo in vitro e
modelagemmolecular.

3.2.2 Método de fusdoe resfriamento para obtencéo da solucaosolidaamorfa PCZ/BNZ

Misturas amorfas PCZ/BNZ nas proporgdes descritas acima (Segdo 4.2.1) foram
preparadas pela fusdo das misturas dos pos dos farmacos utilizando um banho de 6leo sob
uma placa de aguecimento com temperatura controlada. Este método de fusdo e resfriamento
encontra-se descrito em numerosos trabalos na literatura: Vo et al. (2013), Sekiguchi e Obi
(1961), Chiou e Riegelman (1971), Savjani et al. (2012), Alam et al. (2012), Vasconcelos,
Sarmento, Costa (2007), Janssens, Van Den Mooter (2009).

As misturas PCZ/BNZ foram constantemente agitadas e aquecidas até formacdo de
um liquido fundido resultante (0 qual ocorre em cerca de 138 °C) com uma mudanca de cor
distinta: do branco (ou quase branco) para o laranja (ou amarelo-alaranjado), colorido em
diferentes tons a depender da proporcdo PCZ/BNZ preparada. As misturas amorfas PCZ/BNZ
foram obtidas quando um liquido fundido homogéneo de cor laranja foi resfriado até
temperatura ambiente para formar um po de cor laranja. As misturas PCZ/BNZ selecionadas
em determinadas proporcdes (10:90, 40:60, 60:40, 80:20 e 90:10, m/m %) foram enté&o
avaliadas quanto a presenca de um halo no espectro de DRX, 0 que confirma a natureza
amorfa destas misturas (solucdo solida amorfa).
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A solucdo solida amorfa obtida teve seu tamanho de particula ainda mais reduzido por
moagem manual e passando através de um tamis de malha 200-100 (75-150 um). Este sistema
foi completamente caracterizado pela anélise dos espectros de IV (tedrico computacional e
experimental), dissolucéoin vitroe modelagemmolecular.

3.2.3 Método alternativo para obtencdo da misturaeutéticaPCZ/BNZ

A mistura eutética foi alternativamente produzida partindo do método de fuséo e
resfriamento, inicialmente apontado aqui para preparar asolucdo solida amorfa. Neste caso, a
mistura amorfa PCZ/BNZ na composicao eutética (PCZ/BNZ 80:20 nVm %) (obtida como
determinado na Secgdo 4.2.2), a qual apresentou coloracdo laranja, foi adicionada de nucleos
cristalinos do PCZ durante o processo de resfriamento a fim de induzir a cristalizagdo do
sistema inicialmente amorfo. Emseguida, a mistura foi re-aquecida até temperatura de 138 °C
emum microscopio de fase quente (Instrumentos Eclipse Nikon, Japdo) mantido a 10 °C/min,
0 que conduziu a conversdo do p6 amorfo de cor laranja em cristais de cor branca/quase
branca. Este equipamento, também chamado microscopio hot stage (hot stage microscopy,
HSM), permite a analise visual microscopica de todos os tipos de transiches térmicas
ocorrentes na amostra enquanto esta € submetida a uma programacéo controlada e uniforme
de temperatura para aquecimento ou resfriamento. Esta etapa entdo resultou na formacéo de
uma mistura eutética cristalina verdadeira a partir da mistura amorfa na mesma proporc¢éo da
composicao eutética PCZ/BNZ.

Uma representacdo esquematica para melhor elucidar os métodos de obtencdo dos
sistemas bindrios de mistura eutética e solucdo solida amorfa e suas rescpectivas
caracerizacOes encontra-se descrita noesquema da Figura 11.
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Figura 11 - Esquema ilustrativo das etapas e métodos envolvidos na obtencdo da mistura eutética e solugdo
s6lida amorfa PCZ/BNZ.

Métodode evaporacaodo solvente: Método de fusao e resfriamento:

Misturas PCZ/BNZ
(10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40,
70:30, 80:20, 90:10, 96:04; m/m %)

Misturas dissolvidas em etanol | g—— | AJUECTIMENTO
Secagem em estufa & 50 °C Liquido fundido de
l, cor laranja/amarelo-alaranjado
P4 cristalino branco/quase branco & sl:
80:20 (m/m %b): Adicdo de Mistura amorfa em diferentes
\ 4 nucleos cristalinos do PCZ graus (DRX)
DSC durante o resfriamento l'
A4 l' Solucao sélida amorfa:
Mistura eutética 80:20 (m/m %) Reaguecimento em - cor laranja
- cor branca/quase branca — Microscopio de fase quente
. (10 °C/min até 138 °C) ‘l’
\l, Caracterizagcdo do p6

(75-150 pm) por IV,
dissolugéo in vitro e
modelagem

Caracterizagcdo do pd
(75-150 pm) por DRX; IV,
Microscopia Raman Confocal,
dissolucéo in vitro e modelagem
molecular.

Fonte: Autoria prépria.

33 PREPARACAO DOS SISTEMAS DE DISPERSOES SOLIDAS POLIMERO-
FARMACO-FARMACO

Para obter as dispersdes sélidas (DSs), um carreador polimérico foi adicionado a
mistura dos farmacos PCZ e BNZ, visando manté-los por mais tempo no estado amorfo. Para
tanto, quatro diferentes polimeros, PVP K-30, PVP K-90, PVPVA 64 e Eudragit® E-100, em
diferentes niveis de proporcdo em relacdo a mistura dos farmacos PCZ/BNZ, foram
selecionados. A proporcdo em massa entre os dois farmacos foi mantida em 50:50 (mVm %) e

a relacdo em massa dos dois farmacos em conjunto em relag@o ao polimero seguiu uma ordem
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crescente entre as diferentes amostras com um mesmo polimero (isto é, farmacos PCZ/BNZ
50:50 a 10 %, 20 % 30 %... e 0 polimero respectivamente a 90 %, 80 %, 70 % m/m...), até o
aparecimento dos primeiros inicios dos farmacos no estado cristalino, tal como descrito na
Secdo 4.5 destetrabalho.

As DSs foram preparadas segundo o método de evaporacdo do solvente (VO et al.,
2013; SEKIGUCHI, OBI, 1961; CHIOU, RIEGELMAN, 1971; SAVJANI et al., 2012;
ALAM et al.,, 2012; VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007; JANSSENS, VAN
DEN MOOQOTER, 2009), no qual os farmacos PCZ/BNZ (50:50 m/m %) e o polimero em
questdo foram precisamente pesados e dissolvidos em metanol. A mistura foi deixada sob
agitacdo magnética até solubilizacdo completa dos componentes. As soluches
polimero/farmacos foram entdo transferidas para uma placa de teflon e colocadas para
secagem em uma estufa & 35 °C para as DSs com Eudragit® E-100 e & 70 °C com as outras
DSs. O estabelecimento destas temperaturas de secagem levou em consideracdo as
temperaturas de transicdo vitrea (Tg) dos polimeros escolhidos, devendo a secagem ser
conduzidaemtemperatura inferiora Tg dos polimeros.

A partir de entdo, o filme formado pela DS foi analisado por microscopia de luz
polarizada e, emseguida, foi triturado comgrau e pistilo utilizando uma pequena gquantidade
de nitrogénio liquido para evitar a cristalizacéo induzida por calor. O po resultante teve seu
tamanho de particula ainda reduzido por trituracéo e passagem através de um tamis de malha
200-100 (75-150 pm).

As respectivas misturas-fisicas (MFs), como materiais de referéncia, foram preparadas
misturando os farmacos PCZ/BNZ e o polimero nas mesmas proporgdes das DSs.

Além da analise de microscopia de luz polarizada, os sistemas de DSs e MFs obtidos
foram também caracterizados por DRX, dissolucdo in vitro, DSC, espectrofotometria de

absorgéo naregido do 1V e modelagemmolecular.

34 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS BINARIOS FARMACO-FARMACO DE
MISTURA EUTETICA E SOLUCAO SOLIDA AMORFA

3.4.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial

Para proceder com as analises de DSC, amostras de cerca de 4 mg foram pesadas em
porta amostra de aluminio e seladas. A céapsula de aluminio para a referéncia foi deixada
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vazio e selada da mesma forma. A referéncia e a amostra foram aquecidas entre 25 e 225 °C,
na razdo de aquecimento de 10 °C/min, em equipamento de DSC (TA Instruments 2010,
Delaware, EUA) a uma atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min. O DSC foi
calibrado utilizando os pontos de fus&o dos padrdes de indio (156,6 [ 0,3 °C) e Zinco (419,6
+ 0,3 °C). A faixa de temperatura acima descrita foi escolhida em virtude desta ser suficiente
para avaliar todos os possiveis eventos de fusdo dos farmacos e das misturas PCZ/BNZ, sendo
a maxima temperatura utilizada (225 °C) inferior a temperatura de degradacdo dos farmacos
(233,76 °C para BNZ e 402,9 °C para 0 PCZ) e, portanto, sem ocorréncia de perda de massa
de qualquer dos componentes até 225°C.

As maximas temperaturas de fusdo (Tay) reveladas pelas curvas DSC das misturas
cristalinas PCZ/BNZ assim como dos farmacos individuais foram utilizadas para construir o
diagrama de fases. Neste caso, foram plotadas todas as temperaturas de fusdo mensuraveis em
funcgéo da proporgdo dos componentes emmassa %.

3.4.2 Difracéode Raios X

Os padroes de DRX foram obtidos por meio do sistema de difracdo utilizando o
método do p6 no equipamento 600 Rigaku Miniflex (Rigaku Americas Corporation, ON,
Canadd) em um intervalo 20 na faixa de 2,1-50 °, & taxa de varredura de 2 ° por minuto.
Foram analisadas as estruturas cristalinas dos farmacos individuais e estas foram comparadas
com as misturas cristalinas PCZ/BNZ oriundas do método de evaporacdo do solvente em
composicdes proximas a mistura eutética 80:20 m/m % (isto é, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 e
95:05, m'm % PCZ/BNZ).

Esta técnica foi também utilizada para confirmar a natureza amorfa das misturas
PCZ/BNZ oriundas do método de fusdo e resfriamento e para avaliar a manutencdo dessa
forma amorfa sob temperatura ambiente (25 °C) e em condicdes aceleradas de estabilidade
(temperatura de 40°C e Umidade Relativa - UR de 75 %) ao longo do tempo.

O principio de utilizacdo desta técnica para caracterizagdo de sistemas amorfos e
cristalinos tem sido utilizado em diversos trabalhos, incluindo Vo et al. (2013), Katariya e
Patil (2013), Baghel, Cathcart, O'reilly (2016).
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3.4.3 Espectrofotometria de Absorcgdo na Regidodo Infravermelho

Para investigar as interagcBes quimicas existentes nos sistemas binarios obtidos
(mistura eutética e solucéo solida amorfa), os espectros de infravermelho (IV) dos farmacos
individuais e dos sistemas binarios foram analisados utilizando o espectrofotdmetro IR 400®
(PerkinElmer®) com o dispositivo de refletancia total atenuada (ATR) com cristal de seleneto
de zinco. As amostras foram transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo do
ATR. Cada resultado foiobtido a partir da média de dez verificacdes, de 600 a 4000 cm'™* com
resoluco de 4 cm™. A utilizacdo desta técnica tem sido descrita em outros trabalhos, tais
como Vo etal. (2013), Katariya e Patil (2013), Baghel, Cathcart e O'reilly (2016).

Também foram analisados espectros de 1V tedricos computacionais adquiridos através
do programa Gaussian 09 com método de célculo B3LYP/6-31 ++ G (d, p) (DENNINGTON,
KEITH, MILLAM, 2009; FRISCH etal., 2009; BECKE, 1988; BECKE, 1993).

3.4.4 Microscopia Raman Confocal

Para avaliar a microestrutura da mistura eutética PCZ/BNZ 80:20 (m/Ym %) e verificar
a existénciada estrutura lamelar alternada formada por seus componentes, a amostra em po da
mistura eutética foi colocada sobre uma lamina de vidro e examinada atraves do 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 50x 50 um (100 x 100 pontos).

Os farmacos cristalinos individuais PCZ e BNZ também foram mapeados para
identificacdo de bandas vibracionais distintivas relativas a determinados grupos funcionais
nos seus espectros de Raman (VO et al., 2013; BAGHEL, CATHCART, O'REILLY, 2016).
Através destes dados, a organizacdo dos farmacos na microestrutura eutética pdde ser
marcada e visualizada.

3.4.5 Modelagem molecular

Com base na mudanca de cor visualizada para a solucdo sélida amorfa PCZ/BNZ, as
moléculas dos farmacos componentes foram investigadas quanto a provavel presenca de
interagdes m—stacking. As moléculas de PCZ e BNZ tiveram suas geometrias inicialmente
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otimizadas com o nivel de célculo DFT B3LYP/6-31 ++ G(d, p) pelo programa Gaussian 09.
Em seguida, diferentes complexos moleculares foram gerados. Estes complexos bem como
moléculas isoladas tiveram os seus espectros de UV-VIS teoricos calculados com o programa
ZINDO incluidos no Gaussian 09. O GAP (ou banda de energia proibida) de algumas
transicdes electronicas foi calculado de modo a verificar a estabilidade dos conplexos
moleculares formados.

Adicionalmente, para investigar as interagdes eletrostaticas entre os farmacos, o mapa
do potencial eletrostatico de PCZ e BNZ foi obtido através do programa Gaussview 5.0
(DENNINGTON, KEITH, MILLAM, 2009).

3.4.6 Ensaiode dissolugaoinvitro

Considerando o estado amorfo da solugdo sélida amorfa, a anélise de dissolucéo in
vitro foi conduzida sob condicdo non-sink, uma vez que esta considera a capacidade de
supersaturacdo dasolucdo sélida emum meio de dissolucéo finito, além de ter uma simulagéo
mais adequada do sistema fisiologico devido ao volume finito de fluido encontrado no trato
gastrointestinal. Portanto esta condicdo permite tanto a visualizacdo dos perfis de
supersaturacdo cinética, como quando afetados pelos eventos de nucleagéo e cristalizagdo na
solucdosupersaturada do farmaco (SUN, JU, LEE, 2012).

Em virtude do custo oneroso da matéria-prima PCZ e da necessidade de utilizar uma
elevada dose dos farmacos para manter a condicdo non-sink, todos os ensaios de dissolugéo
foram conduzidos em um recipiente de vidro com capacidade maxima de 20 mL, dos quais 10
mL foram preenchidos com meio de dissolucdo (tampéo de é&cido cloridrico pH 1,6; USP 38),
mantido a 37 = 0,5 °C em uma incubadora e sob agitacdo magnética de 60 rpm. O meio de
dissolucdo &cido pH 1,6 foi selecionado em virtude deste corresponder a uma condicéo
biorrelevante ao pH estomacal (JANTRATID et al., 2009), além de favorecer a quantificacéo
do PCZ, visto que empHs > 4 este farmaco possui solubilidade menor que 1 pg/mL (FANG
et al., 2011) e, portanto, inferior ao limite de quantificacdo pela anélise de espectrofotometria
naregidodo UV.

A dose de mistura eutetica e solucdo solida utilizada no ensaio de dissolucdo foi
selecionada considerando a solubilidade de equilibrio dos farmacos na solugdo tampao pH
1,6, a qual é 54,52 pg/mL para PCZ e 115,89 pug/mL para BNZ; e considerando um Sl de 0,03
para PCZ e 0,28 para BNZ. Assim, a dose total de cada sistema binario inserido no meio de
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dissolucdo foi de 20 mg, que corresponde a 16 mg de PCZ e 4 mg de BNZ, suficientes para
promover uma condicao non-sink de dissolucéo.

Em cada intervalo de tempo do teste de dissolu¢do, uma aliquota de 100 uL do meio
de dissolugdo foi removida e, em seguida, centrifugada a 14.000 rpm durante 5 min. O
sobrenadante foi removido e diluido com meio de dissolucdo antes de proceder com a
varredura por UV de 200-600 nm, obtida através do espectrofotdmetro de UV-VIS Cary 50 a
uma velocidade de varredura de 60 nm/min e tempo médio de aquisicdo de dados de 0,1 s.
Uma vez que as amostras removidas foram diluidas, as aliquotas retiradas ndo foram
retornados ao meio de dissolucgdo. Os perfis de dissolu¢do dos farmacos individuais também
foram tracados utilizando as mesas doses contidas nas misturas binarias, ou seja, 16 mg de
PCZ e 4 mg de BNZ. Medicdes em triplicata foram executadas e os valores médios com
desvio padrdo foram apresentados para todos os perfis de dissolucdo. Para a construcdo da
curva de calibragdo, solugbespadrdo contendo 2,5, 5, 7,5, 10 and 15 pg/mL de PCZ/BNZ
(1:1) foram preparadas dissolvendo os farmacos em acetonitrila e diluindo-0s com o meio de
dissolucao.

O método espectroscopico UV obtido em 12 derivada foi utilizado para medir a
concentracdo dos farmacos em virtude da sobreposicdo espectral existente entre os farmacos,
especialmente do BNZ (maxima absorbancia em 320 nm, segundo o espectro de ordem-zero)
sobre 0 PCZ (maxima absorbancia em 250 nm, segundo o espectro de ordem-zero). Esta
técnica oferece mais seletividade (separacdo de bandas sobrepostas) e sensibilidade
(amplificacdo do sinal e reducdo do ruido) comparada a espectrofotometria convencional de
ordem-zero (OWEN, 1996; SAAKQV et al., 2013). A partir de entdo, 0 BNZ passou a ser

mensuradoem345 nme o0 PCZ em 265 nm pela espectrofotometria em12 derivada.

3.5 CARACTERIZAGAO DOS SISTEMAS DE DISPERSOES SOLIDAS POLIMERO-
FARMACO-FARMACO

As amostras de DSs e MFs obtidas foram inicialmente analisadas por microscopia de
luz polarizada e DRX a fim de detectar a maxima concentracdo em que PCZ/BNZ (50:50
m/m %) podem permanecer amorfos em cada carreador (PVP K-30, PVP K-90, PVPVA 64 e
Eudragit® E-100), indicando assimo Gltimo sistema de DS obtido para cada tipo de polimero
estudado. Estes sistemas de DSs foram entfo investigados no estudo de dissolucdo in vitro,
que teve por finalidade eleger o carreador que proporciona as maiores taxas de dissolugéo e
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solubilidade aparente dos farmacos. As dispersdes com este selecionado polimero foram
investigadas por DSC, espectrofotometria de absorcdo na regido do IV e modelagem
molecular, além de ter sua estabilidade fisica prevista em estudo de estabilidade sob
condigOes aceleradas de temperatura (£ 40 °C) e umidade (= 75% UR). Por fim, tais melhores
DSs tiveram seus perfis de dissolucdo investigados mudando-se a proporcdo entre 0s
farmacos de 50:50 (m/m %) para a mesma da composicdo eutética, ou seja 80:20 m/m %
PCZ/BNZ.

Uma representacdo esquematica para melhor elucidar as etapas de caractetizacdo das
DSs encontra-se descrita na Figura 12.

Figura 12 - Esquema ilustrativo das etapas utilizadas na caracterizagdo das DSs polimero-PCZ/BNZ.

Dispersdes de PVP K-30, PVP K-
90, PVPVA 64 e Eudragit® E-100
+

PCZ/BNZ (50:50 m/m %)

v

Microscopia de luz
polarizada e DRX

v

Definicdo do altimo sistema de DS
(limite de concentracdo dos
farmacos  50:50) em cada polimero

v

Dissolucéo in vitro:
Polimeros + PCZ/BNZ 50:50 (m/m %)

v

Definicdo do polimero que
proporciona as maiores taxas de
dissolugdo dos farmacos™

¥

Caracterizagdo: DSC, IV,
modelagem molecular,
estabilidade

v

Dissolucéo in vitro:
melhor polimero* + PCZ/BNZ 80:20 (m/m %)

Fonte: Autoria prépria.
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3.5.1 Microscopiade luz polarizada

As propriedades da luz polarizada das amostras dos farmacos individuais (PCZ e
BNZ), das DSs e das MFs foram avaliadas pelo Microscope Motic BA400® (Opti-tech
Scientific Inc®) equipado com a camara de video Dinoeyeepiece® acoplada ao Programa
Dinocapture® 2.0. As amostras foram analisadas com aumento de 10 vezes. A analise visual
do filme de DS obtido permite visualizar microscopicamente os limites quantitativos
maximos nos quais PCZ/BNZ podem permanecer amorfos em cada tipo de polimero
(KATARIYA, PATIL, 2013).

3.5.2 Difragaode Raios X

O estado fisico das amostras de DS polimero-PCZ/BNZ, das respectivas MFs nas
minimas e maximas proporgdes, assim como dos farmacos e dos polimeros individuais foram
analisadas pelo método do pd e seguindo as mesnos parametros instrumentais descritos na
Secdo 4.4.2 - Difracdo de Raios X. Em conjunto com a microscopia de luz polarizada, esta
analise indicou a concentragdo maxima na qual PCZ/BNZ podem permanecer amorfos em
cada carreador, inferindo assim sobre qualseria o Gltimo sistema de DS amorfa para cada tipo
de polimero (KATARIYA, PATIL, 2013; BAGHEL, CATHCART, O'REILLY, 2016). A
partir da definicdo destes limites quantitativos, as DSs foram ent&o avaliadas quanto aos perfis

de dissolucdo alcancados pelos farmacos.

3.5.3 Ensaiode dissolucaoinvitro

Os perfis de dissolucdo das DSs polimero-PCZ/BNZ foram comparados com as
respectivas MFs e com os farmacos individuais cristalinos. A condicdo non-sink foi mantida
durante o estudo com todas as DSs dada a capacidade de supersaturagdo dos farmacos no
estado amorfo dentro das DSs (SUN, JU, LEE, 2012). As demais condi¢des experimentais s&o
as mesmas das descritas naSec¢ao4.4.6 - Ensaio de dissolugdo invitro.

O ensaio de dissolugdo foi inicialmente realizado com todas as DSs contendo os
farmacos PCZ e BNZ na razdo 50:50 m/m % entre eles. Apds esta triagem inicial, as DSs de
melhor desempenho (maiores taxas de dissolucéo e solubilidade aparente) para um mesmo
tipo de polimero foram avaliadas mudando-se a proporgdo inicial entre os farmacos de 50:50
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m/m % para a mesma da composigao eutética, isto €, 80:20 (m/m %) PCZ/BNZ. Neste caso, a
relagdo quantitativa total destes dois farmacos em conjunto em relacdo ao polimero seré
mantida, mudando-se apenas a proporgaoentre PCZ e BNZ.

Assim, para a triagem inicial de todas as DSs e, portanto, contendo PCZ/BNZ 50:50
(m/m %), considerou-se a formula SI=Cs.V/dose e a solubilidade de equilibrio dos farmacos
no meio de dissolucdo (tampdo pH 1,6), a qual é 54,52 ng/mL para PCZ e 115,89 ug/mL para
BNZ, em um volume de dissolugdo constante de 10 mL. Por meio desses parametros, o S
encontrado para os farmacos foi mantido a umvalor constante de 0,03 para PCZ e 0,07 para
BNZ. A relacdo em massa dos componentes das dispersGes em todos os niveis quantitativos
encontra-se descrita na Tabela 1.

Tabela 1 — Relagdo quantitativa de todos os componentes das dispersdes sélidas polimero/farmacos PCZ/BNZ
50:50 (m/m %) utilizada no ensaio de dissolugdo considerando um Sl de 0,03 para PCZ e 0,07 para BNZ.

Dose total de dispersaosolida  Dose correspondente de Dose correspondente de

(massa % de PCZ/BNZ) polimero PCZ/BNZ (50:50 m/m %)
320 mg 288 mg 32 mg (sendo 16 mg de PCZ

(10 % dos farmacos) +16 mg de BNZ)
160 mg 128 mg 32 mg (sendo 16 mg de PCZ

(20 % dos farmacos) +16 mg de BNZ)
106,6 mg 128 mg 32 mg (sendo 16 mg de PCZ

(30 % dos farmacos) +16 mg de BNZ)
80 mg 48 mg 32 mg (sendo 16 mg de PCZ

(40 % dos farmacos) +16 mg de BNZ)
64 mg 32 mg 32 mg (sendo 16 mg de PCZ

(50 % dos farmacos) +16 mg de BNZ)

Fonte: Autoria prépria.

O ensaio para determinacdo da solubilidade de equilibrio dos farmacos encontra-se
descrito a seguir, na Se¢do 3.5.4 - Solubilidade de equilibrio dos farmacos.

Diante desta avaliacdo inicial e do estabelecimento do melhor sistema polimérico para
incremento da solubilidade dos farmacos, a avaliacdo das melhores DSs para um mesmo
polimero passou a ser feita com a proporcdo eutética 80:20 (m/m %) PCZ/BNZ, a qual
conservou a dose do PCZ em 16 mg e a dose do BNZ foi diminuida de 16 mg para 4 mg a fim

de manter a relacdo 80:20 entre eles, tal como a composicdo da mistura eutética. A partir
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destes parametros, 0 Sl do PCZ manteve-se em0,03 e do BNZ foi aumentado para 0,28.

3.5.4 Solubilidade de equilibriodos farmacos

As medidas da solubilidade de equilibrio do PCZ e BNZ foram conduzidas no meio de
dissolucdo (tampdo de &cido cloridrico pH 1,6; USP 38) na presenca e na auséncia dos
polimeros de DS. Para realizagdo deste teste, cada farmaco foi separadamente adicionado em
excesso em tubos de vidro contendo 1 mL de uma solugédo do polimero preparada no meio de
dissolucdo (contendo a maxima concentragdo do polimero utilizada na DS) e, paralelamente,
os farmacos em excesso foram adicionados em tubos contendo apenas 0 meio de dissolugdo
pH 1,6 sem o polimero de DS. Todos os tubos foram hermeticamente fechados e agitados
numa incubadora a 37 + 0,5 °C por 5 dias. O ensaio foi realizado em triplicata. Apds este
tempo, para medir a solubilidade de equilibrio dos farmacos, a suspensdo resultante foi
centrifugada a 14000 rpmdurante 5 min e, em seguida, o sobrenadante foi removido e diluido
como meio de dissolucéo para prosseguir coma quantificacdo por UV, conforme descrito no
teste de dissolucéo (Segéo 4.4.6 - Ensaio de dissolucéo in vitro). Este procedimento permitiu
mensurar a solubilidade de equilibrio de PCZ e BNZ no meio de dissolucéo pH 1,6 e também
no meio pH 1,6 contendo o polimero utilizado em cada DS, possibilitando assim verificar as
diferencas de solubilidade alcancadas pelos farmacos através do simples contato com o0s
respectivos carreadores poliméricos.

Esta metodologia temsido utilizada em outros trabalhos: Sixet al. (2004), Goddeerss,
Willems, Van den Mooter (2008), Nguyen e VVan Den Mooter (2014).

3.5.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial

Uma vez selecionado o sistema de DS de melhor desempenho no teste de dissolugéo,
este foi avaliado em todos os niveis quantitativos de farmacos pela analise de DSC a fim de
verificar os farmacos como fase cristalina ou amorfa nas DSs e avaliar a miscibilidade dos
componentes neste sistema (ALBERS et al., 2011; JANSSENS, VAN DEN MOOTER, 2009;
TIWARI et al, 2009; BAGHEL, CATHCART, OREILLY, 2016). Os requisitos
experimentais utilizados seguiram 0os mesmos dos descritos na Secdo 4.4.1 - Calorimetria
Exploratdria Diferencial.
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3.5.6 Espectrofotometria de Absorcédo da Regidodo Infravermelho

O sistema de DS com melhor desempenho no ensaio de dissolucdo foi ainda
investigado quanto a interacdo quimica entre os farmacos (PCZ e BNZ) e o polimero por
meio da comparacéo espectral entre os componentes de origem comas DSs e suas respectivas
MFs. A analise foi conduzida seguindo os parametros instrumentais descritos na Se¢édo 4.4.3 -

Espectrofotometria de Absor¢cdona Regidodo Infravermelho.

3.5.7 Modelagem molecular

As interagbes dos farmacos com o polimero também foram avaliadas do ponto de vista
tedrico por meio dos métodos de dindmica molecular. Para esta elucidacéo, apenas uma das
DSs (a de melhor desempenho no ensaio de dissolucéo in vitro) foi investigada, sendo este
resultado representativo paraas demais DSs como mesmo polimero.

As estruturas das moléculas envolvidas foram geradas por meio do programa
HyperChem (TM) Professional 7.51. Os arquivos de topologia necessarios para os calculos de
dinamica molecular foram obtidos através do servidor online PRODRG (SCHUTTELKOPF,
VAN AALTEN, 2004). Para a realizacdo dos célculos foi gerada uma caixa de simulagcéo
contendo 100 dimeros de PVPVA, 4 moléculas de PCZ e 9 de BNZ, seguindo desta forma as
mesmas proporgdes experimentais do melhorsistema de DS (PVP VA-farmacos 10%, estando
PCZ e BNZ na razdo 50:50 m/m %). Inicialmente o sistema foi submetido a um processo de
minimizacdo de energia seguida da etapa de producdo (dindmica molecular). A simulacéo foi
realizada durante 200 ns, em temperatura e pressdo constante de 300 K e 1 bar,
respectivamente. Para a realizacdo dos célculos foi utilizado o programa GROMACS 4.6.5
parametrizado com campo de forca GROMOS 53A6 (BERENDSEN et al, 1995,
OOSTENBRINK et al., 2005, OOSTENBRINK et al., 2004). Os resultados foram analisados
através do Desvio Quadratico Médio (Root Mean Square Deviation - RMSD), tempo e
namero de ligacBes de hidrogénio e energia de interacéo entre dos farmacos entre si e com o
polimero. Para a analise dos resultados foram utilizados os programas VMD (Visual
Molecular Dynamics, Theoretical and Computational Biophysics Group, University of lllinois
and Beckman Institute, Urbana, IL) e Xmgrace (HUMPHREY, DALKE, SCHULTEN, 1996).
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3.5.8 BEstudo de estabilidade acelerado

Como forma de avaliar a estabilidade da forma amorfa alcangada pelas DSs, um
estudo de estabilidade foi conduzido sob condigdes de estabilidade acelerada (£ 75 % de
umidade relativa - UR e £ 40 °C de temperatura), de acordo com as recomendagdes da
International Conference on Harmonisation (ICH) (ICH Q1A R2), 1996). As amostras foram
mantidas em um dessecador contendo solucéo saturada de NaCl a £ 75 % de UR e este foi
mantido em uma incubadora a + 40 °C. A cristalinidade das amostras como o parametro de

estabilidade foi monitorada poranélisede DRX.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SISTEMAS BINARIOS FARMACO-FARMACO DE MISTURA EUTETICA E
SOLUCAO SOLIDA AMORFA

4.1.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial

As curvas DSC das misturas cristalinas contendo todas as proporgdes PCZ/BNZ
oriundas do metodo de evaporagdo do solvente, bem como as curvas DSC dos farmacos
individuais estdo ilustradas na Figura 13. O primeiro pequeno pico de fusdo endotérmico em
135 °C, presente no PCZ e nas misturas com maior propor¢do deste farmaco, corresponde a
uma impureza contida na matéria-prima PCZ, a qual corresponde a cerca de 1,9 % (teor da
matéria-prima mensurado de acordo com método descrito por Garcia et al., 2012). Sobre esta
impureza ndo foi verificado evento de perda de massa, de acordo com a analise
termogravimétrica previamente realizada na matériafprima PCZ (Figura 14), o que descarta a
possibilidade desta se tratar de um produto de degradagdo do farmaco. Na sequéncia, 0 pico
de fusdo destacado pelabarra cinza da Figura 13 (emtorno de 154 °C) corresponde a fusdo da
fase eutética, a qual esta presente em diferentes graus emtodas as composicdes PCZ/BNZ. O
ponto de fusdo adicional subsequente referese a fusdo do componente que estd em excesso na
mistura dos farmacos (componenteextra, PCZ ou BNZ).

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 13 - DSC das amostras dos firmacos e das misturas cristalinas PCZ/BNZ em diferentes proporgdes
obtidas pelo método de evaporacdo do solvente, mostrando o comportamento do ponto de fusdo eutético e a
fusdo do componente extra presente em determinadas composicdes PCZ/BNZ.
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Figura 14 - Analise termogravimétrica (TGA) do PCZ representada pela curva TGA (marcada em vermel ho),
demonstrando auséncia de perda de massa durante o evento de fusdo da impureza contida nesta matéria-prima. A
curva DTA - Analise Térmica Diferencial (marcada pela linha roxa) revela os eventos de fusdo da impureza (em
137 °C) e do farmaco (em 171 °C), bem como degradacdo térmica do PCZ (em 402 °C).
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FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.



76

Os resultados tais como se apresentam apontam para a interpretacdo de um sistema
eutético dada a capacidade de construir um diagrama de fases (Figura 15) a partir dos
resultados de DSC. Neste caso, a fusdo da fase eutética (destacada pela barra cinza da Figura
13) corresponde aum pico endotérmico de fusdo antecipado, comum e invariante, compondo
a solidus line do diagrama de fases da Figura 15 (representada pelos quadrados cheios). O
ponto de fusdo adicional subsequente em cada mistura PCZ/BNZ originou a chamada liquidus
line, aqual é variavel e esta representada pelos circulos abertos do diagram de fases da Figura
15. Os pontos da liquidus line demonstram as composicdes hipoeutéticas ou hipereutéticas,
nas quais um dos farmacos-componente estd em excesso na mistura PCZ/BNZ. Desta forma,
a composicdo eutetica é assim chamada como sendo aquela cuja composicdo ndo tem um
ponto liquidus de fusdo acima do ponto solidus. Para as composigdes 70 massa % PCZ (ou
70:30 de PCZ/BNZ, respectivamente) e 90 massa % PCZ (ou 90:10 de PCZ/BNZ,
respectivamente), os pontos liquidus correspondentes da Figura 15 ndo puderam ser
representados em termos numericos uma vez o farmaco em excesso expressou-se na forma de
um pequeno evento na curva DSC (Figura 13), ndo gerando assim um ponto de fusdo com
valor mensuavel. Assim, de acordo com os dados apresentados, a composicdo eutética ocorre
com PCZ/BNZ na proporc¢ao 80:20 (mVm %), representada por um unico evento de fusédo em
154 °C, a temperatura eutética de fusdo, tal como vistonas Figuras 13e 15.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 15 - Diagrama de fases binério do sistema de PCZ/B NZ exibe um padréo tipo - 'V' caracteristico de uma
mistura eutética. Os pontos solidus sdo apresentados como quadrados cheios e 0s pontos liquidus como circulos
abertos.
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Legenda: o=solucdo solida cristalina fase o (com predominéncia de PCZ); B= solugéo solida cristalina fase
(com predominancia de BNZ); S, e Sg=solugbes solidas o e B no estado solido (regido I); L, e Lg= solucOes
solidas a e B no estado liquido (regido IV); Sg + L,.4=coexisténcia de solugéo solida B no estado solido e de
solugBes solidas o e B no estado liquido (regido I1); S, + L.p= co-existéncia de solugdo solida a no estado
solido e de solugbes sélidas a e B no estado liquido (regido II).

Como resultado do diagrama de fases representado na Figura 14, na regido I, PCZ e
BNZ estdo todos presentes no estado sélido cristalino; na regido Il, co-existe uma mistura de
PCZ e BNZ no estado liquido (fase eutética, representada pelos pontos solidus) e um excesso
de BNZ no estado sélido (representado pelos pontos liquidus). Na regido 111, a fase fundida da
mistura PCZ/BNZ esta no estado liquido (fase eutética - pontos solidus) e 0 PCZ em excesso
esta no estado sélido (pontos liquidus). Entre a regido | e a regido Il e entre a regido | e a
regido Il existem dominios de solugdes sdlidas cristalinas fases o (predominéncia de PCZ)
and B (predominancia de BNZ). Na regido 1V, PCZ e BNZ estdo todos no estado liquido
fundido. Em contrapartida, na denominada composicdo eutética da mistura PCZ/BNZ foi
observado apenas um Unico ponto de fusdo eutético em 154 °C (na solidus line), o qual €
menor do que qualquer uma das temperaturas de fusdo dos farmacos cristalinos de origem
(169 °C para PCZ e 192 °C para BNZ), sendo por isso chamada mistura-eutética, sobre a qual
é esperadapor exibir incremento nataxa de dissolu¢do dos farmacos.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Conforme estabelecido por Cherukuvada e Nangia (2014) e melhor ilustrado por
Moore e Wildfong (2009), é esperado que para uma mistura eutética a microestrutura dos dois
solidos participantes de origem seja bastante diferente. Em cada regido do diagrama de fases
construido (Figura 14), cada composicao deve ter sua respectiva morfologia. Neste caso, na
composicdo eutética a morfologia é exibida como uma estrutura de lamelas alternadas, sendo
cada lamela formada predominantemente por um dos componentes (PCZ ou BNZ). A
morfologia fora da composicdo eutética (isto €, composicdes hipoeutéticas ou hipereutéticas)
exibe a mistura de uma microestrutura eutética lamelar combinada com a fase microcristalina
do componente que estd em excesso (PCZ ou BNZ) em diferentes amplitudes. Deste modo,
emse tratando de uma mistura na compsicao eutética, a microestrutura na regido IV, a qual é
composta por dois liquidos homogéneos mutuamente misciveis PCZ e BNZ (L, + Lg), durante
0 processo de resfriamento, da lugar a uma microestrutura solida lamelar alternada (S, + Sp)
na regido I. Se estase tratar de uma composicao hipoeutética, a mistura liquida homogénea da
origem a precipitacdo de solidos do BNZ misturado a um liquido eutético (S; + L,.p) na
regido Il; e em se tratando de uma composicdo hipereutética, a mistura liquida homogénea
leva a precipitagdo de solidos do PCZ em excesso misturados a um liquido eutético (S, +
L..s) na reagido I11. Nos dois ultimos casos, o continuo processo de resfriamento abaixo de
154 °C (na regido 1) d& origem ao crescimento dos cristais PCZ ou BNZ em excesso e 0
liquido eutetico restante se solidifica organizando-se emuma estrutura lamelar alternada.

Com esta compreensdo, toma-se evidente que o sistema PCZ/BNZ deve ser
identificado como uma mistura eutética e isto é mais consistente com o entendimento de que
PCZ e BNZ séo sélidos ndo-isomorfos (estruturas cristalinas que ndo tém o mesmo grupo
espacial, nem as mesmas dimensfes da célula unitéria, tendo assim incompatibilidade de
tamanho/forma entre os componentes). Este é critério utilizado por Cherukuvada e Nangia
(2014) para classificar os solidos que participam de uma mistura eutética. De acordo com
estes autores, enquanto a formacgdo de solucdes sdlidas cristalinas requer a participacdo de
solidos isomorfos ou iso-estruturais, a microestrutura eutética consiste de dominios de
solucdes sélidas ricas em PCZ e ricas em BNZ (fases o and B, respectivamente), mantidas
juntas através de fracos limites interfase ao longo dos quais as moléculas podem difundir e
redistribuir nas solugdes sélidas cristalinas. A tensdo inerente nos dominios das solugdes
solidas cristalinas (devido a acomodacdo dos solidos ndo-isomorfos), maximizadas pelos
arranjos atbmicos imperfeitos e as fracas ligacdes interfase entre os dominios destas solugdes
solidas, levam a altas mudancas termodinamicas e, portanto, ao caracteristico ponto de fuséo

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.



79

menorem relagdo aos componentes individualis.

Outras evidéncias suportam esta classificacgdo do PCZ/BNZ como um sistema
eutético. A composicdo eutética foi identificada como aquela que néo tem ponto liquidus
acima dela. Adicionalmente, o diagrama de fases exibe um padréo tipo - “V” formado pelos
pontos liquidus, ao invés de um padrdo do tipo — ‘W’ caracteristico de um co-cristal
(CHERUKUVADA, ROW, 2014). Alémdisso, os pontos de fusdo que compde a solidus line
da Figura 14 néo estdo gradualmente aumentando ou diminuindo a medida que a composi¢éo
PCZ/BNZ ¢ alterada, 0 que caracterizaria este sistema como uma Unica solugdo sélida
cristalina (DABROS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008). Estas evidéncias concordam coma

caracterizacdo destesistema como uma mistura eutética.

4.1.2 Difragdode Raios X

A anélse de DRX foi utilizada para obter uma melhor compreensdo do sistema
eutético cristalino fomado PCZ/BNZ 80:20 (m/m %) e para provar a autenticidade deste
sistema. A proporgcdo 95:05 (m/m %) foi introduzida nesta analise pela possibilidade de
observar o comportamento difratométrico em uma faixa mais ampla da razdo farmaco-
farmaco. Como mostrado na Figura 16, as misturas PCZ/BNZ s&o predominantemente
cristalinas, apesar da existéncia de um pequeno halo amorfo correspondente a uma pequena
quantidade de misturaamorfaemcada composicéo.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 16 - DR X dos farmacos e das misturas cristalinas de PCZ/BNZ oriundas do método de evaporagédo do
solvente mostrando boa correspondéncia dos picos de difragdo na mistura eutética 80:20 (m/m %) com aqueles
oriundos dos componentes de origem, e sem qualquer alteracdo gradual na posicdo dos picos.
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Fonte: Autoria propria.

Esta técnica é rotineiramente empregada para a caracterizagdo de co-cristais, embora
ndo seja frequentemente (til para diagnosticar uma mistura eutética. Neste caso, como a
inclusdo de um componente menor acontece substitucionalmente ou intersticialmente no

componente principal das solugdes solidas cristalinas o e  que compde a mistura eutética, as
FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.



81

interagdes coesivas bem como as estruturas cristalinas dos componentes de origem
permanecem inalterados em grande parte (CHERUKUVADA, ROW, 2014). Este conceito
concorda com a presente analise, desde que a mistura eutética PCZ/BNZ 80:20 (mVm %),
obtida pelo método de evaporacdo do solvente, mostra boa correspondéncia dos picos de
difracdo com aqueles referentes aos componentes de origem, com predominancia dos picos
oriundos do PCZ (Figura 16), uma vez que este farmaco é o componente predominante na
composicao eutética. Assim, a presente analise exclui a possibilidade deste ser umsistema de
co-cristal, uma vez que os resultados de DRX apontam para uma manutencéo de todos os
picos de PCZ e BNZ semqualquer novo pico distinto.

Além disso, este sistema ndo pode ser classificado como umasolucdo sélida cristalina
uma vez que ndo existe qualquer alteragdo gradual da posicéo dos picos em toda a faixa de
composicdo analisada (entre 60:40 e 95:05) (DABROS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008).
Assim, o0 DRX aqui utilizado fomeceu informacgbes especificas e Uteis sobre a estrutura da
mistura eutética para diferenciar esta mistura binaria a partir de outras.

Esta técnica foi também aplicada para avaliar as misturas PCZ/BNZ oriundas do
método de fusdo e resfriamento quanto a formacdo de uma solugéo solida amorfa. Os padrdes
de DRX apresentados na Figura 17 mostram a presenca de um halo caracteristico
confirmando a natureza amorfa somente das composicdes 80:20 e 90:10 (m/m %) PCZ/BNZ,
representando assimum potencial sistema para incremento da solubilidade dos farmacos.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 17 - Padrfes de DRX das misturas PCZ/BNZ obtidas pelo método de fusdo e resfriamento e a
comparagdo entre a cor caracteristica dos pés resultantes.
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Fonte: Autoria propria.

A Figura 17 revela ainda um aumento da presenca do dominio cristalino quando a
quantidade BNZ é aumentada (por exemplo, 60:40, 40:60 e 10:90), seguido poruma mudanca
de cor. Tal mudanca esta relacionada com a mistura formada pela presenga simultanea de
fracdes cristalinas e amorfas em diferentes proporgdes de PCZ e BNZ. Deve-se salientar que
apenas a composicdo 80:20 (m/m %) PCZ/BNZ foi escolhida como solugédo so6lida amorfa
para darseguimento comas demais carcacterizacdes a fimde manter a mesma propor¢ao que
a composicdo eutética, que também é semelhante a dose farmacologica de PCZ e BNZ
utilizados/testados separadamente no tratamento da doenca de Chagas (MOLINA et al., 2014;
DNDI, 2017). Também € evidente a partir da Figura 17 que a composi¢do amorfa 80:20

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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PCZ/BNZ exibe a cor mais intensa do laranja. Entretanto a composicdo 90:10 (m/m %)
também forma uma solugdo sélida amorfa, caracterizada por uma cor amarelo-alaranjada. A
mudanca de cor observada nestas amostras amorfas da mistura PCZ/BNZ esta relacionada
com as interagBes quimicas entre os dois farmacos. Este aspecto serd melhor ilustrado na
Secdo 5.1.5.

Os resultados de estabilidade preliminares mostram que o halo amorfo da solucéo
solida 80:20 (m/m %) foi mantido a temperatura ambiente durante 6 meses. No entanto, em
condigcOes aceleradas de 40 °C e 75 % de UR, as amostras mostram perda da estabilidade a
partir de 1 més, alem de um aumento gradual da cristalinidade: em 1 més, 12,65 % de
cristalinidade; em 45 dias, 13,95 %; e em 80 dias, 16,62 %. Deste modo, estas condigcGes de
temperatura e umidade mais elevadas parecem ser prejudiciais para a estabilidade da fase
amorfa da solugdo solida PCZ/BNZ. Este estudo preliminar indica que esta condicédo de
estabilidade deve ser considerada no desenvolvimento de uma forma farmacéutica com base
nasolucdosolidaamorfa PCZ/BNZ.

4.1.3 Espectrofotometria de Absorgéo da Regidodo Infravermelho

Para avaliar as interagbes quimicas envolvidas nas misturas binarias PCZ/BNZ
descritas acima, a espectrofotometria de absor¢do na regido do IV dos compostos dos
farmacos individuais, mistura eutética e mistura amorfa na composicdo eutética estdo

representadas na Figura 18.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 18 - Resultado experimental da espectrofotometria de absorcdo na regido do IV do PCZ, BNZ, mistura
eutética e solucdo sdlida amorfa na proporcdo 80:20 (m/m %) PCZ/BNZ .
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Fonte: Autoria prépria.

De acordo com a observagdo do espectro de IV do PCZ (Figura 18), certas bandas
oriundas de vibragbes importantes merecem destaque. A banda devido ao estiramento da
ligacio O-H na cadeia encontra-se em 3281 cm™. A banda intensa em 1685 cm™ refere-se ao
estiramento C=0 de amida. Na sequéncia, em 1614 cm* ocorre deformacéo axial do C-F; em
1508 cmi*, deformaciio axial de anel triazolico; em 1234 cm™, deformacéo axial de carbono
ligado a OH; em 1135 cm™, deformacio axial da ligagdo C-O-C e, por fim, a banda em 818

cm’* refere-se a cadeia principal (“backbone”) de hidrocarboneto da molécula.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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O espectro de IV do BNZ (Figura 18) também apresenta bandas caracteristicas,
principalmente em relacdo as bandas tipicas das amidas (vibragdo de estiramento N-H),
estiramento de camonila (banda de amida I) e deformacéo N-H (banda de amida Il), além das
vibragBes devido ao grupo benzilico e imidazolico e, em particular, ao grupo nitro. A banda
devido as vibracBes de estiramento N-H (banda de amida Il), encontrase em 3270 cm™. A
banda de estiramento da catbonila encontra-se em 1658 cm™ e a deformacéo de N-H em 1535
cm’’, caracteristica da amida secundaria. Além dessas, a banda em 1355 cm™ € atribuida ao
estiramento C-N. Estes dados concordamcomos encontrados por Rolim (2010).

Analisando os espectros de IV dos sistemas binarios apresentados na Figura 18 é
verificada uma similaridade entre os espectros IV da mistura eutética e da solugdo solida
amorfa, que apontam para a presenga predominante das bandas do PCZ em ambos os sistemas
binarios e nenhum aparecimento ou desaparecimento de qualquer banda, nem foi observado
deslocamento significativo de bandas. Esta semelhanca entre os espectros dos sistemas
binarios é esperada uma vez que os sistemas téma mesma composicdo PCZ/BNZ 80:20 (mVym
%). No entanto, a presenca de uma estrutura em rede cristalina organizada na mistura eutética,
em oposicdo a estrutura desorganizada na qual as noléculas vibram com maior grau de
liberdade na solugéo sélida amorfa, resultou em bandas de absorgéo ligeiramente mais largas
no espectro do sistema amorfo em comparagdo com a mistura eutética cristalina (Figura 18).
Assim, na solucdo sélida amorfa, a energia 1V é capturada e também distribuida entre os
grupos quimicos vizinhos, fazendo com que suas bandas espectrais se apresentem um pouco
mais largas emrelaco as da mistura eutéticacristalina, como visto nabandaem1685 cm*.

Devido a semelhanca espectral observada entre os dois sistemas binarios, apenas um
espectro de IV representativo para a mistura PCZ/BNZ foi gerado na andlise tedrica espectral
(Figura 19). Para geragdo deste IV tedrico foi considerada apenas a presenca de interagbes do
tipo m-stacking envolvendo os farmacos, uma vez que outras possiveis interagdes por ligagdo
de hidrogénio entre os grupos funcionais reativos de PCZ e BNZ néo geraram bandas de 1V
proximas as experimentais. Deste modo, um espectro de 1V tedrico com as posicdes relativas
dos picos e intensidade semelhante as experimentais para as misturas amorfa e cristalina de
PCZ/BNZ (solucédo sélida morfa e mistura eutética) foi obtido (ver Figura 19). Além disso,
emse tratando do IV tedrico, deve ser considerado que este foigerado em condicdes de vacuo
por uma questdo de simplicidade, o0 que ndo corresponde as reais condicfes experimentais,
assim diferengas espectrais emtermos de posi¢cdes das bandas (nimero de onda) e intensidade
datransmitancia envolvendo o IVexperimental e tedrico sdo esperadas.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 19 - Resultado tedrico da espectrofotometria de absorgdo na regido do IV do PCZ, BNZ e da mistura
PCZ/BNZ.
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Fonte: Autoria prépria.

A partir desta analise tedrica, a razdo para a sobreposicao espectral das bandas de PCZ
sobre as de BNZ (ver Figura 18 e Figura 19) em grande parte do espectro da mistura PCZ-
BNZ se deve ao fato do PCZ ser uma molécula maior, com mais grupos quimicos
vibracionais e, portanto, com maior nimero de modos vibracionais (273 vibragdes) do que o
BNZ (87 vibracdes), impondo-se assim sobre as bandas do BNZ na espectrofotometria de 1V.
Ainda assim, bandas de ambos os componentes estdo presentes nos espectros, porém com
menor intensidade das bandas BNZ dada a presenca minoritaria deste farmaco nos sistemas
avaliados. Todos estes aspectos concordam com a maior similaridade espectral dos sistemas
binarios como PCZ.

A Tabela 2 sumariza os principais modos vibracionais presentes nos espectros de IV
experimental e tedrico da mistura PCZ/BNZ.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Tabela 2 - Principais modos vibracionais da mistura PCZ/BNZ gerados a partir das anélises dos espectros de 1V
experimental e tedrico, considerando a existéncia de interacdo do tipo m-stacking no sistema.

NUmero de onda (cm™) no NUmero de onda (cm™) Modos vibracionais
espectro experimental de IV no espectro tedrico de IV

3270 3858 Estiramento N-H do BNZ

1685 1852 Estiramento C=0 do PCZ

1658 1832 Estiramento C=0 da
amida do BNZ

3281 4040 Estiramento O-H do PCZ

Fonte: Autoria propria.

Estes modos vibracionais tem basicamente as mesmas frequéncias nas moléculas dos
farmacos isolados e no complexo formado da mistura PCZ/BNZ, uma vez que estes grupos
funcionais ndo participam de qualquer interacdo entre os farmacos. A maior parte das outras
bandas no espectro de IV dos sistemas binarios referem-se aos estiramentos C-H dos
farmacos, os quais ndo participamde qualquer interacdoentre eles.

A espectrofotometria no IV para a mistura eutética, assim como a andlise por DRX,
mostra estreita combinacgdo entre o sistema binario obtido e com os farmacos de origem,
apoiando assim o fato de que ndo ha nenhuma reagao quimica entre PCZ e BNZ nem fortes
interagbes quimicas entre esses componentes, e que a microestrutura eutética resultante
combina a estrutura de rede cristalina dos componentes de origem como dominios de fase
separada (solugdes sdlidas cristalinas). Em relagdo & solucdo soélida amorfa, a
espectrofotometria no IV também combina as bandas de IV dos farmacos de origem,
indicando auséncia de reagdes quimicas e de fortes interagBes entre 0s componentes, apesar
do fato de eles serem molecularmente dispersos formando uma solugdo homogénea em nivel
molecular estabilizada através de interacdes moleculares especificas.

Uma explicacdo detalhada sobre as interagBes envolvendo PCZ e BNZ nos sistemas
binarios de mistura eutética e mistura amorfa na composicdo eutética sera discutida na Se¢éo
5.15.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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4.1.4 Microscopia Raman Confocal

O espectro de Raman dos farmacos individuais estdo ilustrados na Figura 20, onde a
identificacio do PCZ foi mapeada pela integracdo da banda caracteristica em 1611 cm™,
referente a sua carbonila de amida, e a presenca do BNZ foi mapeada pela banda integrada em
1357 cmt, referente ao estiramento C-N na molécula. Cada um dos farmacos exibe uma cor

distintiva: PCZ em azule BNZ em vermelho (Figura 20)

Figura 20 - Imagens Raman (50 x 50 um) da mistura eutética. A e C - Intensidade da banda carbonila da amida
(1611 cm™) pertencente a0 PCZ na mistura eutética (cor azul); B e C - Intensidade do estiramento de C-N (1357
cm'l) do BNZ na mistura eutética (cor vermelha); as linhas marcadas sdo analisadas em detalhe no espectro de
Raman, abaixo das imagens Raman.
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Fonte: Autoria prépria.

Combase nas imagens mostradas na Figura 20 (A, B e C), é evidente que este sistema
exibe diferentes frequéncias das fases cristalinas puras dos farmacos originais em nivel
microestrutural, onde as fases o (com predominaédncia de PCZ) e B (com predominaéncia de
BNZ) sé&o organizadas como fases altemadas regularmente arranjadas. De acordo com Moore
e Wildfong (2009), sem este elemento microestrutural, o sistema ndo podem ser classificado

com precisdo como umsolido eutético. Assim, a visualizada presenca de umarranjo estrutural

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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lamelar alternado na mistura eutética PCZ/BNZ 80:20 (m/ m %) verifica a autenticidade deste
sistema como uma verdadeira mistura eutética.

Em alguns sistemas eutéticos, as estruturas altemadas podem néo estar dispostas de
forma téo regular. Tais exemplos podem ser encontrados em varios outros trabalhos: Singh et
al. (2008), Das etal. (2009), Gupta, Singh (2004), Jain, Khomane, Bansal (2014).

4.1.5 Modelagem molecular

Para compreender as interagcBes quimicas envolvendo a solucdo solida amorfa, a
observacdo da mudanca de cor, ndo relacionada a degradacdo térmica do sistema, uma vez
que esta ocorre acima de 230 °C, foi entdo atribuida a possivel interacdo z-stacking entre os
farmacos. Este tipo de interacdo refere-se a uma atracdo ndo-covalente entre os anéis
aromaticos das moléculas dos farmacos, uma vez que estes contém ligacdes «t, as quais tem
comprimento em tomo de 1,54 pm entre a ligacdo C-C. Stacking em traducéo livre significa
empilhamento e envolve duas moléculas, onde uma é receptora de elétrons e a outra é doadora
de elétrons, sendo assim chamados os complexos de transferéncia de carga envolvendo a
combinacdo de um dador particular com muitos receptores diferentes, ou vice-versa
(KUMAR, GUJRATI, WILSON, 2010). Devido a este fendmeno, pode ocorrer uma transicéo
eletrbnica ou transferéncia de carga entre as moléculas envolvidas e, consequentemente,
novas bandas na regido do ultravioleta visivel (UV-VIS) podem surgir, as quais podem ser
identificadas pelo aparecimento da cor laranja na solucdo solida amorfa obtida (ver Figura
17).

Para elucidar as transicbes eletrdnicas na regido do UV-VIS responsaveis pela
presenca da cor do sistema, quatro complexos envolvendo diferentes possibilidades de
interacdo m-stacking entre PCZ e BNZ foram gerados para simular as possiveis configuragdes

formadas a partir desteprocesso (Figura 21a-d).

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 21 - Estruturas moleculares dos quatro complexos formados por interagdo m-stacking entre anéis

arométicos de PCZ e BNZ obtidos através de modelagem molecular: complexo 1 (a), complexo 2 (b), complexo
3 (c) e complexo 4 (d).

(c)

Fonte: Autoria prépria.

Os espectros teoricos no UV-VIS para PCZ isolado mostram duas bandas no UV
proximo com maximos em: 217 nm e 290 nm; enquanto o BNZ mostra duas bandas com
maximos em 215 nme 290 nm. No entanto, coma formacgéo dos quatro complexos mostrados
na Figura 21, novas bandas podem ser observadas, principalmente na regido do Visivel (400-

750 nm), o que pode explicar a alteracdo de cor do sistema, passando do branco/quase branco
parao laranja (Figura 22).

Figura 22 - Espectro tedrico de absorcdo UV-VIS dos farmacos originais (a esquerda) e dos quatro complexos
moleculares PCZ/BNZ (a direita) formados por diferentes interacbes n-stacking.
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Fonte: Autoria propria.
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Em se tratando da mistura eutética, a fim de investigar o tipo majoritario de interagdo
neste sistema, foi primeiramente analisado o tempo de meia vida das ligagdes de hidrogénio
entre os grupos funcionais de PCZ e BNZ possiveis de interagir. No entanto, como os valores
observados foram muito baixo (proximos a zero), isto conduziu a possibilidade de considerar
a existéncia de importante de interacdo eletrostatica no sistema eutético. A avaliacdo desta
teoria foi acompanhada através da geracado de mapas de potenciais eletrostaticos para ambos
os farmacos (Figura 23).

Figura 23 - Mapa do potencial eletrostatico das moléculas de benznidazol (a) e posaconazol (b) em diferentes
perspectivas.

N

»

(a) (b)

Fonte: Autoria propria

A barra coloridada Figura 23 indica a intensidade da densidade de carga, desde a mais
negativo (vermelha) para a carga mais positiva (azul). O resultado do mapa de potencial
eletrostatico mostra que ambos os farmacos tém regides de carga mais negativa e regides de
carga mais positiva. Aparentemente 0 BNZ exibe mais carga positiva (regido azul) devido a
presenca do nitrogénio no anel imidazolico desta molécula. O PCZ tem mais regido de carga
negativa do que o BNZ devido a presenca do grupo carbonila nesta molécula. Assim, este
resultado indica a possibilidade de interacéo eletrostatica entre as regides de carga negativa do
PCZ e as regides de carga positiva do BNZ na mistura eutética e, certamente também na
solucdo solida amorfa, uma vez que esta simulacdo computacional considera apenas a
estrutura das moléculas dos farmacos, independentemente do arranjo estrutural existente e das
proporgOes quantitativas entre eles.

Esta perspectiva estd de acordo com a formacéo da mistura eutética, isto é, com seu

arranjo cristalino, o qual é mantido por estas interagbes eletrostaticas, diferentemente da

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
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solugdo solida amorfa, formada principalmente por interacdo z-stacking como discutido
acima. Emoutras palavras, por causa da microestrutura cristalina lamelar formada a partir das
fases cristalinas a ¢  dispostas de forma alternada na mistura eutética, a Unica superficie de
contato entre estas regides cristalinas esta presente entre os cristais de a. e . E, uma vez que
os cristais o Sd0 realmente a fase cristalina PCZ contendo uma pequena quantidade de BNZ
dissolvido, e os cristais [ correspondem a fase cristalina BNZ contendo uma peguena
quantidade de PCZ dissolvido, a mobilidade neste sistema é limitada, o que provavelmente
vai impedir a ocorréncia de suficiente interacdo z-stacking entre os farmacos. Isto explica e
confirma que a mistura eutética cristalina ndo deve ter coloracdo ou ao menos deve ter a
mesma cor que os cristais dos farmacos de origem, PCZ e BNZ.

De acordo com as explicagdes oferecidas pela modelagem molecular, z-stacking deve
ser responsavel pela observada cor laranja na solugdo solida amorfa e, além desta, outros tipos
de interagdes envolvendo interagbes eletrostéticas estdo ocorrendo em paralelo neste sistema.
No entanto, para a mistura eutética, com base na descricdo geral de Cherukuvada e Nangia
(2014), a microestrutura cristalina lamelar alternada de PCZ e BNZ deve estar sendo mantida

por fracas interagdes eletrostaticas.

4.1.6 Ensaiode Dissolugdoinvitro

A fim de quantificar a dissolugdo in vitro dos farmacos nos sistemas binarios, foi
utilizado o método UV-Vis da 1° derivada com os comprimentos de onda de 345 nm para
quantificar BNZ e 265 nm para quantificar PCZ. A partir de entdo, a quantidade de cada
farmaco dissolvido no sistema foi mensurada e expressa em suas respectivas curvas de
dissolucdo, representados separadamente na Figura 24.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 24 - Dissolugdo in vitro dos sistemas binérios PCZ/BNZ expressos como mensurado nos farmacos de
origem. As medicdes dos farmacos foram obtidas pelo método da 1* derivada mensurada em 265 nm e 345 nm
para PCZ e BNZ, respectivamente. Em destaque, encontra-se também representado na imagem a esquerda o

perfil de dissolucdo do PCZ nos sistemas de 0 a 4 hr.
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A analise do perfil de dissolucdo da mistura eutética, representada pelos quadrados
abertos na Figura 24, mostra um incremento na taxa de dissolucdo para este sistema

comparado aos farmacos isolados, uma vez que este é composto por uma estrutura
microcristalina lamelar, a qual geralmente dissolve os farmacos mais rapido emrelacéo a sua
mistura fisica (MF) na mesma pormorcao (80:20 de PCZ/BNZ), representada pelos triangulos
cheios na Figura 24. Em relacdo a area sob a curva da dissolucdo concentragdo-tempo (AUC,.

24nr), @ taxa de dissolugdo mais rapida do sistema eutético levou a uma maior AUC o4, €M

relacdo a dissolugcdo do PCZ, mas néo para a dissolugdo do BNZ comparado a correspondente
MF (Figura 25). Ainda assim, em ambos 0s casos, a AUCq.,4 . da mistura eutética e da MF

sdo préximos, portanto, a melhoria substancial da mistura eutética se deve as taxas dissolucéo
mais rapidas alcancadas para PCZ e BNZ durante as primeiras horas de dissolucéo.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
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Figura 25 - Area sob a curva (AUC) oriunda da dissolucio in vitro dos sistemas binarios e dos farmacos de
origem.
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Fonte: Autoria propria

A solucdo solida amorfa, representado pelos quadrados cheios na Figura 24, apresenta
uma taxa de dissoluc¢do significativamente maior em comparagdo com os farmacos de origem,
com a mistura eutética e com a MF. Uma vez que a solucéo solida amorfa aqui estudada
contéma mesma conmposicdo eutéticae é um sistema amorfo homogéneo em nivel molecular,
0 qual se dissolve mais rapidamente do que um sistema cristalino, este apresenta um tipico
perfil de dissolucdo “spring-and-parachute”, no qual ocorre a supersauracdo dos farmacos
seguida da inibicdo da sua precipitacdo abrupta, caracteristico dos sistemas de disperséo
solida baseados em carreadores soliveis (GUZMAN et al., 2004; GUZMAN et al., 2007).
Este aumento de solubilidade aparente da solucdo sélida amorfa reflete-se também em termos
dasua correspondente AUC,_,, .. (Figura 25).

O aumento substancial na taxa de dissolucdo inicial alcancada pelos sistemas pode
ainda ser melhor visualizado comparando os perfis de dissolugéo através das respectivas AUC

até 1 hr. dedissolucdo (AUC,., ), conforme apresentadona Tabela 3.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Tabela 3. Célculos de AUC alcangados até 1 hr. do teste de dissolucdo (AUC.1p,) pelos farmacos isolados e por
estes nos sistemas bindrios (mistura eutética e solugdo soélida amorfa).

Sistema AUC,. 1, (Min.pg/mL)
PCZ 35,13
PCZ na MF 75,74
PCZ na misturaeutética 93,26
PCZ nasolucéosdlida 363,51
BNZ 34,03
BNZ na MF 64,57
BNZ na misturaeutética 127,17
BNZ nasolugdosolida 155,31

Fonte: Autoria prépria

De acordo com os resultados de dissolucéo e AUC alcancados pelos sistemas binarios
farmaco-farmaco versus farmaco isolados, os sistemas aqui desenvolvidos promoveram
aumento substancial da taxa de dissolucdo e a solubilidade aparente de PCZ e BNZ em
conjunto e, portanto, devemser ainda mais adequados para as avaliagdes de atividade in vivo
a fim de estabelecer o seu potencial impacto em promover a eficacia no tratamento da doenca
de Chagas. Além do aumento da taxa de dissolucdo obtida, a proporcdo de farmacos
encontrada na mistura eutética e na solucdo sélida amorfa correspondente é semelhante as
doses farmacologica de PCZ e BNZ usados separadamente no tratamento da doenca de
Chagas. Um considera o PCZ na dose 400 mg relatado por Molina et al. (2014), e BNZ nos
comprimidos comerciais na dose usual de 100 mg, o que representa uma proporgdo desejavel

de 80:20 (ou 4: 1) de PCZ/BNZ, respectivamente, como investigado neste estudo.

4.2 SISTEMAS DE DISPERSOES SOLIDAS POLIMERO-FARMACO-FARMACO

4.2.1 Microscopiade luz polarizada e Difra¢dode Raios X

Para compor as DSs deste trabalho, os polimeros soliveis em agua (hidrofilicos) PVP
K-30, PVP K-90 e PVPVA foram previamente selecionados uma vez que a liberacdo imediata
destes farmacos foi desejada e estes polimeros exibem elevada Tg (PVP K-30: Tg = 164 °C,

PWP K-90: Tg = 174 °C, PVPVA: Tg = 101 °C) (BASF, 2008). A elevada solubilidade em

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
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agua destes carreadores incrementa a molhabilidade dos farmacos quando a DS é dispersa em
agua (VO et al., 2013) e a alta Tg promove reducdo da mobilidade molecular dos farmacos e
aumento da estabilidade fisica da DS (VAN DUONG, VAN DEN MOOTER, 2016;
BAGHEL, CATHCART, O'REILLY, 2016). Além disso, uma vez que o PCZ pode ser
parcialmente solubilizado em uma solugdo aquosa fortemente &cida, ao contrario do que
ocorre em pH> 4 quando sua solubilidade é menor que 1 pg/mL (FANG et al., 2011), o
polimero solivel em meio géstrico até pH 5,0, o polieletrdlito catidnico Eudragit® E-100,
também foi escolhido como carreador de DS, apesar de sua baixa Tg (45 °C) (EVONIK,
2015; LEUNER, DRESSMAN, 2000).

Considerou-se também o peso molecular (PM) destes polimeros: PVP K-30 - 54.000
g/mol, PVP K-90 - 1.300.000 g/mol, PVPVA - 45.000 g/mol (BASF, 2008) e Eudragit® E-
100 - 47.000 g/mol (EVONIK, 2015). Este aspecto €é critico uma vez que quanto maior o PM,
mais lenta é a liberacdo dos farmacos no meio de dissolucdo e também menor é a mobilidade
do farmaco no polimero e, consequentemente, menor a tendéncia para iniciar a recristalizacao
dos farmacos na DS (VAN DUONG, VAN DEN MOOTER, 2016; JANSSENS et al., 2008).

Alémdisso, uma vez que em cada DS existe um nivel limiar de quantidade de farmaco
no suporte de polimero acima do qual a transicdo amorfa para cristalina tende a ocorrer
afetando assim a estabilidade fisicada DS (SUN, JU, LEE, 2012), as amostras de DSs foram
preparadas contendo uma razdo de combinacdo PCZ/BCZ de 50:50 (m/m %), compondo uma
quantidade total em peso em relacdo ao polimero na DS de 10-50%. As DSs obtidas foram
analisadas por microscopia de luz polarizada e DRX a fim de determinar a concentragéo
limite ou limiar de concentracdo dos farmacos abaixo da qual os farmacos podem ser
mantidos no estado amorfo.

A obtencdo das DSs pelo método por evaporagdo do solvente utilizado neste estudo é
favoravel a formacdo de um filme contendo o polimero e os farmacos. A formacdo de um
filme transparente e homogéneo indica miscibilidade entre os componentes e esta
caracteristica pode afetar muito a tendéncia de cristalizagdo dos farmacos. Neste caso, 0
carreador pode atuar como um inibidor eficaz da cristalizacdo quando estd ha mesma fase do
farmaco (RUMONDOR et al., 2009; IVANISEVIC, 2010). Assim, os filmes das DSs
preparadas pelo método de evaporagéo de solvente permitirama visualizagao por microscopia
de luz polarizada dos cristais dos farmacos na DS como uma funcdo da quantidade dos
farmacos em cada carreador. Estas imagens correspondentes as amostras de DSs, MFs e
farmacos estdo representadas na Figura 26. Pode ser visto claramente que o0 PCZ e 0 BNZ

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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cristalinos, individualmente ou em combinagdo, mostram a birrefringéncia cristalina tipica,
enquanto o polimero amorfo ndo possui tal birrefringéncia. Assim, a presenca de farmacos

cristalinos pode ser diferenciadados polimeros na DS e MF através esta técnica.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 26 - Imagens de micrografias obtidas a partir do microscopio de luz polarizada dos farmacos, DSs e
respectivas MFs contendo a combinacdo PCZ/BNZ 50:50 (m/m %) em varios niveis de concentragdo em relagao
aos polimeros. Ampliagdo de 10 X.
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A natureza cristalina dos farmacos PCZ e BNZ é também representada pela andlise de
DRX na Figura 27, mostrando os picos caracteristicos sobre a faixa 2-teta com intensidade
variavel.

Figura 27 - Comparacdo dos graficos de DRX dos farmacos, polimeros, DSs e respectivas MFs contendo a
combinacdo PCZ/BNZ 50:50 (m/m %) em vérios niveis de concentracdo em relacdo aos polimeros.
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Os cristais dos farmacos também puderam ser claramente visualizados nas amostras
das MFs de todas as concentracdes de farmacos (somente a menor e a maior concentracdo de
farmacos encontram-se representadas) e nas correspondentes amostras de DS com maior nivel
de concentracdo de PCZ/BNZ (Figura 26). Os farmacos cristalinos na MF também foram
vistos por DRX (Figura 27), que apresenta uma sobreposicdo do padrdo de difragdo dos trés
compostos (PCZ, BNZ e polimero) e maior intensidade dos picos nas amostras com maior
nivel quantitativode PCZ/BNZ.

Como apresentado nas micrografias polarizadas da Figura 26, as DS de PVP K-30-
farmacos 10% a 30%, PVPVA-farmacos 10% a 30% e Eudragit® E100-farmacos 10% néo
demonstraram nenhuma birrefringéncia cristalina indicando a existéncia de um sistema
miscivel com PCZ e BNZ molecularmente dispersos nos carreadores poliméricos. Em
contrapartida, as DSs de PVP K-30-farmacos 50%, PVP K-90-farmacos 50%, PVPVA-
farmacos 40% e Eudragit® E100-farmacos 20% mostram a presenca dos farmacos cristalinos
sob a microscopia de luz polarizada (Figura 26) e nos espectros de DRX (Figura 27).
Observa-se que a um nivel intermediario de 40% de concentragdo dos farmacos em PVP K-
30, h& uma birrefringéncia muito limitada sugerindo a existéncia de apenas alguns cristais,
enquanto a area majoritaria da amostra esta isenta de qualquer farmaco cristalizado (Figura
26).

E interessante notar que alguns cristais muito pequenos parecem estar dispersamente
distribuidos nas anmostras de DSs de PVP K-90 com farmacos entre 10% a 40%, mas ndo em
amostras de DSs semelhantes baseadas em PVP K-30 (Figura 26). Neste caso, 0s resultados
de DRX correspondentes da Figura 27 mostram apenas um halo amorfo para todas estas DSs,
indicando que a cristalinidade nas DSs com base em PVP K-90 é muito provavelmente abaixo
do limite de deteccdo tipico de 5-10% de cristalinidade pela técnica de DRX (LEUNER,
DRESSMAN, 2000).

Os resultados também revelam um caracteristico halo amorfo sem picos cristalinos
dos farmacos no difratograma de DRX para as DSs de PVP K-30 preparadas a 10%, 20%,
30% e 40% PCZ/BNZ; de PVPVA a 10%, 20% e 30% PCZ/BNZ; de Eudragit® E-100 & 10%
de PCZ/BNZ (Figura 27). Este resultado indica a formacdo de DS amorfa, isto é, os
compostos antichagicos PCZ e BNZ estdo acima de 90% no estado amorfo na matriz
polimérica (SAVJANI et al., 2012). Nesta analise, como também visualizado pela
microscopia polarizada, o limite de concentragdo maximo dos farmacos amorfos é em torno
de até 40% nas DSs com PVP K-30 e PVP K-90, em torno de 30% com PVPVA e em torno
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de 10% com Eudragit® E-100, indicando uma maior habilidade dos polimeros neutros
soluveis em agua (PVP K-30, PVP K-90 e PVPVA) em formar uma possivel solucéo solida
polimérica, mantendo assim os farmacos no estado amorfo em maior nivel quantitativo,
comparado ao polimero catidnico Eudragit® E-100.

E conhecido que o aumento na concentragio do polimero em uma DS provoque um
atraso na recristalizacdo do farmaco dissolvido devido ao aumento na barreira cinética,
impedindo assim a separacdo de fases entre o farmaco e o polimero (JANSSENS, VAN DEN
MOOTER, 2009). Assim, ambas as técnicas de microscopia de luz polarizada e DRX aqui
aplicadas déo limites similares de quantidade de farmacos PCZ/BCZ para manter as DSs
amorfas nos polimeros selecionados, apresentando a microscopia de luz polarizada maior
sensibilidade na deteccdo do aparecimento dos primeiros cristais dos farmacos em um sistema
de DS.

4.2.2 Ensaiode dissolucdoinvitro

Para comparar o perfil de dissolucdo das DSs obtidas e sabendo-se que a maioria delas
esta no estado amorfo, os ensaios de dissolugéo in vitro foram conduzidos em condic&o non-
sink, uma vez que esta leva em consideracdo a capacidade de supersaturacdo da DS em um
volume limitado do meio de dissolugdo, permitindo assim visualizar os eventos de
supersaturacdo, nucleacéo e cristalizacdo durante a dissolucdo do farmaco. Tais condicdes de
dissolucdo geralmente ocorrem sob um volume finito do trato gastrointestinal (SUN et al.,
2012). Adicionalmente, em uma condicdo non-sink, as taxas de dissolugdo e os niveis de
supersaturacéo obtidos a partir de uma DS amorfa foram relatados como sendo mais elevados
com carreadores sollveis em &gua (hidrofilicos) em comparacdo com os sistemas contendo
carreadores insoliveis em agua (hidrofdbicos) (SUN, LEE, 2015 a). Entratanto, o sistema
commaior taxa de dissolucdo ndo ira necessariamente mostrar o melhor desempenho in vivo,
uma vez que a rapida geracdo de uma solucdo supersaturada pode gerar uma forca motriz
capaz de induzir a rapida cristalizagdo do farmaco; deste modo, a dissolucéo sob condigéo
non-sink & essencial para permitir uma comparacdo racional entre os diferentes carreadores
poliméricos de uma DS (AUGUSTIJINS et al., 2012; NEWMAN et al., 2012; SUN, LEE,
2015 b).

Para quantificar a concentracdo dos farmacos durante a dissolugdo in vitro, foi
utilizado o método UV-Vis da primeira derivada com um comprimento de onda de 345 nm
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para a medicdo de BNZ e 265 nm para PCZ. A partir de entdo, a quantidade de cada farmaco
dissolvido no sistema foi mensurada e expressa em suas respectivas curvas de dissolugéo
(PCZ e BNZ). Os perfis de dissolucdo dos farmacos individuais, DSs e MFs em diferentes
niveis concentragdes dos farmacos totais estao representados na Figura 28.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
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Figura 28 - Comparagdo do perfil de dissolugdo in vitro dos farmacos, DSs com PVP K-30, PVP K-90, PVPVA
e Eudragit E-100 (de cima para baixo) contendo a combinagdo PCZ/BNZ 50:50 em varios niveis totais de
concentracdo em realagdo aos polimeros, e suas respectivas MFs com 10% dos farmacos.
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Com base no perfil de dissolugdo da Figura 28, a fim de permitir uma classificacio
relativa ao desempenho global in vitro das diferentes formulagdes, foi calculada a AUC, .4,
(Figura 29). A AUC é um indicativo da manutencdo supersaturacdo (DINUNZIO et al., 2008;
MILLER et al., 2008) e tem sido utilizada como uma substituta para a biodisponibilidade
(BROUWERS, BREWSTER, AUGUSTIINS, 2009; LEE et al., 2011; HAN, LEE, 2017).
Assim, quanto maior o valor da AUC, melhor o desempenho da amostra nos testes de

dissolucéo invitro.

Figura 29 - Comparacdo dos valores de AUC,_ ,4 € seu respectivo desvio padrdo oriundos das curvas de

dissolugdo invitro dos farmacos, DSs e suas correspondentes MFs.
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Com referéncia ao perfil de dissolucéo da Figura 28 e 8 AUC,.,4, calculada da Figura
29, todas as DSs obtiveram aumento da taxa de dissolugdo dos farmacos e uma AUC,_,4, mais
elevada comparada aos farmacos isolados e a respectiva MF, mesmo contendo 10% dos
farmacos. Outros niveis de concentragdo dos farmacos totais na MF ndo foram avaliados uma
vez que este menor nivel ja possui os farmacos nas suas formas cristalinas, portanto com
menor dissolucdoemrelacdo as DSs.

Os sistemas de DSs rapidamente dissolvem os farmacos, alcancando a supersaturacéo
(Cax) €m menos de 1 h, como indicado pela seta vermelha mostrada na Figura 28. Este
aumento inicial na supersaturacdo do farmaco € seguido pelo declinio da sua supersaturagéo
devido a precipitacdo induzida pela supersaturacdo, a qual ocorre antes do farmaco alcancar
uma concentracdo quase estavel/platd, onde se estabelece a sua solubilidade de equilibrio, a
qual é geralmente superior a sua concentracdo de saturacdo. Dependendo do polimero
utilizado, tal precipitacdo pode ser retardada em graus diferentes. \erifica-se também que, em
geral, quanto maior o aporte de fArmaco (ou menor o teor de polimero) no sistema de SD,
menor é o seu desempenho no ensaio de dissolucdo (ou seja, menor a taxa de dissolucéo
inicial do farmaco e menor a AUC). Em outras palavras, a DS com a menor quantidade de
farmaco (isto €, 10%) exibe o alcance mais rapido da supersaturacdo (Figura 28) com uma
maior AUC (Figura 29). Como consequéncia, as amostras de SD com 20%, 30%, 40% e 50%
de farmaco podem mostrar um declinio progressivo no desempenho de dissolucéo
comparando com a SD com 10% dos farmacos. Esta correlacdo é verdadeira para todas as
DSs obtidas considerando a mensuracdo do BNZ, mas ndo para as DSs com PVP K-30e com
PVP K-90 em termos de quantificacdo do PCZ. Isto provavelmente ocorreu em virtude da
grande proximidade entre os perfis de dissolucdo alcangados apds precipitagdo do PCZ nestas
DSs, possibilitando assim que variagbes muito pequenas nos platés atingidos pelo PCZ
(variando emtorno de 200 ug/mL) determinassemestas diferencas.

Além disso, quando o farmaco esta presente em uma quantidade menor no sistema,
sua dissolucdo é dominada pelo comportamento da dissolucdo do carreador (CORRIGAN,
1985). A partir deste entendimento, o processo de dissolugdo de PCZ e BNZ pode ser feito
observando as propriedades dos polimeros participantes da DS. Assim, é razoavel que as
diferencas no perfil de dissolugdo das DSs com PVP K-30 e PVP K-90 estejam relacionadas
com as diferencas de peso molecular destes polimeros. As DSs com PVP K-30 conseguiram
uma supersaturagdo muito maior de PCZ e BNZ em comparacdo com as DSs de PVP K-90,
portanto a viscosidade mais elevadado PVP K-90 (3.310-5.195 mPa.s para PVP K-90 versus
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1.201-1.281 mPa.s para PVP K-30) contribuiram para a menor taxa de dissolugéo e para a
libertacdo mais lenta dos farmacos nestas DSs (SHAH et al., 1995; LEUNER, DRESSMAN,
2000). De acordo com Craig (2002), para um farmaco ser liberado no meio de dissolugdo, este
precisa primeiro ser liberado da camada de polimero e, por conseguinte, a viscosidade da
camada pode serelevada de tal modo que a difusdo do farmaco seramuito lenta.

Além disso, as DSs obtidas com PVP K-90 apresentam perfis de dissolucédo dos
farmacos e valores AUC,. ,4, muito similares em todas as proporgdes polimero/farmacos. A
microscopia de luz polarizada (Figura 26) previamente apontou similaridades quanto a
presenca de peguenos cristais dos farmacos nestas amostras contendo 10% a 40% de
PCZ/BNZ. Assim, a libertacdo lenta proporcionada pela alta viscosidade do PVP K-90 foi
determinante para repercutir na menor taxa de dissolucéo de PCZ e BNZ, sendo este fator
determinante frente ao quantitativototal dos farmacos adicionadonas DSs.

Com o Eudragit® E-100, a DS com 20% de farmacos apresentou um comportamento
diferente em se tratando do perfil de dissolugdo de PCZ, o qual revelou uma supersaturagéo
rapida do farmaco seguida da sua répida cristalizacdo, ao contrario da DS com 10% dos
farmacos e ao contrario dos perfis de dissolu¢do do BNZ nestas DSs. Adicionalmente, a
solubilidade de equilibrio encontrada para 0 PCZ em meio contendo este polimero foi muito
baixa (em tomo de zero). Sabendo-se que o Eudragit® E-100 é um copolimero catidnico &
base de metacrilato de dimetilaminoetilo, metacrilato de butil e metacrilato de metil (2:1:1)
(EVONIK, 2015) e que, portanto, a por¢do mais reativa deste polimero é a amina bésica
doadora de elétrons (QUINTEROS et al., 2008; ALBERS et al., 2011), ha grande tendéncia a
ocorréncia de interaciio eletrostatica entre os grupos amino protonados de Eudragit® E-100 e 0
grupo carbonil do PCZ, corroborada pelo deslocamento da banda de IV da carbonila de 1685
cm* para 1661 cm* (Apéndice A) na arostra de DS com 20% dos farmacos. Devido a esta
basicidade, estudos anteriores tém igualmente demonstrado interacdo entre este polimero com
farmacos acidos, tais cono acido salicilico, acido benzdico, mesalamina, diclofenaco sédico,
indometacina e furosemida (QUINTEROS etal., 2008); assim como incompatibilidades entre
0s grupos de amdnio de polimeros do grupo Eugradit® coma porcéo carboxilica de uma série
de farmacos (Ex.. ibuprofeno, diflunisal, flubiprofeno e piroxicam) afetando
significativamente os perfis de liberacdo desses farmacos (PIGNATELLO et al.,, 2001;
PIGNATELLO et al., 2002). Desta forma, uma vez que a interacdo envolvendo este polimero
e 0 PCZ afetou o perfil de libertacdo deste farmaco, as DSs com este copolimero ndo foram
prosseguidas nestetrabalho.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
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Os piores desempenhos de DSs foram obtidos para os sistemas com maior
concentragdo dos farmacos (DS PVP K—30-fa&rmacos 50%, DS PWVP K-90-farmacos 50%, DS
PVPVA-farmacos 40% e DS-Eudragit®E-100-farmacos 20%), uma vez que eles ja mostraram
a forma cristalina de PCZ e BNZ, tal como apresentado pela microscopia de luz polarizada
(Figura 26) e DRX (Figura 27).

O melhor desempenho de uma DS é devido a maior solubilidade aquosa da forma
amorfa do farmaco disperso numa matriz de polimero, 0 que pode gerar uma solucéo
momentaneamente supersaturada (VAN DUONG, VAN DEN MOOTER, 2016). No entanto,
os diferentes desempenhos de cada polimero, representados pelos valores de AUC,. s,
resultam das diferentes capacidades para inibir a transicdo da forma amorfa para a forma
cristalina de PCZ e BNZ no meio de dissolugdo. E, como demonstrado pelas DSs deste
trabalho, a geragdo de uma supersaturacdo critica dos farmacos foi seguida por uma inerente
forga motriz termodinamica para a nucleacéo deles. A partir de 1h do teste de dissolugéo ou
mesmo um pouco antes, a supersaturacdo critica alcancada pela forma amorfa dos farmacos
deu lugar a precipitacdo destes até alcancar a sua solubilidade de equilibrio no meio de
dissolugdo, a qual é mantida durante 24 hr. Durante estes eventos, normalmente vistos por
polimeros sollveis emagua, a &gua pode induzir a cristalizacdo de um farmaco a medida que
entra em contato com 0 mesmo, resultando no decaimento do desempenho de uma disperséo
durante o ensaio de dissolucdo (SUN, JU, LEE, 2012). Em outras palavras, este decaimento
esta provavelmente relacionado com a transicdo da forma amorfa para as formas cristalinas
dos farmacos, que é mais estavel e menos solivel, precipitando em solucdo (SATO,
TAYLOR, 2015). Ainda assim, embora tal solubilidade cinética elevada dos farmacos possa
ser 0 resultado da formacdo de um polimorfo metaestavel com maior solubilidade agquosa
durante a precipitagdo, como no caso da indometacina (SUN, LEE, 2013), é menos provéavel
que seja o motivo presente no PCZ e BNZ pelas seguintes razdes: (1) A Figura 28 mostra que,
emquase todas as amostras de DS, a concentragdo dos farmacos na fase de supersaturacéo cai
para 0 mesmo nivel da amostra de MF, que € maior do que a concentragdo de saturacdo do
farmaco cristalino devido ao efeito de melhoria da solubilidade do farmaco através do simples
contato com o polimero dissolvido; e (2) mesmo que tenham sido produzidos polimorfismos
metaestaveis, pode ndo haver diferencas significativas na solubilidade entre diferentes
polimorfismos relatados para BNZ (HONORAT Oetal., 2014).

Para demonstrar a capacidade do polimero em modificar a solubilidade dos farmacos,
visto a maior parte dos valores de AUC das MFs na Figura 28 obtiveram melhores resultados
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em relacdo aos farmacos isolados, foi verificado aumento da solubilidade de equilibrio de
PCZ e BNZ no meio de dissolucdo contendo cada polimero. No caso do PCZ, sua
solubilidade em meio contendo apenas solucdo tampdo pH 1,6, sem polimero, € de 54,52
ug/mL e foi alterada nos meios contendo polimeros para: 113,62 ug/mL em meio com PVP
K-30; 50,97 pg/mL em meio com PVP K-90; 124,53 pg/mL em meio com PVPVA; e 0 em
Eudragit® E-100 (devido & interacdo polimero-PCZ ja discutida). Para BNZ, a sua
solubilidade foi menos alterada, passando de 115,89 pug/mL em solu¢éo tampé&o de pH 1,6,
sem polimero, para 149,67 ug/mL em meio com PVP K-30; 129,55 ug/mL em meio com PVP
K-90; 165,91 ug/mL em meio com PVPVA; e 145,93 pg/mL em meio com Eudragit® E-100.
Portanto, a tensdo interfacial e a molhabilidade de PCZ e BNZ sdo provavelmente
modificadas pelo contato do polimero hidrofilico, promovendo, em geral, 0 aumento da
solubilidadedos farmacos.

Assim, a fim de selecionar as DSs mais promissoras de acordo com a taxa de
dissolucdo de PCZ e BNZ em conjunto, os sistemas contendo PVPVA obtiveram os melhores
resultados emcomparagéo como sistema comPVP K-30, seguido por PVP K-90.

A copovidona PVPVA é um copolimero randomizado formado por vinilpirrolidona-
acetato de vinil na proporc¢éo 6:4 (BASF, 2008), que consiste em monémeros hidrofdbicos e
hidrofilicos, ambos misciveis no carreador fundido (ALBERS et al., 2011). Este copolimero
melhorou o perfil de dissolucdo de farmacos pouco soliveis em agua em DSs de muitos
estudos anteriores. Knopp et al. (2016) revelou que o monémero hidrofilico vinilpirrolidona
(VP) é responsavel pela geracdo de supersaturagdo do farmaco (aumento da dissolucdo),
enquanto o mondémero hidrofobico acetato de vinil (VA) é responsavel pela estabilizacdo da
solucdo supersaturada (inibicdo da cristalizacéo) e que esta constituicdo teve influéncia
significativa no perfil de dissolucéo e no desempenho in vivo do celecoxibe. A presenca do
grupo funcional carbonil no PVPVA, que forma ligacBes de hidrogénio com farmacos
contendo grupos fendlicos OH, como o paracetamol, com grupos acidos de naproxeno e
celecoxibe, e com grupos alcoolicos de etofinila; e, adicionalmente, a presenca de forcas de
van der Walk, séo responsaveis pela grande miscibilidade vista entre este polimero e os
farmacos (ALBERS et al., 2011). Com cetononazol, o PVPVA promoveu o efeito “spring-
parachute” durante o ensaio de dissolucdo, sendo portanto responsavel pela inicial liberagcéo
controlada deste farmaco, seguida da sua precipitacdo (KANNAUJIA et al., 2011).

As diferencas e contribuices monoméricas do PVPVA tambémsao visualizadas neste
trabalho, uma vez que as DSs com PVPVA atingiram as maiores AUC.,4, € Cphax O que as

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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formulagdes contendo apenas o homopolimero PVP puro (PVP K-30 e PVP K-90). Neste
caso, a inclusdo do mondmero de VA no copolimero de PVPVA pode aumentar o
desempenho global de uma DS e diminuir a variabilidade na biodisponibilidade
significativamente devido a sua capacidade para inibir a cristalizacdo dos farmacos (KNOPP

etal., 2016).

A partir destes resultados, os sistemas de dispesdo com PVPVA foram os mais
eficazes na promocdo da supersaturacdo e inibicdo da recristalizacdo de PCZ e BNZ, desta
forma apenas estas DSs, eleitas como as de melhor performance de dissolugcdo, foram
investigadas quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas por DSC, IV, modelagem
molecular e avaliacdo preliminar da estabilidade fisica.

4.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial

A analise por DSC foi utilizada nesse estudo para verificar a forma dos farmacos
(amorfa ou cristalina) nas DSs com PVPVA, bem como para checar a miscibilidade entre
esses componentes. As curvas DSC dos farmacos e do PVPVA isolados, assim como das DSs
e das respectivas MFs nos seus niveis quantitativos maximo e minimo dos farmacos utilizados
nas DSs est&o apresentados na Figura 30.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 30 - Curvas DSC das dispersdes sdlidas (DSs) e das respectivas misturas-fisica (MFs) em func¢do do
aporte dos farmacos (PCZ e BNZ) nos sistemas. Setas indicam os eventos de fusdo dos farmacos nas amostras de

MF.
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Fonte: Autoria prépria.
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Na Figura 30, o comportamento cristalino dos farmacos é verificado pelo pico

caracteristico de fusdo de suas formas cristalinas: 169,81 °C para PCZ e 192,2 °C para BNZ.

Tal como comentado e mostrado anteriormente, a curva DSC do PCZ também apresenta um

primeiro pico de fusdo endotérmico pequeno em tomo de 135 °C referente a uma impureza

deste farmaco. O comportamento cristalino dos farmacos também foi visto na curva DSC da
MF de 40% de PCZ/BNZ (50:50) comPVPVA, exibindo um ponto de fusdo menor referente
a impureza do PCZ (seta a esquerda na respectiva curva DSC da Figura 30) e um ponto de

fusdo majoritario largo em torno de 154 °C (segunda seta da respectiva curva DSC da Figura
30) referente a fusdo da fase eutética PCZ/BNZ 50:50 (m/m %). Estes dois eventos sao vistos
de forma muito discreta, com menor intensidade, também na curva DSC da amostra da MF

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca

de Chagas. Tese de doutorado.
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com 10% PCZ/BNZ.

A curva DSC do PVPVA exibe um evento endotérmico largo entre 37 °C e 96 °C
(Figura 30) relacionado a evaporagdo da dgua residual. Este evento é comumente detectado
nas analises de DSC do PVPVA, uma vez que este € um polimero bastante higroscopico
(VAN DUONG, VAN DEN MOOTER, 2016). Este mesmo evento também foi encontrado
nas amostras de DS e MF, sugerindo-se que a agua presente no polimero é preveniente da
absorcdo de umidade do meio ambiente e ndo do processo de secagem do solvente organico
durante a preparacdo da DS. A Tg do PVPVA, que geralmente é apresentada emtomo de 101
°C (BASF, 2008), parece entdo ter sido sobreposta pelo evento de evaporagdo da dgua nas
curvas DSCdo PVPVA e detodasasamostrasde DS e MF.

Partindo desta observacdo, ndo é possivel confirmar estas DSs como sistemas de
solugdo sélida contendo somente uma fase. No entanto, estes resultados concordam com a
formacdo de ao menos dispersdo solida amorfa (DSA) de PCZ e BNZ em PVPVA, como
sugerido pelos resultados anteriores de microscopia de luz polarizada (Figura 26) e DRX
(Figura 27), que confirmam o limiar de concentracdo dos farmacos PCZ/BNZ (50:50) de até
30%, abaixo do qual PCZ e BNZ s&o no minimo amorfos em PVPVA. Assim, pode-se inferir
que as formulagdes de PVPVA com PCZ/BNZ (50:50) entre 10% e 30% sdo completamente
amorfas; portando proporcionando maior solubilidade aparente e taxa de dissolucdo para esta
combinagdo de farmacos com o polimero PVPVA nas amostras de DS, como evidenciado nos
resultados de dissolucdo invitro (Figura 28).

4.2 .4 BEspectrofotometria de Absorgdo na Regidodo Infravermelho

A espectrofotometria de absorcdo no IV foi utilizada para investigar as interagoes
fisico-quimicas entre o polimero e os farmacos em toda a faixa de 10% a 40% nas DSs e MFs.
Uma vez que as interagdes por meio de ligacdo de hidrogénio sdo majoritarias para
estabelecer sistemas de DSs (SUN, JU, LEE, 2012), os compostos contendo dadores de
hidrogénio podem interagir com polimeros contendo aceptores de hidrogénio ou vice-versa e,
se estas interagdes diferiremem forga, ocorrem mudancas na posicdo ou na forma das bandas
no espectro de 1V dos grupos funcionais envolvidos em interacdes especificas (KESTUR,
TAYLOR, 2010). Assim, é importante verificar a existéncia de interagdes intermoleculares
entre farmacos e polimeros, uma vez que estas podem afetar a taxa de dissolucéo do farmaco,
as propriedades fisicas e a estabilidade da DS (KARAVAS et al., 2007; KONNO, TAYLOR,

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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2006).

Os espectros de 1V dos farmacos, do polimero e dos sistemas estdo expostos na Figura
31. O espectro do PVPVA esta de acordo com as especificacBes descritas pela BASF (2008),
sendo as bandas a 1731, 1235 e 1020 cm'* diferenciaveis em relagio ao polimero PVP K-30.
Esta nolécula (Figura 31) tem apenas grupos aceptores de hidrogénio, incluindo o "C=0"
proveniente do estiramento da amida ciclica (lactama) do mondmero de PVP (em 1668 cmi')
e do grupo éster oriundo do mondmero de VA (em 1731 cm™), gerando uma dependéncia por
grupos quimicos dadores de hidrogénio a partir dos farmacos. A molécula de BNZ (Figura
31) tem um grupo aceptor de hidrogénio, o "C=0", que exibe estiramento em 1658 cm'*
(banda de amida I) e um grupo doador de hidrogénio correspondente ao "N-H" com vibragdo
de estiramento em 3270 cm™ (banda de amida Il). A molécula de PCZ (Figura 31) também
possui um grupo aceptor de hidrogénio, o "C=0", cujo estiramento ocorre em 1685 cm’™*,
além de um grupo dador de hidrogénio, o "O-H", mostrando estiramento em 3281 cm™.
Assim, as interagBes quimicas envolvendo estes componentes devem incluir estes grupos
quimicos.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 31 - Espectro de IV dos farmacos, carreador, DSs PVPVA-farmacos 10% a 40% e suas respectivas MFs.
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Fonte: Autoria prdpria.

As bandas vibracionais relacionadas com as possiveis ligacdes de hidrogénio

envolvendo os farmacos e polimero foram mantidas em todos os espectros de IV das DSs e

MFs em todos os niveis de concentra¢do dos farmacos, mostrando assim o envolvimento nédo

signficativo destes grupos quimicos por ligacdo de hidrogénio. Além disso, existe
predominancia das bandas de PVPVA nos espectros de IV das DSs e MFs, provavelmente

devido a maior quantidade de polimero presente nas amostras e a auséncia de interacéo

quimica.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca

de Chagas. Tese de doutorado.
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Como a presenca e a forga das interagbes intermoleculares séo verificadas pelas
mudancas nos espectros de 1V, pode-se inferir que néo ha interacdo molecular envolvendo os
farmacos PCZ e BNZ e o polimero PVPVA, apesar da existéncia de grupos aceptores de
hidrogénio na molécula do polimero e de grupos doadores e aceptores de hidrogénio em
ambos os farmacos.

A partir deste resultado e diante da conprovada formacéo de DSs amorfas na faixa de
10% a 30% de PCZ/BNZ por meio das técnicas de caracterizagdo anteriores, a ligacdo de
hidrogénio ndo mostrou ser significante para justificar a interacdo polimero-farmaco nestes
sistemas amorfos. Assim, outros tipos de interacdo existentes entre os componentes deste
sistema explicam a cristalizagdo tardia dos farmacos e a elevada AUC,. .4, Observada nos
ensaios de dissolugao in vitro.

Polimeros sem interagdo por ligacdo de hidrogénio também tém sido usados para
obtencdo de dispersdes sdlidas estaveis, nas quais as interagbes dispersivas (forgcas de Van der
Waak) e polares (polar ou dipolo-induzido) podem desempenhar um papel maior na
estabilidade de DSA (PAGE, MAURER, WYTTENBACH, 2016) e onde a ligacdo de
hidrogénio € apenas um dos fatores que determina a magnitude dos parametros de
solubilidade e estabilidade. Alémdisso, o PVPVA é umdos polimeros soliveis emagua mais
comuns para aplicacdes em DS, cujas estabilidades ndo sdo previsiveis e vem sendo
investigadas por meio da anélise dos espectros de 1V, Raman, entre outros (VAN DUONG,
VAN DEN MOOTER, 2016).

4.2.5 Modelagem molecular

Para elucidar as interagbes quimicas existentes nestes sistemas de DSs com PVPVA, a
andlise teorica foi realizada com a dispersdo contendo 10% dos farmacos na mesma
proporcdo experimental PCZ/BNZ 50:50 m/m %. O RMSD foi calculado para estimar a
estabilidade do sistema ao longo da simulacdo, assim o grafico de RMSD (Figura 32) mostra
que asimulacéo atinge um estado estavel emtorno dos 50.000 ps, mantendo-se em equilibrio
emtorno de 4.4 nmaté o final.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 32 - Gréfico de RMSD durante 200 ns (200.000 ps) de simulagdo computacional do sistema de DS
PVPVA-farmacos 10%, sendo PCZ/BNZ 50:50 (m/m %).
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Fonte: Autoria prépria.

Como mostrado anteriormente, a analise experimental pela espectroscopia de absorcdo
no 1V néo verificou a presenca de ligagbes de hidrogénio entre o polimero e os farmacos
(Figura 31) e a auséncia deste tipo de ligacdo também pode ser verificada pela anélise tedrica

de dindmica molecular (Figura 33).

Figura 33 - Nimero e meia vida médio das ligagBes de hidrogénio ao longo dos 200 ns de simulagdo do sistema
de DS PVPVA-farmacos 10%, sendo PCZ/BNZ 50:50 (m/m %).
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Fonte: Autoria prdpria.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Os resultados dos célculos de ligaces de hidrogénio da Figura 33 ndo apresentam
valores significativos, visto os valores reduzidos deste parametro tanto em numero quanto em
tempo de meia vida meédio (valores em tomo de 1.0). Este resultado levou a investigagdo em
tomo de possives interacdes eletrostaticas presentes no sistema, computadas através dos

métodos tedricos, como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de energia eletrostatica entre os farmacos e o polimero e entre os farmacos entre si no
sistema de DS PVPVA-farmacos 10%, sendo PCZ/BNZ 50:50 (m/m %)

Grupos Energia eletrostatica (Kcal.mol )
PCZ/BNZ- Polimero -3359.6
(PCZ-PVPVA + BNZ-PVPVA)

PCZ - BNZ -136.7
PCZ -PCZ 545.62
BNZ - BNZ -5.545

Fonte: Autoria propria.

Com base nos resultados da Tabela 4, a intera¢do dos dois farmacos com o polimero é
a que mais favorece o abaixamento da energia total do sistema (valores mais negativos),
tendendo mais a estabilidade do sistema. Assim, o elemento principal responsavel pelo
abaixamento da energia de interacdo eletrostatica do sistema é a interacdo eletrostética
PCZ/BNZ-polimero, a qual é 25 vezes mais negativa comparada aos dois farmacos entre si e
605 vezes maiks negativa que a interagdo do BNZ com ele mesmo (BNZ-BNZ). A
interpretacdo desses dados portanto sugere que mesmo diante da auséncia de ligagbes de
hidrogénio no sistema, ha uma maior tendéncia do PVPVA interagir preferencialmente com
PCZ e BNZ por meio de interacdo eletrostética, visto também sua maior propor¢do em
relacao aos farmacos.

Além disso, os sistemas simulados foram verificados visualmente (Figura 34),
notando-se assim que ao final da simulagdo de 200 ns os farmacos se mantiveram totalmente
envolvidos pela malha polimérica.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Figura 34 - Estagio inicial (A) e final (B) da simulagdo com o sistema de DS PVPVA-farmacos 10%, sendo
PCZ/BNZ 50:50 (m/m %).
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Fonte: Autoria prépria.

A ocorréncia das interacdes eletrostaticas polimero-farmacos levantadas por esta
anélise tedrica, bem como o estado final de envolvimento dos farmacos na malha polimérica,
também se aplicam as DS de PVPVA com os demais niveis quantitativos de farmacos (20%,
30%, 40%).

Outras experiéncias tem utilizado as ferramentas de predicéo in silico, como as obtidas
através do software Gaussian 09, para entender caracteristicas termodindmicas tais como a
Tg, tendéncia a cristalizacdo, intera¢Bes farmaco-polimero e estabilidade de outros sistemas
de dispersdes sélidas amorfas, a exemplo do ibuprofeno, naproxeno e PVP (BOGDANOVA
et al., 2005); celecozibe e PVP (GUPTA, BANSAL, 2005; GUPTA et al., 2005); felodipino,
PW e PEG (KARAVAS, GEORGARAKIS, 2007); derivados imidazolidinas e
PEG/polimeros de PVP (OLIVEIRA et al., 2010).

4.2.6 Estudo de estabilidade acelerado

A fim de avaliar as repercussdes do polimero PVPVA na manutencdo da forma
amorfa dos farmacos PCZ e BNZ, as amostras totalmente amorfas das DSs com este polimero
(10%, 20% e 30% dos farmacos) foram armazenadas em condigdes aceleradas de temperatura

e umidade e sua estabilidade foi monitorada através da ocorréncia de picos cristalinos dos

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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famacos por DRX. Os resultados da anélise por DRX sdo representados na Figura 35.

Figura 35 - Avaliagdo da estabilidade fisica por DRX das amostras de DS de PVPVA-PCZ/BNZ 10% a 30%
(50:50 m/m %), armazenadas em condicBes aceleradas em 30 dias e 60 dias.
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Fonte: Autoria propria.

A partir dos resultados da Figura 35, é notavel que tal condicdo de armazenamento
propiciou o inicio da cristalizacdo dos farmacos nas DSs, uma vez que o halo amorfo deu
lugar ao aparecimento de picos cristalinos dos farmacos ap6s 60 dias de estocagemsob + 40
°C e £ 75% UR. A DS com PVPVA-farmacos 30% foi mais propicia a esta tendéncia,
iniciando a cristalizacdo em menos tempo (30 dias). Segundo Guo, Shalaev, Smith (2013), em
condicbes de umidade elevada, algumas DSs polimérica amorfas podem perder sua
miscibilidade e formar fases amorfas separadas ricas em farmaco e ricas em polimero, seguida
pela cristalizacdo dos farmacos. Assim, a evidéncia de um processo de recristalizagdo numa
DS pode conduzir a reducdo na taxa de dissolucéo e, consequentemente, a biodisponibilidade
reduzida.

No entanto, o PVPVA é um polimero farmaceuticamente aceitavel, utilizado como
uma abordagem para superar problemas de instabilidade com farmacos amorfos e formar DS
misciveis, em oposicdo as misturas faseseparada de dois ou mais componentes
(SERAJUDDIN, 1999). De acordo com Rask et al. (2016), o PVPVA é melhor do que a PP
em termos de estabilidade fisica devido a diminuicdo global da higroscopicidade neste
polimero. Contudo, de acordo com os resultados supracitados, as condicbes de estresse de
temperatura e umidade utilizadas neste experimento mostraram ser prejudiciais para a
estabilidade da DS amorfa de PVPVA-PCZ/BNZ, tendendo a comprometer a melhoria na
solubilidade dos farmacos. Assim, este resultado preliminar indica que esta condicdo de
estabilidade deve ser considerada no ambito do desenvolvimento de uma forma farmacéutica

comestaDS.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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4.2.7 Ensaio de dissolucéo in vitro da disperséo solida de PVPVA contendo os farmacos
na propor¢ao eutética(PCZ/BNZ80:20,m/m%o)

Por fim, mediante os resultados apresentados neste trabalho, uma vez que as DSs de
PVPVA com 10% e 20% dos farmacos foram as DSs mais promissoras em termos de
incremento da solubilidade aparente dos farmacos, a proporcéo entre os farmacos PCZ e BNZ
foi alterada de 50:50 (mVm %) para 80:20 (m/m %) a fim de verificar o desempenho da
dissolucdo destas DSs utilizando a composicdo eutética dos farmacos (Figura 36). A razéo
para esta escolha leva em consideragdo a composicdo eutética 80:20 (m/m %) PCZ/BNZ
encontrada e discutida anteriormente, a qual também representa a dose farmacoldgica na qual
estes farmacos vém sendo utilizados/estudados separadamente no tratamento da doencga de
Chagas.

Figura 36 - Perfil de dissolucdo in vitro dos farmacos cristalinos e das DSs PVP VA -farmacos nas concentracdes
10% e 20%, sendo a proporcdo entre farmacos PCZ e BNZ 80:20 (m/m %), respectivamente.
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Fonte: Autoria prépria.

Como mostrado na Figura 36, as tendéncias dos eventos de supersaturagdo e
recristalizacdo dos farmacos foram mantidas para a DS com PVPVA na proporg¢do PCZ/BNZ
80:20 (m/m %). Estes eventos foram confirmados considerando o perfil de dissolugdo do PCZ
(& esquerda da Figura 36), ao contrario do perfil de dissolugdo de BNZ (a direita da Figura
36). A diferenca verificada no comportamento na dissolucdo do BNZ justifica-se pela
adequacdo da dose deste farmaco utilizada na DS. Neste caso, como a dose de BNZ foi
reduzida de 16 mg para 4 mg a fim de manter a proporgdo 80:20 entre os farmacos na DS

(sendo 16 mg de PCZ e 4 mg de BNZ), o SI do BNZ aumentou de 0,07 para 0,28, passando a

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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sua dissolugdo de uma condigdo non-sink para sink tomando-a, portanto, incapaz de
evidenciar os eventos de supersaturacéo e recristalizacdo do BNZ inicialmente amorfo no
sistema.

De acordo com os perfis de dissolucdo da Figura 36, verificou-se também uma estreita
similaridade entre as DSs de PVPVA com 10% e 20% PCZ/BNZ (80:20), visualizada
também pela proximidade entre os valores de AUC.,, 1. [6565,42 (+ 5,02) para DS com 10%
e 6701,97 (x 7,57) para20%] considerandoa quantificacdodo PCZ.

A partir destes resultados, a supersaturacdo provocada pela DS com PVPVA
comprovou sua eficicia na promogdo da supersaturacdo e inibicdo da recristalizagdo de PCZ e
BNZ, também utilizando uma outra proporcdo entre os farmacos, a composicao eutética.
Deste modo, o presente sistema disperso apresenta-se como uma grande oportunidade para
atingir a dose terapéutica 6tima dos farmacos para o tratamento das fases aguda e crdnica da
doencade Chagas.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho obteve sistemas farmacéuticos dispersos na forma de mistura
eutética, solucdo sélida amorfa e dispersdes sélidas poliméricas contendo os farmacos
posaconazol (PCZ) e benmidazol (BNZ), os quais demostraram incremento significativo da
solubilidade aparente e da taxa de dissolucdo dos farmacos, consistindo portanto de sistemas
dispersos promissores enquanto candidatos a terapia anti-chagasica.

O sistema de mistura eutetica farmaco-farmaco obtido foi revelado por possuir uma
composicdo eutética proxima a dose farmacologica dos farmacos PCZ e BNZ
utilizados/estudados isoladamente na terapia anti-chagasica. Além disso, este sistema provou
sua autenticidade por meio da apresentacédo de um tipico diagrama de fases caracteristico,
com estrutura cristalina semelhante aos farmacos de origem, auséncia de fortes interagdes
quimicas entre eles e, principalmente, por revelar uma microestrutura cristalina lamelar
alternada PCZ/BNZ, provavelmente mantidapor fracas interages eletrostaticas.

A solucdo sélida farmaco-farmaco teve sua natureza amorfa comprovada exatamente
na composicdo mais proxima da "composicao eutética”, seguida poruma inesperada mudanca
de coloracdo no po final, a qual foi atribuida a presenca majoritaria de interacdes do tipo «-
stacking, sugeridapor meio da modelagemmolecular.

Dentre as dispersdes solidas polimero-farmaco-farmaco avaliadas, os sistemas obtidos
como co-polimero PVPVA obtiveramas maiores taxas de dissolucdo e solubilidade aparente
de PCZ e BNZ, cujos componentes estdo comprovadamente no estado amorfo. Este resultado
encontra-se pautado na importante contribuicdo dos monémeros hidrofobicos e hidrofilicos do
PWPVA, estando os componentes desta DS provavelmente mantidos por interacdo
eletrostética.

Comparando-se os trés sistemas dispersos contendo os anti-chagésicos PCZ e BNZ
oriundos deste trabalho, a DS com PVPVA promoveu as maiores taxas de dissolucéo e
solubilidade aparente dos farmacos, sendo este, portanto, o sistema mais prospero na
promocao da solubilidade dos farmacos poucosolUveis emagua.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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6 PERSPECTIVAS

e Realizar ensaios de atividade tripanocida in vivo com todos os sistemas dispersos
obtidos, a fim de avaliar a acdo anti-chagasica em modelos agudos e crdnicos da
doenca;

e Realizar estudo de farmacocinética para avaliacdo do perfil in vivo alcancado pelos

sistemas dispersos.

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Benzmodazole (BNZ) the only commnerciaticed antichagasic drug. and the sntifungal compound
posaconazole (PCZ) have shown synergstic action in the thwerapy of Chagas disease, however both
active pharmaceutical ingrechents [AP1s) exhibit low aquevus solubility potentially limiteg their
dlowvaiability and therapeutic efficacy. In this paper, we report oo the first time the Sormation of a
eutectic mixture as well s an amorpbous solid salution of PCZ and BNZ (2 the same characienistic ratio
of S020wrX), which provided enhanced solubility and dissodzion rate for both APls. This eutectic
syxoem was characterized by DSC and the melting points obtained were ysaxd for the comstruction of a
phase diagram. The peeservation of the chacacieristic PXRD patterns and the IR spectra of the parent AFfs,
and the visualizaton of & characteristic eutectic aimellar crystalline microstructure wsmg Confocsl
Raman Microscopy coofirm this system as 3 true eutectic mixture. The PXRD result a0 coofirms the
amorphous patuce of the prepared solid solution, Theoretical chemical analyses indicate the
predominance of w-stacking interactions o the amorpbous solid solution, whereas an elecrostans
imteraction between the APty ix respoosible Sor maintaining the aternating amellr crystalline
micrestracture in the eutectic mixtere. Both the eutectic mixtare and the amorphous solid sodution
happen (o bave a characieristc IKZ 1o BNZ ratso senilar to that of ther pbarmacolopical doses for treating
Chagas disease, thus providing 2 unigee therapewtic combination dose with enhanced apparent
solubility and dissolution rate

© 2017 Elsewvier BY. All nghts resesved.

1. Introduction

teeatment period is over, 30-50 days in the acute phase and more
than 5 months in the chrenic phase. The long duration of treatment

Chagas disease or American trypanosomiasis is a zoonotic ardd the serious side effects associated with the use of SN2 have

infectious disease caused by the protozaan flageilate Trypancsoma
crudi (Chagas, 1909) The current therapy for Chagas disease relies
on the active pharmaceutical ingredient (AP1) with antiprotozoal
activity benznidazole (BNZ) (DNDs, 2016},

During the acute phase of the disease. BNZ can promote healing
in approximately 100X of children and 60% of adults {De Andrade
et al, 1996) Howewver, in the chromic phase, when irmeversible
damages to the heart, esophagus and colon have occurred, there is
no satisfactory treatment (Sosa-Estara et al., 2004}, Typically, the

* Comesponding Juchor
Eomal sddeeis: it ulpedpnailocm (ME, de La Roca Soen )
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reduced patient compilance and caused temporary discontinua-
Tan in many cases

BNZ is a peorty soluble AP (solubility in water: 0.4 mg/mL)
(Kasim ¢t al, 2004) available only in a tabiet dosage form of
100 mg for adults and 125 mg for children and newbarn [DNDi,
2017) which has low and variable oral beoavailability {Maosgoeira
et al., 2015 Thus, it is observed that the activity of this APl is
limited by its low solubdlity in water and the use of 2 suitable
pharmaceutical system to enhance the apparent sclubility and
dissolution rate of the APl would be highly desirable. The increased
bicavailability of this molecule should aflow the APl 1o achicve
optimal concentrations a1 therapeutic  tangets with  greater
expusure in the affected tissue, thereby also decreasing the

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.
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Fosaconamo e (PCZ2) and besenidazode (BNZ) are koown 1o show synergetic effect In reatiog e acuie and
chirorde phooes of Chages docase, 2 roglocted parmitic divesse. However, @ both cormpournads ace poarly waeer
solubie, the development of amorphous wikd dsperdons (ASDs) of o PCZ/ANT flxed Sose comdination s a
water solude polymer Secomes an attractive opeian 10 ncrese teir apparent solobiicy aod dssoletion Tate,
potestady ieproviey their seal bicavailability. The mitial approsch was to explore selvent evaporated sold
dispercion (S0} sysems %or a PCL/BNZ 50050 (with] combanation at several total drug Joading ewels (from SD
wxﬁ 10 \‘n 50 drug Joadizg) in watesaokeble casrien, including polyvinylpyreclidore (PVP K-30) and v

vl scetate I {(PVIVA 64). Zord on comparisca of non-ank in vitto &noktice:
p«wmmm ASD r_mtms tosed on FYPVA was Mentified as the mos effective cartier for a 5050 (ww %)
Exed-dose combmation of PCL/BNE 10 their app ulelity and dsab, sate, oulcly o 10%
drug loading, which shows more expressive vadues of ares under the (urve {ALC) (733604 = 377 minyl.ml.
for PCZ and 1579602 = 7.29minyl/rl for BNZ) Parder charactersixion with polared microscopy,
powder Xoray diffraction, and thereal malyvis sevends that there exots 3 theeshold deuy loadieyg Jevel at sbout
s PGJII\'? bebu which ASD; are obeaired and atove which a cermain degree of cryssalinity tends 9 resul.
™ Jysis sevenls the lack of bydrogen boralieg § B the drogs
(I(‘J-nl&\l‘un..!rmymd'\hkndu&w i is avo corf | througs mcdocalar dyseenics xi-
muciors. The molecsiar modeling resuls further show Box even In the absence of meanhgful dydrogen
bondng iotesactions, there is & greater tendescy fur IVIVA W interact preferentially wad IX2 arad SNZ throgh
ATt irperactions thereby contridating vo the stabiicy of e sysiem. This, the present 51 system has the
advarsage of preseccing a fived dese combioasion of Two synerglstic ucdngaut apents PCE and BNZ togethes
= armorphows foom stalelaed 0t the PVPVA matsis with esh ially irmproving theis
bicorwailabiity ard therapeutic activity in treating Chagans disease

1. Introduction

acete phase of the disease (De Andrade et al,, 1996), but its serious side
effects have reduced p compli 10 weatzent and caused tem.

Chagas diarase or American trypasosomizsss i 3 neglected disease,
which is coumed by the parasite Tnpowsmoma crm (7. crasl) affecting
about 6 1o 7 millon people worldwide =ostly in Latis America. The
current therapy for the Chagas disease has Seen relying oo the anti-
protosoal drug denznidexole (BNZ), the only comesercially avalable
medicse sipplind by the Per u Stxe Pharmaceutical Laboratory
(LAFEPE) of Brazil (DNDI, 2016). This drug & effective oaly during the
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porary éiscontinuation of trestment in many cases (D Silva et al,
2012). In addition, BNZ is yoorly watersoluble drug with an agueous
solubdiity of 0.4 mg/ml (Kasim et al, 2004) and 2 variable oral bioe-
vailability. Thus, the development of 3 sitable pharmaceutical system
1o enhance the apparent solubility sed dissolution raze of the drug
becomes highly desirable in providing more effective therapy. The in-
creaved bioavailability shoudd allow this drug 1o achieve more optimal

FIGUEIREDO, C. B. M. Obtencio de sistemas dispersos para tratamento da doenca
de Chagas. Tese de doutorado.



