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RESUMO

Apesar de ndo ser o farmaco ideal, devido a sua toxicidade, além da baixa solubilidade
em agua, o benznidazol (BNZ) ¢ atualmente o fairmaco de escolha para o tratamento da
doenga de Chagas. O conhecimento aprofundado sobre o farmaco e técnicas capazes de
melhorar a velocidade de dissolug¢do terd como conseqliéncia um aumento na
biodisponibilidade oral e possivel diminui¢do da toxicidade do farmaco, disponibilizando a
populacdo um medicamento mais seguro e eficaz no tratamento da doenga. O uso de
dispersdes solidas (DS) e complexos de inclusdo (CI) contendo carreadores soluveis em dgua
para aumentar a velocidade de dissolucdo, tem sido uma tendéncia atual entre pesquisadores
na area da tecnologia farmacéutica. Neste trabalho, foram desenvolvidos sistemas de
dispersdes solidas e complexos de inclusdo, que foram posteriormente caracterizados através
de técnicas analiticas como Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), espectroscopia de
Infra Vermelho (IV), anélise térmica por calorimetria diferencial exploratoria (DSC), difragao
de raio-x (R-x) e testes de dissolugdo in vitro. Além destas caracterizagdes, foi desenvolvido e
validado o método de dissolucdo, o qual demonstrou ser adequado ao uso pretendido,
conforme ¢ preconizado pelos o6rgdos regulatorios. O incremento na taxa de dissolucdo do
BNZ foi significativa nos sistemas sélidos obtidos (DS e CI), e as analises para caracterizagao
(MEV, IV, DSC, R-x) confirmaram a influéncia dos polimeros hidrofilicos e da ciclodextrina
para o incremento de solubilidade do BNZ. Diante dos resultados obtidos pode-se concluir
que os produtos obtidos utilizando DS e CI constitui-se numa alternativa rapida e de baixo

custo para vetorizacdo do BNZ por meio de uma forma farmacéutica sélida de uso oral.

Palavras-chave: Benznidazol, dispersdes soélidas, polimeros, complexos de inclusdo,

ciclodextrinas, dissolugao.
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ABSTRACT

Although not to be the ideal drug, due to its toxicity, beyond low water solubility,
benznidazole (BNZ) is currently the choice drug for the treatment of the Chagas disease. The
knowledge deepened on the drug and techniques capable to improve the dissolution speed,
will have as consequence an increase in the oral bioavailability and possible reduction of drug
toxicity, offering to the population a safer and efficient medicine in the treatment of the
illness. The use of solid dispersions (SD) and inclusion complexes (IC) contend soluble
carriers in water to increase the dissolution speed, has been a current trend between
researchers in area of pharmaceutical technology. In this work, solid dispersions and inclusion
complexes systems were developed, that later had been characterized through analytical
techniques as Scanning Electronic Microscopy (SEM), Infra Red spectroscopy (IR),
Differential Scanning Calorimetry (DSC), X-Ray Diffraction (R-x) and tests of dissolution in
vitro. Beyond these characterizations, it was developed and validated the dissolution method,
which demonstrated to be adjusted to the intended use, as it is praised by the regulatory
agencies. The increment in dissolution rate of BNZ was significant in the gotten solid systems
(SD and IC), and the analyses for characterization (SEM, IR, DSC, R-x) had confirmed the
influence of hydrophilic polymers and the cyclodextrine for the increment of BNZ solubility.
Ahead of the gotten results it can be concluded that the gotten products using SD and IC
consist in a fast alternative and of low cost for vectorization of BNZ by means of a solid

pharmaceutical form of oral use.

Key-words: Benznidazole, solid dispersions, polymers, inclusion complexes, cyclodextrines,

dissolution.
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1 INTRODUCAO

A tripanossomiase humana sul-americana ou doenca de Chagas ¢ uma doenca
negligenciada. Estima-se que a prevaléncia global da doenga de Chagas seja de 9,8 milhdes de
pessoas infectadas. A batalha contra esta doenga, resultado da infeccdo pelo Trypanosoma
cruzi, ja obteve &xitos na interrup¢do da transmissdo vetorial e transfusional da doenga na
maioria dos paises endémicos, contudo, estas 9,8 milhdes de pessoas infectadas ainda nao
dispdem de um tratamento medicamentoso adequado (SCHOFIELD; JANNIN;
SALVATELLA, 2006).

O sucesso no desenvolvimento de novos farmacos requer ndo apenas estudos de
otimizagdo das interagdes ligante-receptor, como também ¢ preciso que o farmaco atinja seu
alvo. Para que a absor¢do do farmaco ocorra é necessario que as suas moléculas estejam em
solugdo no local de absor¢do. A dissolucdo da forma farmacéutica solida nos fluidos
gastrintestinais ¢ um pré-requisito para que ocorra a absorcdo seguida da distribui¢do do
farmaco para a circulagdo sist€émica. A dissolucdo depende em parte da solubilidade do
farmaco no meio que o rodeia (LACHMAM, LIEBARMAN, KANIG, 2001).

Atualmente, entre 35 a 40% de todas as novas entidades quimicas sofrem com pouca
solubilidade em d4gua e subseqiientes problemas para alcancar niveis sanguineos
terapeuticamente relevantes. Assim, o aumento da solubilidade, da taxa de dissolucdo e da
biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis ¢ um dos mais desafiantes aspectos no
desenvolvimento moderno de medicamentos (MOOTER et al., 2006; RATHBONE,
HADGRAFT, ROBERTS, 2003).

Portanto, hd uma urgente necessidade de se encontrar solu¢des para a formulagdo
desses farmacos pouco soluveis. Estas novas técnicas de formulacdo devem  ser,

preferencialmente, aplicadas para qualquer farmaco pouco soluvel, independente de sua



estrutura quimica e dimensao molecular espacial (RATHBONE, HADGRAFT, ROBERTS,
2003).

Virias técnicas tém sido usadas para melhorar a solubilidade e a taxa de dissolucdo de
farmacos pouco soluveis em agua. Estas incluem a formulagdo com formas amorfas sélidas,
nanoparticulas, microemulsdes, dispersao solida (DS), extrusdo por fusdo, formagao de sal e
formagao de complexos soltiveis em adgua. Por estas técnicas tenta-se aumentar a solubilidade
aparente de compostos lipofilicos sem diminuir a otimizagdo de seu potencial (LOFTSSON,
HREINSDOTTIR, MASSON, 2005).

O termo DS tem sido utilizado para descrever um grupo de produtos farmacéuticos
nos quais o farmaco esta disperso em um carreador biologicamente indécuo, geralmente com o
objetivo de melhorar a sua biodisponibilidade no trato gastrintestinal. Estes sistemas
geralmente sdo obtidos pela conversdo da mistura farmaco/veiculo no estado fluido para o
estado solido (CHIOU e RIEGELMAN, 1971; CORRIGAN, et al., 1979).

Na DS, os polimeros hidrofilicos que tém sido largamente empregados como
carreadores sdo polivinilpirrolidona (PVP) e polietilenoglicol (PEG) devido ao seu baixo
custo e alta solubilidade em 4gua (TANTISHAIYAKUL, KAEWNOPPART,
INGKATAWORNWONG, 1999; FRANCO, et al., 2001; VERHEYEN, et al., 2002).

As ciclodextrinas (CD’s) sdo oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de D-
glicose, onde a presenca das hidroxilas livres na parte externa das (CD’s) confere a essas
moléculas um carater hidrofilico. Esse arranjo estrutural das moléculas de glicose nas CD’s
possibilita a utilizagdo desses compostos como hospedeiros na formagdo de complexos de
inclusdo. A presenca de uma cavidade hidrofobica e de grupos hidroxilas livres na parte
externa da molécula permite a “dissolucdo” em meio aquoso de compostos (hospedes) de
baixa solubilidade. Esse aspecto molecular tem possibilitado a utilizacio de CD’s em

diferentes areas da ciéncia e tecnologia, sendo o principal dominio de aplicagdo a industria



farmacéutica, em fun¢do da possibilidade de obtencdo de novos farmacos com propriedades
fisicas e quimicas diferentes e o mesmo principio ativo (BRITTO, JUNIOR, SANTOS, 2004).
A principal vantagem do uso de polimeros hidrossoliveis como carreadores ¢ a

auséncia de toxicidade e aplicabilidade para a maioria dos farmacos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Melhorar a solubilidade, a taxa e velocidade de dissolucdo e a biodisponibilidade oral

do Benznidazol.

2.2 Objetivos Especificos

o Preparagdo das misturas fisicas, dispersdes sélidas e complexos de inclusao;

o Caracterizacdo do Benznidazol, das misturas fisicas, dispersdes solidas e dos
complexos de inclusdo;

° Avaliagdo da taxa e velocidade de dissolugdo do Benznidazol, nas misturas fisicas, nas
dispersdes solidas e nos complexos de inclusao;

o Desenvolvimento da metodologia de dissolu¢dao de benznidazol comprimidos;

° Analise estatistica dos dados.
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3.1 Artigo 1. Technologies alternatives to improve solubility of poorly water
soluble drugs

Adley Antonini Neves de Lima', José¢ Lamartine Soares Sobrinho', Roberto Antonio

Cavadinha Corréa Jﬁniorl, Pedro José Rolim Neto!”

ABSTRACT
Key words: Solid dispersion, polymers, inclusion complexes, cyclodextrins, solubility.

The solubility behaviour of drugs remains one of the most challenging aspects in
formulation development. Solid dispersions and inclusion complexes are two of the most
promising strategies to improve the oral bioavailability of poorly water soluble drugs. By
reducing drug particle size to the absolute minimum, and hence improving drug wettability,
bioavailability may be significantly improved. The basis for this popularity from a
pharmaceutical standpoint, is the ability of these materials to interact with poorly water-
soluble drugs and drug candidates resulting in an increase in their apparent water solubility.
This review is intended to give a general background to the use of cyclodextrins and solid

dispersions as technologies alternatives in the study of drug solubilization.

RESUMO

Palavras chave: Dispersao solida, polimeros, complexos de inclusdo, ciclodextrinas,
solubilidade.

O comportamento da solubilidade das drogas permanece sendo um dos aspectos mais
desafiantes no desenvolvimento de formulagdo. As dispersdes solidas e os complexos de

inclusdo sao duas das estratégias mais promissoras para melhorar a biodisponibilidade oral de



farmacos pouco soluveis em agua. Reduzindo o tamanho de particula da droga ao minimo
absoluto, ¢ melhorando a molhabilidade da droga, a biodisponibilidade pode ser
significativamente melhorada. A base para a popularidade destes sistemas do ponto de vista
farmacéutico, ¢ a habilidade destes materiais de interagir com farmacos pouco soliveis em
agua e candidatos a farmacos tendo por resultado um aumento em sua solubilidade em agua
aparente. Esta revisdo objetiva dar uma visdo a fundo do uso das ciclodextrinas e de

dispersdes solidas como alternativas das tecnologias no estudo de solubilizagdo de drogas.

INTRODUCAO

A administragdo oral é a maneira mais facil e simples de administrar medicamentos .
Devido a maior estabilidade, menor volume, dose exata e facil produgdo, as formas
farmacéuticas solidas tém muitas vantagens sobre outros tipos de formas farmacéuticas orais.
Conseqiientemente, a maioria das novas entidades quimicas sob desenvolvimento nos dias
atuais ¢ pretendida a serem usadas como formas farmacéuticas solidas que originam uma
concentragdo in vivo no plasma eficaz e reprodutivel apés administracio oral. **. De fato,
muitos farmacos que sdo drogas pouco soliveis em agua, ndo sdo bem absorvidos apos
administracdo oral *” o que pode diminuir a eficicia inerente da droga *"*. O incremento da
biodisponibilidade oral de farmacos pouco soliveis em agua constitui um dos aspectos mais
desafiantes no desenvolvimento de farmacos. Embora a formacdo de sal, solubilizagdo e
reducdo do tamanho de particula sejam usados geralmente para aumentar a taxa de dissolucao
e absorcdo oral e biodisponibilidade de algumas drogas, ha algumas limitagdes praticas destas
técnicas.

Viarias técnicas tém sido usadas para melhorar a solubilidade/taxa de dissolugdo de
farmacos pouco soluveis em dgua, dentre estas, as disperses solidas e os complexos de

inclusao com ciclodextrinas sdo as mais utilizadas. O principal objetivo deste trabalho foi
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mostrar a possibilidade de melhorar a solubilidade e taxa de dissolu¢ao destes farmacos
através destas técnicas.

DISPERSOES SOLIDAS

O termo dispersdes solidas (DS) tem sido utilizado para descrever uma familia de formas
farmacéuticas onde o farmaco ¢ disperso em uma matriz bioldgica inerte, geralmente com o
proposito de aumentar a biodisponibilidade oral'®. Em 1961, Sekiguchi e Obi desenvolveram
um método pratico que pudesse superar muitas das limitagdes com o aumento da
biodisponibilidade de farmacos pouco soliveis em agua. Este método, que mais tarde foi
denominado dispersdo solida'?, envolveu a formagdo de misturas eutéticas de farmacos com
carreadores soluveis em agua pela fusdo de suas misturas fisicas. Sekiguchi e Obi sugeriram
que o farmaco estava presente em uma mistura eutética em um estado micocristalino'’. Mais
tarde, Goldberg et al, 1966, demonstrou que todo farmaco em uma dispersao solida nao deve
necessariamente estar presente em um estado microcristalino; uma certa fracdo da droga deve
estar dispersa de forma molecular em uma matriz, desse modo formando uma solucao solida.
Em qualquer caso, uma vez que a dispersdo solida foi exposta em meio aquoso e o carreador
dissolvido, a droga foi liberada como particulas coloidais muito finas'*. Por causa da 4rea de
superficie extremamente aumentada, foi constatada a elevagcdo da taxa de dissolugdo e
biodisponibilidade de farmacos pouco soliveis em agua. Logo apds os experimentos de
Sekiguchi and Obi, tinham sido usados preferencialmente misturas eutéticas e solugdes
solidas contendo dispersdes moleculares por Levy (1963), precedido por Kaning (1964)'*">-1¢.
Um dos principais fatores que impediam sua comercializagdo eram o alto custo da tecnologia
de obtencdo e a instabilidade de formas amorfas produzidas pelas DS. Contudo com a redugao
no preco e melhorias nas tecnologias de obtengdo de DS tornaram possivel seu uso comercial
e estudos com aparéncia de formulacdes comerciais como as DS de griseofulvina em

polietileno. Uma destas melhorias foi o uso de polivinilpirrolidona (PVP) e polietilenoglicol
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(PEG) como carreadores, conseqiientemente eles sao polimeros de baixo custo e favoreceram
a formagao de sais amorfos de Rosiglitazona, que foi uma vantagem na estabilidade da DS em
condi¢des de umidade por longo periodo de tempo. E evidente que a escolha do polimero ou
substancia para a preparacao das dispersoes solidas (além da natureza da droga) ird determinar
as dinamicas de dissolugdo. Assim a associa¢do do polimero hidrofilico com farmacos pouco
soluveis em 4dgua determinard aumento de solubilidade e conseqlientemente dissolugao;
Farmacos soluveis em 4gua com polimeros pouco soliveis ou insoluveis em agua
determinariio uma liberagio retardada'’.

O aumento na taxa de dissolucdo e solubilidade providos pelas dispersdes solidas podem ser

explicados pelo mecanismo descrito na equagdo de Noyes—Whitney '*'*:

dM = AD(Cs-Ct)
dr h

onde dM/dt ¢ a razdo de dissolucao, A ¢ a area de superficie especifica particular da droga, D
¢ o coeficiente de difusdo, / is a espessura da camada de difusdo, Cs ¢ a solubilidade de
saturagdo, e Ct ¢ a concentracdo da droga no tempo t.

Como ja existem diferentes expressdes'’ para avaliar o modelo carreador-dissolugdo
controlada da droga, seria claramente desejavel derivar uma expressdo na qual o mecanismo
de liberagdo da particula intacta poderia ser descrito. E esbogada abaixo uma base sugerida
para tal andlise. Esta abordagem foi desenvolvida na idéia do polimero sé6lido rescindindo

uma distancia na qual uma unica particula ¢ liberada, como indicado na Figura 1.
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Fig. 1. Representacdo esquemadtica da estrutura de dispersdes solidas com referéncia ao
modelo derivado para dissolugdo controlada de drogas'®.
Vantagens das dispersdes sdlidas sobre outras estratégias para melhorar a
biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis em agua

Melhoria na biodisponibilidade da droga pela mudancga de sua solubilidade em dgua

. , N - 202122
foi possivel por alteragdes quimicas ou de formulagao “ .

Alteragdes quimicas para melhorar a biodisponibilidade sem mudar o alvo ativo
podem ser conseguidas pela formacdo de sal ou pela incorporagdo de grupos polares ou
ionizdveis na estrutura principal da droga, resultando na formag¢do de uma pré-droga.
Dispersoes solidas aparentam ser a melhor modificacdo para melhorar a solubilidade entre
estas técnicas, devido a sua facilidade de obtencdo e maior aplicabilidade. Por exemplo, a
formacdo de sal pode ser usada para drogas fracamente acidas ou bésicas e ndo para neutras .
Além disso, ¢ comum que a formacdo de sal ndo consiga uma melhor biodisponibilidade por
causa de sua conversdo in vivo em forma acida ou basica >,

Otimizagao de formulagdo incluem técnicas de solubilizagao e redug¢ao do tamanho de

particulas, e as dispersdes solidas estdo entre elas. As dispersdes solidas sdo mais aceitaveis
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aos pacientes do que produtos de solubilizagdo, desde que originem formas farmacéuticas
solidas orais ao invés de liquidas, como os produtos de solubilizagio geralmente fazem ***.
Trituragdo ou micronizagdo para redu¢do do tamanho de particula sdo executados geralmente
como alternativa para melhorar a solubilidade, com base no aumento da area de superficie "'°.
Dispersdes solidas sdo mais eficientes que outras técnicas de reducdo de tamanho de
particulas, desde que as ultimas tenham um limite de reducdo de tamanho de particula em
torno de 2-5 mm que freqlientemente ndo ¢ suficiente para melhorar consideravelmente a

solubilidade da droga ou a liberacdo da droga no intestino '=*%

e, conseqiientemente,
melhorar sua biodisponibilidade ****%*. Além disso, pos solidos que tem tamanho de particula
pequeno possuem propriedades mecanicas deficientes, como baixo fluxo e elevada adesdo, e
sdo extremamente dificeis de segurar ***°,
Desvantagens das dispersdes sélidas

Apesar da extensiva pesquisa com dispersdes sélidas, ndo sdo usadas amplamente em
produtos comerciais, principalmente porque ha a possibilidade de durante o processo (esforgo
mecanico) ou 0 armazenamento (estresse por temperatura ¢ umidade) o estado amorfo passar
para o estado cristalino”’*****°. O efeito da umidade no armazenamento e estabilidade de
farmacos amorfos tem interesse significativo, porque pode aumentar a mobilidade da droga e
promover sua cristaliza¢do > '~***. Outros fatores que limitam o sucesso desta tecnologia esta
na natureza do carreador, que sdo: o tamanho da cadeia polimérica e a relacdo da razdo com o
farmaco na dispersdo’'~*.
Foi demonstrado com o polivinilpirrolidona (PVP) que o tamanho da cadeia age
negativamente no seu sucesso, além disso, o aumento da viscosidade do polimero diminui

tanto o processo de dissolucio quanto a taxa de liberagio *>°°. O PVP mais usado em

dispersdes solidas ¢ o PVP K-30 pelas suas caracteristicas melhores que outras variagdes

33,37,38
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PROCESSO DE FABRICACAO
Método de evaporacio do solvente
O método de evaporagdo do solvente consiste da solubilizacdo da droga e carreador

” - 40,41
em um solvente volatil que depois é evaporado®**

. Neste método, a decomposi¢ao térmica
das drogas ou carreadores pode ser prevenida, desde que a evaporagdo no solvente organico

- 42
ocorra a baixa temperatura .

Um processo basico de dispersoes solidas deste tipo consiste em dissolver a droga e o

1 21,24,25 27,43

polimero carreador em um solvente comum como o etano , cloroformio ou uma

mistura de etanol e diclorometano™. Normalmente, os filmes resultantes sdo pulverizados e
tamisados®!**+>4,

Van Drooge et al.” preparou uma alternativa de dispersio sélida por atomizagio

(spraying) em solu¢do de povidona e diazepam em nitrogénio liquido, formando uma
suspensao que foi entdo liofilizada. O processo basico de liofilizagao (freeze-drying) consiste
em dissolver a droga e carreador em um solvente comum, que ¢ imerso em nitrogénio liquido
até total congelamento.
Outro processo comum ¢ o método de co-precipitacdo, no qual um co-solvente ¢ adicionado
lentamente na solugdo do farmaco com o carreador, sob constante agitacdo. No momento da
adicdo do co-solvente, o farmaco e o carreador sdo co-precipitados para formar
microparticulas. Ao final, a suspensdo resultante de microparticulas ¢ filtrada e seca®’.

Spin-coated films ¢ um novo processo para preparar dispersdes soélidas pelo método de
evaporagdo do solvente, que consiste em dissolver o firmaco e o carreador em um solvente
comum que é adicionado lentamente em um substrato limpo sob alta agitacio®®. O solvente é
evaporado durante a rotagdo. Este processo ¢ indicado para drogas sensiveis a umidade desde

. - 4 A e ~
que realizado sob condigdes secas™. O uso de solventes organicos, o alto custo de preparagio

e as dificuldades em remover completamente o solvente sdo algumas das desvantagens com
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os métodos de evaporagdo por solvente”*”. Além disso, ¢ também possivel que rapidas
alteracdes nas condigdes usadas para a evaporacdo do solvente possam gerar mudancas
grandes no rendimento do produto®.
Método de fusao

Sekiguchi et al. foram os primeiros a usar o método de fusdo que consiste em fundir a
droga junto com o carreador seguido de congelamento e pulverizagdo para obter o produto.
No processo de fusdo, a mobilidade molecular do carreador ¢ alta o bastante para mudar a
incorporagdo da droga’. A adapta¢io comum a fase de fusdo consiste em suspender o ativo
em um carreador previamente fundido, em vez de usar os dois num estado fundido, reduzindo

6,50,51

assim, a temperatura do processo . Para resfriar e solidificar a mistura fundida, varios

13,27

processos como agitagdo em banho de gelo , espalhamento em camada fina de aco

inoxidavel seguido de esbogo frio'?, solidificagio em placas de petri a temperatura ambiente

51, 52

dentro de dessecador , espalhamento em placas colocadas sob gelo seco’, imersio em

. A e ;. 4 , .
nitrogénio liquido™ ou estocado em dessecador® foram usados. Apds resfriamento, a

3235 Entretanto, o uso de altas

mistura deve ser pulverizada visando sua manipulacio
temperaturas, ¢ o fato de varias drogas poderem ser degradadas pelo processo de fusdo, pode
ser uma limitacdo deste método™.
CARACTERIZACAO DAS DISPERSOES SOLIDAS

Os métodos que tém sido utilizados para caracterizar dispersdes solidas sdo

demonstrados na Tabela 1. Entre eles, os mais importantes sdo os métodos termoanaliticos,

difragdo de raio-x, espectroscopia de Infra Vermelho e estudos de dissolugio dos farmacos®.
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Tabela 1 Métodos de caracterizagdo de dispersdes solidas

M¢étodos Microscopicos — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)
M¢étodosTermoanaliticos: Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Métodos espectroscopicos: Espectroscopia no Infra Vermelho
Difracao de raio-x
Testes de dissolucao

Métodos termoanaliticos

Incluem todo o exame das caracteristicas dos sistemas em funcdo da temperatura.
Entre estes, a calorimetria diferencial de varredura (DSC) ¢ o método mais empregado. O
DSC permite a detecgdo quantitativa de todos os processos em que a energia ¢ exigida ou
produzida (transformacdes de fase endotérmica ou exotérmica). O método usual de medida ¢
o aquecimento de amostras teste e referéncia de tal maneira que a temperatura das duas ¢
mantida. Se uma transicdo de fase de energia exigida ocorre na amostra teste, calor extra ¢
aplicado a esta amostra de modo que sua temperatura fique na mesma faixa que na amostra
referéncia. O calor adicional exigido ¢ gravado e usado para quantificar a energia da fase de
transi¢dao. Transi¢des exotérmicas, tais como a conversao de um polimorfo em um poliformo
mais estavel, pode também ser detectada. A falta de um pico de fusdo no DSC numa dispersao
solida indica que a droga esta presente mais no estado amorfo do que na forma cristalina.
Desde que o método seja quantitativo, o grau de cristalinidade também pode ser calculado
para sistemas em que a droga ¢ em parte amorfa e em parte cristalina. Entretanto,
cristalinidade abaixo de 2% nédo pode ser detectada geralmente por DSC”".
Difracao de raio-x

No principio da difracdo de raio-x o feixe ¢ aplicado na amostra, ¢ bandas de
interferéncia podem ser detectadas. O angulo cujas bandas de interferéncia podem ser
detectadas depende do comprimento de onda aplicado e da geometria da amostra com respeito

a periodicidades na estrutura. A Cristalinidade na amostra ¢ refletida por uma regido
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caracteristica denominada fingerprint (impressao digital) na difracdo do padrdo. Devido a
especificidade do fingerprint, a cristalinidade na droga pode ser identificada separadamente
pela cristalinidade do carreador. Consequentemente, ¢ possivel com a difragdo de raio-X
diferenciar entre soluc¢des solidas, em que a droga ¢ amorfa, e dispersdes solidas, em que ¢
pelo menos em parte presente na forma cristalina, ndo obstante se o carreador ¢ amorfo ou
cristalino. Entretanto, cristalinidades abaixo de 5+10% podem geralmente ser detectadas com
difracdo de raio-X. Verheyen et al, 2002 usou dois tipos de difragdo de raio-X na
caracterizagdo de dispersdes solidas de diazepam e temazepam com PEG 6000: Método da
Cdmera de Guinier ¢ difratometria de pé de Bragg-Brentano™.
Espectroscopia no Infra Vermelho

Mudangas estruturais e auséncia de estrutura cristalina podem levar a mudangas nas
ligacdes entre grupos funcionais que podem ser detectados por espectroscopia de Infra
Vermelho. Como nem todos os picos no espectro IV sdo sensiveis a mudangas cristalinas, ¢
possivel diferenciar entre aqueles que s3o sensiveis a mudancgas na cristalinidade e aqueles
que ndo sdo™.
Estudos de dissolugio in vitro

Experimentos de taxa de liberacdo ndo podem ser usados isolados para determinar se
uma dispersao solida foi formada ou ndo. Contudo, em conjunto com outros dados fisico-
quimicos, eles fornecem forte evidéncia da formag¢do de um sistema molecular disperso ou
aproximadamente molecular disperso. Quando o objetivo da preparagdo de uma dispersao
solida é melhorar as caracteristicas de dissolu¢do do fairmaco em questdo, os resultados dos
experimentos de taxa de liberagdo sdo obviamente de suma importancia em avaliar o sucesso
da aproximag¢do. Um experimento de dissolu¢do bem desenvolvido mostrara se a solubilidade
e taxa de dissolucdo da droga foi melhorada, e também se a solugao supersaturada é estavel ou

tende a precipitar rapidamente.
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Comparagao de resultados do p6 da droga pura e misturas fisicas da droga com o
carreador podem ajudar a indicar se o carreador melhorou a dissolugdo: via solubilizagdo e
efeitos molhantes que poderiam ser afetados por uma simples mistura dos seus componentes,

ou pela formagio de uma solugao/dispersdo solida™.

COMPLEXOS DE INCLUSAO - CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas sdo oligossacarideis naturais ciclicos que foram descobertos a apenas
100 anos atrds. Foram chamadas de "cellulosine" quando descritas primeiramente por A.
Villiers in 1891”. Logo apos, F. Schardinger identificou as trés ciclodextrinas naturais -a, -B,
and —y (ilustrado na fig. 4b). Estes compostos foram referidos conseqiientemente como
“acticares de Schardinger"’. Por 25 anos, entre 1911 e 1935, Pringsheim na Alemanha era o
principal pesquisador nesta area, demonstrando que a ciclodextrinas formaram complexos
aquosos estaveis com muitos outros produtos quimicos. Em meados da década de 1970, cada
uma das ciclodextrinas naturais foi caracterizada estrutural e quimicamente e muito mais
complexos foram estudados. Desde a década de 1970, extensivo trabalho foi conduzido por
Szejtli e outros explorando encapsulacdo por ciclodextrinas e seus derivados para aplicagdes
industriais e farmacolégicas®”®.

As ciclodextrinas compdem a familia de oligossacarideos ciclicos compostos de 5 ou mais
unidades de a-D-glucopiranosideo, como uma amilose (um fragmento de amido).
Recentemente, a mais longa ciclodextrina contendo 32 wunidades de 14-
anidroglucopiranosideo foi bem caracterizada. As ciclodextrinas tipicas classicas, conhecidas
como naturais, contém seis, sete ou oito unidades de glicose, sendo denominadas:
a-ciclodextrina: molécula com anel de seis unidades de glicose, p-ciclodextrina: molécula de

sete unidades de glicose; y-ciclodextrina: oito unidades de glicose.


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Ernst_Pringsheim%2C_Jr&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Amylose
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Ciclodextrinas sdo produzidas por amido proveniente de conversao enzimatica. Nos
ultimos anos foram encontrados uma larga escala de aplicagdes nas industrias de alimentos,
farmacéutica e quimica, bem como na agricultura e engenharia ambiental. A estrutura espacial
conica e a orientacdo dos grupos hidroxila para o exterior concebem a estes agucares ciclicos
propriedades fisico-quimicas capazes de solubilizar em meio aquoso € a0 mesmo tempo
encapsular na sua cavidade interior moléculas hidrofobicas®*>®. CDs podem ser também
usadas para melhorar a permeacdo drogas pouco soluveis e drogas com problema de
permeagio aproximada®. Isto pode ser possivel devido a dibia caracteristica das CDs®. Elas

apresentam carater tanto lipofilico como hidrofilico e este mecanismo suposto ¢ demonstrado

nafigura2.
Agueous Agueous Lipophilic Systemic
membrane exterior diffusion barrier biomembrane circulation

o5 = o5 TSP

+

Fig. 2. O efeito da complexacdo de ciclodextrina na biodisponibilidade da droga apds
administracdo ndo-parenteral **.
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PREPARACAO DE COMPLEXOS DE INCLUSAO
Malaxagem

Consiste em formar uma pasta a partir da adicdo da minima quantidade de liquido
(agua ou misturas etano aquosas) suficiente para umedecer a mistura em p6 de farmaco e CD.
Em escala laboratorial, é realizada em um almofariz com auxilio de um pistilo ®%%7,
Industrialmente, a mistura de componentes ¢ efetuada em uma malaxadora. A secagem do
material pode ser feita em estufa ou diretamente na malaxadora acompanhada de pulverizacao
para uniformizar o tamanho de particula.

Atomizag¢io (Spray Drying)

Representa um dos métodos mais empregados para produzir complexos de inclusdo a
partir de uma solu¢do. A mistura parcial do sistema e a rapida eliminagdo de dgua propiciam
uma eficiéncia de complexacdo elevada. Além disso, esta técnica permite controlar o tamanho
de particulas obtido em intervalos bastante estreitos, fundamental, por exemplo, para obteng¢ao
de pos de administracio pulmonar®. O baixo rendimento ¢ o estresse térmico sdo algumas das
limitacdes desta técnica®.

Liofilizacao (freeze Drying)

Consiste na eliminagdo de solvente dos sistemas em solugdo, através de um prévio
congelamento e posterior secagem a pressoes reduzidas. Esta técnica permite a obtengdo de
complexos de inclusdo com elevado rendimento e um baixo estresse térmico. Geralmente se
obtém pos secos, amorfos e com elevado grau de interagdo farmaco-CD®"°. Apresenta como
desvantagens, o longo tempo de processamento e as mas caracteristicas de fluxo do material
obtido.

Método de Co-precipitaciio
Esta técnica parte de uma solugdo de farmaco e CD em condigdes muito proximas a

saturagdo e através de mudancgas bruscas de temperatura ou adi¢do de solventes orgénicos, se
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obtém a precipitagdo do material em forma de complexo de inclusdo. Os cristais obtidos sdao
coletados por centrifugacio ou filtragio’'.  Este método ¢ bastante utilizado em escala
laboratorial, sendo freqiientemente empregado na obten¢do de complexos de inclusdo
cristalinos com a CD. No entanto, o baixo rendimento conseguido em escalas maiores, o risco
de formagdo de complexos de inclusdo com solventes organicos e¢ o longo tempo do
processamento (um a trés dias) torna-o pouco atrativo em escala industrial >,
Fluidizacio supercritica

Constitui um dos métodos mais inovadores de obtencdo de complexos em estado
solido. O desenho de particulas empregando CO2 em estado supercritico confere aos
materiais obtidos por esta técnica, caracteristicas Gnicas quanto a interagdo’”. Apesar de ser
um método atdxico (ndo utiliza solventes organicos), rapido, quimicamente estavel (utiliza
temperaturas moderadas), de baixo custo de manutencdo e com promissores resultados
descritos na literatura, ainda ¢ uma técnica experimental e que apresenta um custo inicial
bastante elevado’®.
CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

Os métodos que tém sido usado para caracterizar complexos de inclusdo sao relatados
na Tabela 1. S3o os mesmos métodos utilizados na caracterizagdo de dispersdes solidas, com
a caracterizagdo de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), método analitico mais especifico
para complexos de inclusao.
Diagramas de solubilidade de fases

Este método baseado na teoria desenvolvida por Higuchi and Connors in 19657
consiste na técnica mais aproximada para caracterizar complexos de inclusdo em solugio.
Estes estudos podem mostrar efeitos na melhora de solubilidade na estabilidade das inclusdes
e avaliag@o estequiométrica das mesmas. Este teste pode ser usado para estimar a constante de

acordo com o grau de estabilidade dos complexos de inclusdo. A Figura 3 mostra como
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classificar perfis tipo A. A solubilidade linear esta representando um perfil Ap no gréafico. Esta
¢ a primeira ordem da droga em relacdo a CD. Ay e Af requerem uma interpretagdo mais
cuidadosa devido a multiplicidade de fendmenos que podem ocorrer. Perfis do tipo B sao
obtidos com a formagdo de complexos de baixa solubilidade aquosa, em alguns casos,

inclusive inferior a da molécula hospedeira e que precipitam a medida que ha encapsulacao

76,77
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Fig. 3 Perfis de solubilidade pela teoria de Higuchi and Connors. So € a solubilidade

intrinseca da droga na auséncia de ciclodextrina.

SISTEMAS MULTI-COMPONENTES — POLIMEROS COM CICLODEXTRINAS
Apesar das ciclodextrinas (CDs) por muito tempo terem sido usadas para formar

complexos de inclusao (Cls) soluveis e cristalinos com uma variedade de pequenas moléculas

hoéspedes, Harada and Kamachi demonstraram primeiramente em 1990, usando polietileno

oxido (PEO) liquido de baixo peso molecular, que ndo se ligam covalentemente, entdo Cls

cristalinos poderiam ser formados entre os polimeros hospedes e as CDs hospedeiras’*Isso é

realizado pelo rosqueamento dos polimeros hdéspedes nas cavidades das CD para formar
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pilhas cristalinas de polimeros, como ilustrado na Fig. 4f. Cadeias poliméricas inclusas nos
complexos CD-Cls apresentam os polimeros extendidos e isolados nas cadeias dos complexos
vizinhos, porque estdo completamente rosqueados e confinados nos canais estreitos das

cavidades das CDs. ( Fig. 4f)

wu gL'o

Fig. 4. (a) estrutura quimica da y-CD ; (b) dimensdes aproximadas da a-, f-, and y-CDs;
representacdes esquematicas das estruturas de empacotamento das CD: (c) tipo gaiola, (d) tipo
camada, (e) cristais CD tipo canal-cabega e cauda; e (f) sistemas CD-CI contendo polimero
incluso’™.

Se as CDs hospedeiras no complexo polimero-CD-Cls sdo cuidadosamente removidas
e as cadeias de polimeros sdo permitidas a coalescer em um volume de amostra sélida, entdo
pode-se esperar que o arranjo das cadeias ou seu empacotamento, deva ser significativamente

diferente daquelas normalmente produzidas de sua combinagdo aleatoria e por métodos de

solucdo ou fusdo, como sugerido na Fig. 5.



24

Filler
Precipiate

organic
aokvant Indusion Complaxaton

Coaleaning Prooeas

Femoval of CD with watlar
aMd 3Mylass enzyms

&

Coalesced polymer chaina
in extended conformations wilh
less entanglad stals

Fig. 5. Representacdo esquematica da formacao polimero CD-CI o processo de coalescéncia,
e 0 polimero coalescido’’.

As CD podem igualmente se ligar covalentemente aos polimeros para alterar suas
funcionalidades com a incorporagdo das CDs em suas estruturas durante a condensagdo em
suas cadeias laterais via reacdes de polimerizagdao. A presenca de ciclodextrinas ligadas
covalentemente em polimeros, além de potencializar o aumento da solubilidade de farmacos
pouco soluveis, também serve para aumentar a aceitacdo das ciclodextrinas em outras areas,

como por exemplo, na retencao de aditivos, como tinturas, fragrancias, antibidticos, etc.

CONCLUSAO

A baixa solubilidade continua impactando o desenvolvimento de um grande niimero
de potenciais candidatos a medicamentos. A maioria das novas entidades quimicas (NEQs)
promissoras sao farmacos pouco soliveis em agua, que podem apresentar reduzido efeito
terapéutico devido a sua baixa biodisponibilidade. Dispersdes solidas s3o um dos mais

atrativos processos para melhorar a solubilidade de farmacos pouco soluveis. Pode-se
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melhorar sua estabilidade e performance pelo aumento de solubilidade através da interacao
farmaco-polimero, fracdo amorfa, molhabilidade e porosidade da particula. As ciclodextrinas
representam uma alternativa verdadeira neste contexto. Estes derivados do amido sdo
solubilizadores Ttteis, tanto para liquidos orais como em formas farmacé€uticas parenterais.
Adicionalmente pode-se aumentar a biodisponibilidade oral de sélidos através do aumento da
taxa de dissolugdo secundaria para aumentar a solubilidade aparente de um composto.
Enquanto que a formagdo de complexos de inclusdo certamente ¢ o maior mecanismo
associado com o potencial de solubilizagdo das ciclodextrinas, efeitos relacionados a nao
complexagdo e supersaturacdo sdo importantes contribuintes para solubilizagdo em certas
circunstancias. Polimeros hidrofilicos e ciclodextrinas agindo isoladas com o farmaco ou
formando complexos e sistemas multi-componentes sdo eficientes sistemas na solubilizacao

de drogas.
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Capitulo 11

4 DESENVOLVIMENTO DE METODO DE DISSOLUCAO DE COMPRIMIDOS DE
BENZNIDAZOL

4.1 Artigo II. Development of dissolution method for benznidazole tablets

Artigo submetido ao Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences
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4.1 Artigo I1. Desenvolvimento de Método de Dissolu¢iao para Comprimidos a base de
Benznidazol
Adley Antonini Neves de Lima', José Lamartine Soares Sobrinho', Jeckson Luis da Silva',
Roberto Antdnio Cavadinha Corréa Junior' e Pedro José Rolim Neto'*
'Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos — LTM, UFPE - Brazil
Resumo
O desenvolvimento de método analitico para testes de dissolugdo ¢ de fundamental
importancia tanto para o controle de qualidade, como também para o desenvolvimento de
medicamentos. O benznidazol, farmaco utilizado na terapia para a Doenga de Chagas na
forma farmacéutica comprimidos, ndo possui at¢ o momento método disponivel. Diante do
exposto o objetivo do trabalho foi desenvolver método de dissolucio para comprimidos a base
de benznidazol. Utilizou-se trés diferentes tipos de meio de dissolucdo, velocidades de rotagao
de 50 e 75 rpm ¢ aparato pa. A realizagdo de perfis de dissolu¢do do medicamento foi
comparada por ferramentas estatisticas como fator de semelhanca e diferenga, além de
eficiéncia de dissolugdo. O doseamento foi realizado por espectrofotometria a 324 nm. As
condi¢des de ensaio mais adequadas de acordo com os resultados obtidos foram tampao
cloreto de sodio\acido cloridrico pH 1.2, com velocidade de rotacdo de 75 rpm e pa como
aparato. Diante dos resultados pode-se concluir que o método desenvolvido constitui-se numa
alternativa eficaz para ensaios de dissolugdo para comprimidos a base de benznidazol.
Palavras-chaves: Dissolucdo, velocidade de rotagdo, aparatos, Doenga de Chagas,

benznidazol.

Abstract
The development of analytical method for dissolution tests is of basic importance in such a

way for the quality control, as well as for the medicine development. Benznidazole, drug used
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in the therapy for the Chagas disease in the pharmaceutical form tablets, doesn’t possess until
the moment available method. Ahead of displayed the objective of the work it was to develop
dissolution method for benznidazole tablets. One used three different types of dissolution
medium, rotation speeds of 75 and 50 rpm and apparatus paddle. The accomplishment of
dissolution profiles of drug was compared by statistical tools as factor of similarity and
difference beyond dissolution efficiency. The assay was carried through by spectrophotometry
at 324 nm. The conditions of assay more adjusted the gotten results had in accordance with
been drain plug sodium chloride \ hydrochloride acid pH 1,2 with rotation speed of 75 rpm
and paddle as apparatus. Ahead of the results it can be concluded that the developed method
consists in an efficient alternative for assays of dissolution for benznidazole tablets.

Keywords: Dissolution, rotation speed, apparatus, Chagas disease, benznidazole.

1 Introducao

O benznidazol, apesar de ndo ser o farmaco ideal, devido a sua baixa solubilidade
(classe biofarmacéutica II) e alta toxicidade, ¢ atualmente o firmaco de escolha para o
tratamento da doenca de Chagas (DOCAMPO, 2001). A tripanossomiase humana sul-
americana ou doenga de Chagas ¢ uma doenca negligenciada. Estima-se que a prevaléncia
global da doenca de Chagas seja de 9,8 milhdes de pessoas infectadas. A batalha contra esta

doenga, resultado da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, ja obteve €xitos na interrup¢ao da
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transmissao vetorial e transfusional da doenga na maioria dos paises endémicos, contudo,
estas 9,8 milhdes de pessoas infectadas ainda ndo dispdem de um tratamento medicamentoso
adequado (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA, 2006).

Me¢étodos analiticos adequados, como o teste de teor e dissolucdo, sdo importantes para
a pesquisa e¢ desenvolvimento de medicamentos de forma racional, em atendimento aos
orgdos reguladores, necessitando haver um desenvolvimento e validagao desses métodos para
posterior aplicagdo na P & D de produtos farmacéuticos (SOARES-SOBRINHO, 2006)

Dissolugdo pode ser definida de forma simplificada como o processo pelo qual o
farmaco ¢ liberado de sua forma farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo
organismo (AZAMI, 2007). Testes de dissolugdo in vitro sdo uma importante ferramenta para
controle de qualidade em diferentes estagios de ciclo de vida de um medicamento
(SIEWERT, 2003).

Nos primeiros estagios do desenvolvimento farmacotécnico sdo uteis para identificar
variaveis criticas na producdo, escolher entre diferentes formulagdes, otimiza-las e fazer
avalia¢des de risco, como no caso de formas de liberagdo controlada (MANADAS, 2002).
Existem trés categorias de ensaios de dissolucdo para medicamentos de liberacdo imediata:
dissolug¢dao de um unico ponto, com dois pontos e perfis de dissolugdo, que permitem avaliar e
comparar a cinética de dissolucdo e a eficiéncia de dissolugdo de determinado produto
(STORPIRTS,1998)

Para farmacos que nao possuem monografia oficial existe a necessidade de
desenvolver ensaios de dissolu¢do que possam prever o comportamento iz vivo dos mesmos.
A avaliagao do perfil de dissolugdo, em trés diferentes meios, na faixa de pH fisiologico ¢
recomendada como suporte no desenvolvimento e otimiza¢do do método de dissolugao, bem
como no estabelecimento de correlagdes in vitro-in vivo (ADAMS, 2001; MOORE, 1996;

FDA, 1997)
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Fator importante a ser considerado na escolha do meio de dissolu¢ao ¢ a classificagao
biofarmacéutica do farmaco. Farmacos classe I dissolverdo bem em qualquer meio aquoso,
desde que ndo haja qualquer problema de desintegracdo. J4 para farmacos da classe II ¢
preciso haver cuidado na escolha do meio, alguns meios propostos sdo claramente nao
fisiologicos, o que pode ser aceitavel para controle de qualidade, mas ndo quando se deseja
fazer alguma inferéncia sobre o comportamento in vivo da formulacdo, para produtos que
contenham farmacos pouco soluveis em agua recomenda-se o uso de surfactantes (FDA,
1997) com o objetivo de atingir a condi¢do Sink. (AZAMI, 2007). Em seguida deve ser
escolhido método analitico adequado para realizar a quantificagdo do farmaco em solu¢do, o
método deve ser suficientemente sensivel para determinar com exatiddao a quantidade da
substancia na amostra (SKOUG, 1997)

A escolha do aparato deve ser baseada na capacidade de apresentar resultados
consistentes e admitir algum grau de automagdo (ABDOU,1989). O aparato cesta ¢
geralmente usado para formas ndo desintegrantes com velocidade de agitacdo de 50 a 100
rpm, enquanto que o aparato pa pode ser utilizado tanto para formas desintegrantes quanto
para as nao desintegrantes a 50 ou 75 rpm (FDA,1997)

Diante da inexisténcia de método publicado, seja oficial ou em revistas cientificas,
referentes ao teste de dissolu¢do para comprimido de benznidazol, o presente trabalho teve
por objetivo o desenvolvimento e validacdo do método adequado a dissolugdo de
comprimidos de benznidazol.

2. Materiais e métodos

2.1 Instrumentacgao

Foram utilizados nos experimentos balanc¢a analitica Bioprecisa, modelo FA 2104N;

sonicador Limp sonic; durdmetro Varian, modelo VK 200; friabilometro Press Test;
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desintegrador Nova Etica, modelo 301-AC; dissolutor Varian, modelo VK 7010;

espectrofotometro UV micronal, modelo B 582.

2.2 Materialis e reagentes

Utilizou-se para o estudo: Padrdo de trabalho de benznidazol, com teor de 99,9%
fornecido pelo LAFEPE; dgua purificada; benznidazol matéria-prima; etanol; tampdo acetato
de sodio pH 4.5; tampao fosfato de sédio pH 7.2; tampao HCl 0.1 N + NaCl pH 1.2,
comprimidos de benznidazol desenvolvidos no Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos

(LTM); comprimidos de referéncia Rochagan®, Roche.

2.3 Validacédo do Método de Doseamento por UV

O método utilizado para realizagdo do doseamento do percentual dissolvido de BNZ
nos testes de dissolugdo foi adaptado do trabalho publicado por Soares-Sobrinho e
colaboradores (2006) para uso em nosso experimento. A validagdo do método foi realizada
segundo ICH (1996) onde foram avaliados os parametros de especificidade, linearidade,
precisdo e exatidao. Especificidade: Foram obtidos espectros de absor¢ao na regido do UV-
visivel das solugdes placebo, padrio e amostra a fim de verificar-se a interferéncia das
formulagdes nas determinagdes espectrofotométricas do BNZ. Linearidade: Este ensaio foi
realizado com a andlise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados dos pontos
médios de trés curvas auténticas com seis pontos nas concentracdes de Sug/mL, 10pg/ mL,
15ug/mL, 20pg/mL, 30pug/mL e 50pg/mL do padrio de trabalho de benznidazol. O
coeficiente de correlagdo obtido foi a partir da média das trés curvas. Exatidao: Foi escolhida
para realizagdo da exatiddo as concentragdes de 20, 80 e 120%, os valores foram baseados nos
percentuais que poderiam ser encontrados durante o perfil de dissolug¢do. Precisdo: Foram
obtidas solug¢des nas concentragdes de 50 e 100 % da substancia padrao e avaliados quanto ao

coeficiente de variacdo das amostras.
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2.4 Testes fisicos e doseamento/uniformidade de contetldo dos comprimidos
Os testes de dureza, friabilidade, desintegragdo, peso médio e uniformidade de conteudo dos
produtos utilizados no estudo (Benznidazol-LTM e Rochagan) foram realizados conforme
farmacopéia America (USP30).
Teor
Preparo da solugdo padrdo

Pesou-se precisamente 25mg do padrio de trabalho benznidazol, transferiu-se
quantitativamente para baldo de 50 mL, completou-se o volume com etanol, sonicou por 10
minutos. Pipetou-se 2mL dessa solug@o e estes foram transferidos para baldao volumétrico de
50mL, completou-se o volume com agua. A leitura se procedeu em espectrofotometro com
comprimento de onda de 324nm, utilizando-se d4gua como branco. A concentragdo tedrica de
leitura foi de 20pg/mL.
Preparo da solugao amostra

Matéria-prima: O preparo desta solugdo se procedeu da mesma maneira que o preparo
da solugdo padrao, utilizando 25mg de benznidazol matéria-prima.
Comprimido: O preparo desta solucdo também obedeceu ao mesmo procedimento acima
citado, utilizando o equivalente a 25mg de benznidazol, contudo deve-se filtrar a solug¢do da
primeira dilui¢do antes de proceder a técnica (SOARES-SOBRINHO, 2006)
Foram pesados 10 comprimidos, que foram triturados em grau e pistilo e realizado

doseamento segundo método descrito por Soares Sobrinho et al (2006)

2.5 Desenvolvimento do Método de Dissolucéo

Foram consideradas as condi¢oes testadas conforme tabela 1, trés meios de dissolugao,
obedecendo ao gradiente do pH fisioldgico, aparato 2 (P4) , velocidade de rotacdo de 50 rpm e
75 rpm (USP 30). Volume de coleta de 2 mL, havendo reposi¢do imediata de meio. Os meios

de dissolugdo foram aquecidos a 40°C e em seguida sonicados, o volume utilizado nas cubas
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foi 900 mL, estabilizacao da temperatura da solugdo em 37,0 = 0,5°C e as aliquotas forma
retiradas nos tempos de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min. As amostras realizadas em
quadruplicata, com posterior leitura no espectrofotometro a 324 nm. Além de se ter analisado
a estabilidade do fArmaco no meio de dissolugdo pelo periodo de 24 horas e a influéncia da
filtragao da amostra.

Preparo das amostras: a amostra coletada foi filtrada em membrana com porosidade 0,45 pm
e diluida com agua ultra-pura a fim de se obter uma concentragdo final de 22,2 pg/mL de
BNZ.

Tabela 1: Condigoes utilizadas nos testes de dissolugao

Condicao | Aparato Meio (900 mL) Velocidade
(rpm)
I Pa Tampao cloreto de sddio\acido cloridrico pH 50
1,2
II Tampao Acetato pH 4,5
I Tampao fosfato pH 7,2
v Tampao cloreto de s6dio\acido cloridrico pH 75
1,2
\% Tampao Acetato pH 4,5
VI Tampao fosfato pH 7,2

A avaliagdo da influéncia da filtracdo foi testada com a preparacdo de solugcdes de
BNZ matéria-prima ¢ Benznidazol-L'TM em tampao cloreto de sédio\acido cloridrico pH 1,2,
as amostras foram analisadas por espectrofotometria UV-visivel antes e ap6s o processo de
filtragdo com membrana de acetato 0,45 um. Para o estudo de estabilidade do BNZ em

solugdo (meio utilizado no teste de dissolugao), foi avaliado por meio de solucdes de BNZ e
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Benznidazol-LTM as quais foram mantidas em temperatura ambiente por um periodo de 24 h,
a temperatura de 37,5°C.
2.7 Estudo comparativo entre Produtos e Perfis de dissolucéo

Para o estudo comparativo entre os produtos de obtengdo local (benznidazol-LTM) e
produto produzido pela Roche (Rochagan) foi realizado além dos testes de peso médio,
dureza, friabilidade, desintegracdo, teor e uniformidade de contetido (USP30), como também
foi realizada analise comparativa dos perfis de dissolugdo, utilizando o método de dissolugao
desenvolvido e ferramentas estatisticas, modelo independente, como fator de semelhanca (F2)
(equagdo 1), fator de diferenca (F1) (equacdo 2) e eficiéncia de dossolucao (ED) (equagao
3), conforme observamos em trabalhos previamente publicados por Martinello, V. C. A. & C.
H. R. Serra (2008).

Equacao 1
i f‘l“l R 7 -3
F,=50xlog]|1+| = |x3'(R, ~T,) | =100}
\n) -

Equacao 2

o :“Z; Rf—Tr|] f[Z’_;Rf”* 100

Equagdo 3

ASC(0—120)
ED (%) = ——— X 100%

Essas ferramentas comparativas também foram utilizadas para mensurar a influéncia
dos fatores, como natureza do meio de dissolucdo e para velocidade de rotacdo entre as
condigoes testadas, durante o desenvolvimento do teste de dissolugao.

3. Resultados e Discussoes

3.1 Validagdo do método de UV
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O método para quantificagio do BNZ mostrou-se especifico pois ndao houve
interferéncia do placebo, no pico de absor¢ao maximo do BNZ, em 324 nm. Para os ensaios
de linearidade obteve-se r* de 0,999 e equacdo da reta y= 0,030, sem falta de ajuste para a reta
obtida além da distribui¢do aleatdéria dos residuos. Para o pardmetro exatiddo, verificou-se
uma variagdo de 99,3 a 100,8% e a média de recuperagdo entre 99,4 a 100,4%. Na verificacao
de precisdo foram obtidos coeficientes de variagdo para as solugdes testadas 50 e 100% de 0,7
e 0,6% respectivamente. Diante dos resultados obtidos pode-se ter seguranga para utilizagao
desse método na evolucao do desenvolvimento do teste de dissolug¢ao (ICH, 1996)

3.2 Testes Fisicos e Doseamento\Uniformidade dos produtos

Tabela 2: Controle de Qualidade fisicos dos comprimidos: Benznidazol-LTM e Rochagan.

Dureza Friabilidade Peso Médio Desintegragdo Teor Unif. de conteido

Kgf % DP Segundos % (DP) % (DP)
Benznidazol-LTM 6,3 0,01 0,35 >30 99,8(0,5) 99,7 (0,25)
Rochagan 5,1 0,01 0,45 >30 100,1 (0,3) 100,2(0,3)

Os controles fisicos, além do doseamento e uniformidade de contetido dos produtos
analisados, permitem uma analise mais completa. Dados importantes para dirimir qualquer
davida no momento da comparagdao entre os perfis de dissolu¢do dos medicamentos em
estudo, como observado na tabela 2 onde encontram-se os resultados de todos os parametros

acima citado.

3.3 Desenvolvimento do Método de Dissolucéo

Diante da inexisténcia de monografia farmacopéica ou método descrito em literatura,
embora disponivel comercialmente o produto benznidazol comprimidos de 100 mg, foi
desenvolvido o teste de dissolucdo para tal produto, assim como verificado para outros
medicamentos disponiveis no mercado mundial. (SONI, 2008)

Baseado no guia para testes de dissolugdo (FDA,1997) utilizou-se p4 como aparato

para forma farmacéutica comprimido e 50 ou 75 rpm como velocidade de rotagdo. A
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influéncia da velocidade de rotacao pode ser verificada na figura 1. Para os ensaios de
dissolugdo realizados com tampao pH 7,2 (condigdes III e VI) a influéncia da velocidade de

agitacao € notodria (figura 1-C), apresentando valores de F1 de 40,35 ¢ F2 de 53,67.

100
90 -
80
70

5 60 - -'-;
3 2 50 1 E
2 = 8
a <5 40 o
€ b £
2130
X 20 1
10 1
; - - : : 0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 D 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 30 100 120
Tempo (min] A Tempo (min] B Tempo (min) @
——ph 7,250 rpm —B—pH7,275rpm —4—pH4,550rpm —@—pH4,575pm —#—=pH1250rpm —E=pH1275rpm

Figura 1: Perfis de dissolugdo dos comprimidos de BNZ em cada meio com comparativo entre
as duas velocidades de rotagdo. A) Tampao fosfato pH 7,2; B) Tampao acetato pH 4,5; C)
Tampao NaCI/HCI pH 1,2.

Para o tampao pH 4,5 (condic¢des II e V) observou-se também grande influéncia do
parametro velocidade de agitacdo (Figura 1-B), apresentando valores de F1 de 27,02 ¢ F2 de
63,73, por fim os ensaios realizados com o meio de pH 1,2 (condigdes I e IV) apresentaram as
menores diferencas relativos ao parametro velocidade de agitacdo, como verificado na figura
1-A, com F1 de 18,91 e F2 de 63,95, apesar de constituirem-se em diferencas significativas.

Para defini¢cao do meio de dissolugdo (pH 7,2, 4,5 ou 1,2) mais adequado na utilizagao
do método, comparou-se os perfis de dissolucdo nas duas velocidades pré-estabelecidas
conforme trabalhos de BREIER e colaboradores (2005), conforme observado na figura 2.
Nos perfis de dissolugao utilizando velocidade de 50 rpm, verifica-se acentuada diferenca de
acordo com a figura 2-A e confirmada por valores de F1 e F2 para todas as comparagdes (pH
7,2xpH 4,5; pH 7,2 x pH 1,2; pH 4,5 x pH 1,2), conforme tabela 3, apesar que os percentuais
de farmaco dissolvido ao fim do teste (120 min), com exce¢ao do ensaio que utilizou meio pH

1,2, apresentaram valores abaixo de 80% . Nos ensaios que foram realizados com velocidade
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de rotacdo de 75 rpm, assim como verificado para velocidade de 50 rpm, diferencgas
significativas porém numa intensidade menor conforme figura 2-B e valores de F1 e F2
(tabela 3). O poder discriminativo do teste de dissolu¢do, com a velocidade de 75 rpm foi
diminuido, porém um percentual maior de farmaco foi dissolvido ao fim do teste(120 min),
como observado para os meios de pH 1,2 ¢ 4,5 com valores aproximadamente de 90% e para
o meio pH 7,2 com valores de aproximadamente de 80%.

Tabela 3: Valores de F1 e F2 para todas as condi¢des testadas (I a VIII)

f1/£2 HC150 Acetato 50 Fosfato 50
HC1 50 18,49/72,19 70,28/51,96
Acetato 50 18,49/72,19 43,70/61,93
Fosfato 50 70,28/51,96 43,70/61,93
Tabela f1/12 HC175 Acetato 75 Fosfato 75
HC1 75 14,24/66,92 25,26/62,84
Acetato 75 14,24/66,92 11,83/72,48
Fosfato 75 25,26/62,84 11,83/72,48
5 Perfilde dissolu¢do 50 rpm i Perfil de Dissolugdo 75 rpm
90 20
B0 20
0 w70
m G0 -E i =
o G —4—pH 1,2
¥ e
."5"‘ 30 #ap pH 7.2
20 20
10 10
0 ™ 0D B
0 20 40 &0 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min) A Tempo (min) B

Figura 2. Perfis de dissolu¢ao dos comprimidos de BNZ comparativo entre os trés meios de
dissolucdo. Grafico A) 50 rpm; Grafico B) 75 rpm

Uma maneira também utilizada para fins comparativos de dissolugdo ¢ a eficiéncia de
dissolu¢do (ED) (KHAN, 1975), conforme tabela 4 pode-se verificar diferengas entre as
condigdes testadas, apontando para a condi¢do IV com maior eficiéncia de dissolugdo.

Para os resultados obtidos antes e apos filtragdo, ndo verificou-se mudangas significativas

com intervalo de confianca de p> 0,05. Os resultados para estabilidade da solu¢do de BNZ e
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comprimidos de BNZ foi na faixa de 99 a 101%, demonstrando a manutencao da integridade
quimica da amostra durante o ensaio.

Tabela 4. Valores de eficiéncias de dissolugao no tempo 120 min.

Condigao de Teste | ED%
I 43,27

II 33,25

I 17,14

v 44,12

A% 41,00

VI 36,73

3.4 Estudo comparativo entre Produtos

O estudo comparativo que foi desenvolvido entre o Benznidazol-LTM frente ao
Rochagan, por meio de analises de controle de qualidade para a forma farmacéutica em
questao, utilizando métodos gerais da farmacopéia brasileira quarta edicao (F BRAS, 1988),
além do perfil de dissolugdo realizado apds desenvolvimento de método para teste de
dissolu¢do, demonstrou que apesar dos testes fisico-quimicos (tabela 2), serem semelhantes, o
contrario foi verificado no perfil de dissolugdo onde, por meio da comparagdo dos perfis dos
produtos testados figura 3. Esta diferenca pode ser confirmada através da ED nos tempos de

45, 60, 90 e 120 min (tabela 5), além dos valores de F1 20,97 e F2 61,96.
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Figura 3. Perfil de dissolu¢do comparativo entre produtos

Tabela 5: Eficiéncia de dissolu¢ao Benznidazol-LTM X Rochagan nos tempos 45, 60, 90 e

120 min.

Benznidazol-LTM  Rochagan
45 41,46 30,1
60 43,26 33,1
90 43,8 37,22
120 44,12 39,7

4. Conclusio

O desenvolvimento de testes para ensaios de dissolugdo in vitro de medicamentos ¢
muito importante. A inexisténcia de método especifico para o produto comprimido de BNZ
em compéndios oficiais e literatura cientifica, vem colaborar com a definicdo de método
especifico para tal finalidade, com as devidas especifica¢des, constituindo-se em método
adequado ao uso. Com aparato p4, velocidade de rotacdo de 75 rpm, volume de meio 900 mL,
meio de dissolu¢do tampao cloreto de sodio\ac. Cloridrico pH1,2, duragdo do ensaio de 120
min, com dois pontos de coleta para ensaios de controle de qualidade lote a lote com
especificagdes de >Q de 70 e 80% para os tempos 60 e 120 min respectivamente em acordo

com guia para testes de dissolu¢dao (FDA,1997) para substancias de classe biofarmacéutica II
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(baixa solubilidade), além de realizacao de perfis de dissolu¢ao para o desenvolvimento e

otimizagdo de formulagdes a base de BNZ.
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Capitulo 111

5 SISTEMAS DE DISPERSOES SOLIDAS PARA INCREMENTO DE
SOLUBILIDADE DO BENZNIDAZOL

5.1 Artigo III. Solid dispersions systems in hydrophilic carriers to increase
benznidazole solubility

Artigo submetido ao Journal of Pharmaceutical and Biopharmaceutical Analysis
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Resumo

No presente estudo o mecanismo de liberacdo do benznidazol (BNZ) em dispersdes
solidas com polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) e polivinilpirrolidona K-30 (PVP K-30) foi
investigado, com o objetivo de observar o incremento de solubilidade em meio aquoso do
BNZ na presenca destes dois polimeros hidrofilicos. A interagdo do BNZ com os polimeros
foi avaliada através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), espectroscopia de Infra-
Vermelho Transformada de Fourier (IV-TF), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC),
difracdo de raio-X e testes de dissolucdo in vitro, além de um estudo tedérico de modelagem
molecular. A interagdo farmaco-polimero foi estudada com a teoria da densidade funcional
com a mudanga de correlacdo funcional B3LYP. As energias de interacdo estimadas foram -
20.9 kJ/mol para PVP e - 6.6 kJ/mol para PEG. Os resultados experimentais e tedricos
indicaram que foi desenvolvida nas dispersdes solidas, uma forte interagdo entre 0 BNZ e os
polimeros, mais acentuada no caso do PVP, e que esta intera¢do contribuiu para um aumento

na velocidade de dissolu¢ao do BNZ.

Abstract

In the present study the release mechanism of benznidazole (BNZ) in solid dispersions
with polyethyleneglycol 6000 (PEG 6000) and polyvinylpirrolydone K-30 (PVP K-30) was
investigated, with the objective to observe the increment of solubility in water of BNZ in the
presence of these two hydrophilic polymers. The interaction of BNZ with polymers was
evaluated through Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier-transformation Infrared
spectroscopy (FTIR), Differential Scanning Calorimetry (DSC), X-ray diffraction and in vitro
dissolution tests, beyond a theoretical study of molecular modeling. The drug-polymer
interaction was theoretically studied with the density functional theory with the B3LYP
exchange correlation function. The interaction energies have been estimated at - 20,9 kJ/mol

for PVP and - 6,6 kJ/mol for PEG. The experimental and theoretical results indicated that it
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was developed in solid dispersions, a strong interaction between the BNZ and polymers, more
accented in the case of PVP, and that this interaction contributed for an improvement of BNZ
solubility.

Key words: Benznidazole, polyethylene glycol 6000, polyvinylpyrrolidone k-30, solid
dispersion.

1. Introducao

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, ¢ uma doenga causada pelo
Trypanosoma cruzi, um protozoario flagelado. Extendendo-se do sul dos Estados Unidos até o
sul da América do Sul, o 7. cruzi é transmitido principalmente por vetores (triatomine bugs)
mais comumente em dareas rurais. Outros mecanismos de transmissdo sdo transfusdo de
sangue infectado, via transplacental, transplante de o6rgdo de doador infectado e, mais
raramente, via oral e acidentes de laboratorio (Prata 2001). Compartilhamento de agulhas
intravenosas com outra pessoa ¢ outro meio de transmissdo (Auger et 2005, Nijjar &Bigio
2007).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde no boletim epidemioldgico 2003, na
América Latina, a doenga afeta cerca de 25% da populagdo, com 16 a 18 milhdes de pessoas
infectadas e cerca de 100 milhdes com alto risco de infecgdo. Através da migracdo urbana, a
doenga de Chagas tornou-se um problema de satide ndo-endémico em cidades e paises (Diaz
2005). Nos Estados Unidos, aproximadamente 50 000 a 100 000 imigrantes tém evidéncias de
infeccdo cronica pelo 7. cruzi ,(Kirchhoff 1993). Em anos recentes, muitos casos nao
associados ao vetor tém sido diagnosticados nos Estados Unidos, Canadd, e Europa (Nijjar

&Bigio 2007; Maguire 2006).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B7CPT-4S1JK6T-2&_user=686475&_coverDate=03%2F11%2F2008&_alid=723985767&_rdoc=3&_fmt=high&_orig=search&_cdi=17975&_sort=d&_docanchor=&view=c&_ct=105&_acct=C000037678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686475&md5=caba082678901e51b026e2bc627bc16a#bib6#bib6
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Benznidazol (2-Nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida, BNZ, fig. 1), o tnico
farmaco antichagésico aprovado na Argentina e Brasil (Coura & de Castro 2002) de acordo
com Do Campo (2001) tem sido a tnica droga especifica no tratamento da doenca de Chagas.
Esta droga tem sido eficaz apenas no estagio inicial da doenca e no primeiro estdgio na fase
cronica. Dois dos principais problemas deste firmaco sdo sua toxicidade e baixa solubilidade.

As unicas quimioterapias tripanocidas disponiveis para a doenga de Chagas sdo formas
farmacéuticas sélidas, mas t€ém as desvantagens associadas com a absor¢ao oral de farmacos
pouco soluveis (Lamas, 2006). Varias técnicas tém sido utilizadas para melhorar a
solubilidade/ taxa de dissolugdo de farmacos pouco soluveis em agua. Entre elas, as disperses
solidas (Serajuddin, 1999; Leuner & Dressman, 2000; Craig, 2002 ) sdo mais frequentemente
usadas. Nas dispersdes solidas, polimeros hidrofilicos tém sido comumente usados como
carreadores. Polivinilpirrolidona (PVP) e polietileno glicol (PEG) tém sido vastamente
empregados pelo seu baixo custo e alta solubilidade aquosa. Ambos os polimeros sao
livremente soluveis em agua e sdo disponiveis em varios pesos moleculares, variando de
10,000 a 700,000 para PVP e de 200, para um excesso de 300,000 para o PEG. O tamanho
molecular de ambos os polimeros favorece a formagdo de solug¢des solidas (Franco et al,
2001; Verheyen et al, 2002; Tantishaiyakul et al, 1999; Ruan et al, 2005).

O objetivo deste trabalho foi investigar a possibilidade de melhorar a solubilidade ¢
taxa de dissolu¢do de BNZ em dispersdes solidas com PEG 6000 (figura 2.a) ou PVP K30
(figura 2.b). A fim de caracterizar as dispersdes preparadas, andlises usando DSC, FTIR,
SEM, difragdo de Raio-X bem como estudos de solubilidade e dissolugdo foram realizados e a
possivel interacdo quimica entre o firmaco e os polimeros através do estudo quimico-tedrico

da modelagem molecular.
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Fig. 1. Estrutura molecular do Benznidazol

Fig. 2. Estrutura molecular dos monémeros do PEG 6000 (a) e do PVP K 30 (b)

2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

Utilizou-se Benznidazol doado pela Roche (Brasil); Polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) foi
fornecido pela Valdequimica (Brasil); Polivinilpirrolidona K-30 (PVP K-30) foi fornecido

pela BASF (Alemanha); acetonitrila, metanol e etanol foram obtidos da Cinetica (Brasil).

2.2. Doseamento do BNZ

A concentragdo de BNZ foi medida pelo método espectrofotométrico UV, de acordo

com metodologia desenvolvida e validada por Soares-Sobrinho et al, 2006). Na preparagao da
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solucao padrdo, pesou-se precisamente 25mg do padrao de trabalho de BNZ, transferiu-se
quantitativamente para baldo de 50 mL, completou-se o volume com etanol, sonicou por 10
minutos. Pipetou-se 2mL dessa solug@o e estes foram transferidos para baldo volumétrico de
50mL, completou-se o volume com agua. A leitura se procedeu em espectrofotometro com
comprimento de onda de 324nm, utilizando-se d4gua como branco. A concentragdo tedrica de
leitura foi de 20pg/mL. Para o preparo da solugdo amostra procedeu-se da mesma maneira

que o preparo da solucdo padrio, utilizando 25mg de BNZ matéria-prima.

2.3. Preparacgdo de misturas fisicas e dispersoes solidas

2.3.1. Misturas Fisicas

O Benznidazol e os excipientes (PVP K30, PEG 6000) foram precisamente pesados na
razdo de 1:1 farmaco/polimero, misturados e pulverizados em grau com pistilo até a mistura
homogénea ser obtida. A mistura foi passada em tamis com malha de 250 pm e armazenada

em dessecador para futuros experimentos.

2.3.2. Dispersoes solidas
2.3.2.1. Dispersoes solidas co-evaporadas

Dispersoes solidas de BNZ em PVP K30 e PEG 6000 contendo a razao (1:1 p/p
farmaco/polimero) foram preparadas pelo método de solvente por rota- evaporagcdo. O BNZ e
o polimero foram dissolvidos em uma quantidade minima de metanol e acetonitrila. A mistura
de solventes foi retirada por evaporagdo em rota-evaporador sob pressdo reduzida e
temperatura a 50°C. O residuo resultante foi seco sob vacuo por 3 horas e¢ estocado em
dessecador. Apo6s secagem, o residuo foi homogeneizado em grau com pistilo, e entdo
tamisado em malha de 250 um. O p6 resultante (dispersdes solidas) foi estocado em

dessecador até futuros experimentos
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2.3.2.2. Dispersoes solidas malaxadas

O sistema malaxado (KN) foi preparado pela mistura fisica num grau pela adigdo lenta
de solugdo etanol/agua (1:1 vol/vol), em uma quantidade de 20% wt/wt, ¢ misturados até o
sistema homogéneo ser obtido (Hedges, 1998). As amostras foram secas em estufa industrial a

50°C por 14 horas e ap6s secagem, o po resultante foi tamisado em malha de 250 um.

2.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As imagens das amostras foram analisadas por um microscopio eletronico de
varredura (AKASHI SX-40, Japao). As amostras foram montadas em uma fita adesiva de
carbono de dupla face, levadas a banho de ouro no metalizador (DENTON VACUM, DESK

IT) antes de serem analisadas. As figuras foram observadas em uma ampliagdo de 600-fold a

2000-fold.

2.5. Espectroscopia IV transformada de fourrier

Os espectros de IVTF das amostras foram obtidas em um espetrometro SHIMADZU
FTIR-8400 s (Japan). As amosras foram preparadas em pastilhas de KBr (2 mg de amostra
em 200 mg de KBr). As fotomicrografias foram obtidas de 4000 a 400 cm—1 de resolucao de

1 cm.

2.6. Modelagem molecular de interacoes farmaco—polimero

As estruturas tedricas dos complexos de hidrogénio PVP--Benznidazol e
PEG---Benznidazol foram obtidas através de calculos de otimizagdo de geometria utilizando
o método B3LYP/6-31G(d,p). Utilizando critérios padrdoes de convergéncia, todos os
calculos foram executados no programa GAUSSIAN 03 [M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B.

Schlegel, G. E. Scuseria, M. A. Robb, J. R. Cheeseman, J. A. Montgomery, Jr., T. Vreven,
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K. N. Kudin, J. C. Burant, J. M. Millam, S. S. Iyengar, J. Tomasi, V. Barone, B. Mennucci,
M. Cossi, G. Scalmani, N. Rega, G. A. Petersson, H. Nakatsuji, M. Hada, M. Ehara, K.
Toyota, R. Fukuda, J. Hasegawa, M. Ishida, T. Nakajima, Y. Honda, O. Kitao, H. Nakai, M.
Klene, X. Li, J. E. Knox, H. P. Hratchian, J. B. Cross, V. Bakken, C. Adamo, J. Jaramillo, R.
Gomperts, R. E. Stratmann, O. Yazyev, A. J. Austin, R. Cammi, C. Pomelli, J. W. Ochterski,
P. Y. Ayala, K. Morokuma, G. A. Voth, P. Salvador, J. J. Dannenberg, V. G. Zakrzewski, S.
Dapprich, A. D. Daniels, M. C. Strain, O. Farkas, D. K. Malick, A. D. Rabuck, K.
Raghavachari, J. B. Foresman, J. V. Ortiz, Q. Cui, A. G. Baboul, S. Clifford, J. Cioslowski,
B. B. Stefanov, G. Liu, A. Liashenko, P. Piskorz, I. Komaromi, R. L. Martin, D. J. Fox, T.
Keith, M. A. Al-Laham, C. Y. Peng, A. Nanayakkara, M. Challacombe, P. M. W. Gill, B.
Johnson, W. Chen, M. W. Wong, C. Gonzalez, and J. A. Pople, Gaussian, Inc., Wallingford
CT, 2004]. Os valores das energias de interagdo intermoleculares (AE) foram determinados
através da equagao:

AE = E(Complexo de hidrogénio) — £ [E(Monémeros)]| 1

Os resultados das energias de interagdo intermoleculares AE foram corrigidos pelos
valores das Energias de Ponto Zero (ZPE) vibracional (D.A. McQuarrie, 1973) e pelo
calculo do Erro de Superposi¢ao do Conjunto de Base (BSSE) (S.B. Boys, F. Bernardi,

1970).

2.7. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A caracterizacdo térmica das amostras foi determinada por um calorimetro diferencial
de varredura Shimadzu — Thermal Analyzer DT 40 DSC 50/50Q com amostras de 2 mg
precisamente pesadas que foram colocados em panelas de aluminio e aquecidas em uma razao

de 10°C.min™" e temperatura de varredura entre 30 e 350°C.
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2.8. Difrag¢do de po de Raio- X

As analises de DRX das dispersoes em forma de filmes finos foram executadas em
amostras orientadas aleatorias, varrendo sobre o intervalo de 5-55° 20, em um difratdmetro

Siemens PW1710, com geometria Bragg—Brentano (6, 26) e radiagao Ni-filtrado CuKa.

2.9. Dissolucdo In vitro

Estudos de dissolugdo in vitro foram executados seguindo especificagdes do Food and
Drug Administration (FDA) para farmacos pouco soliveis usando a United States
Pharmacopeia (USP) aparato de dissolugdo 2 (pa) (Varian Inc. VK 7010) a 75 rpm e 37°C
(£0.5°C). (USD 1997). O meio de dissolugdo usado foi HCI 0.1 M with NaCl, pH 1.2 em um
volume de 900 mL por cuba. Em intervalos de tempo pré-determinados, amostras de 5 ml
foram retiradas do meio de dissolu¢do com reposicao e filtradas em filtro de membrana de
0.45 pm analisadas por espectrofotometria a 324 nm. Para cada sistema binario 4 replicatas

foram testadas.

3. Resultados e discussao

3.1. Microscopia Eletronica de Varredura

A Fig. 3 ilustra as micrografias dos materiais puros, das misturas fisicas e das
dispersdes solidas. O BNZ (a) existe como cristais bem definidos, enquanto que o PVP K30
(b) apresenta-se como particulas ou pedacos de particulas esféricas amosfas. PEG 6000 (c)
consiste de largas particulas cristalinas de tamanho irregular. Nas misturas fisicas (d, e), as
caracteristicas dos cristais de BNZ, que foram misturados com particulas de excipientes ou
aderidas em sua superficie, foram claramente detectadas em todas as misturas, confirmando
assim, a presenca da droga cristalina. Ao contrario, nas dispersdes solidas (f, g) aparecem na
forma de particulas irregulares onde a morfologia original de ambos os componentes

desaparece e agregados mintsculos de partes amorfas de tamanho irregular estdo presentes.
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Conseqlientemente, a redugdo de tamanho de particula, aumento da area de superficie, ¢ a

interagdo entre os carreadores hidrofilicos e 0 BNZ podem ser responsaveis pelo aumento da

solubilidade da droga observado pelas particulas das dispersoes solidas.

Fig. 3. MEV micrografias dos componentes isolados e misturas fisicas (MF) e dispersoes
solidas (DS) de BNZ, PVP e PEG. (a). BNZ; (b). PVP; (¢). PEG; (d). MF BNZ/PVP; (e). MF
BNZ/PEG; (f). DS BNZ/PVP; (g). DS BNZ/PEG.

3.2. Espectroscopia de Infra Vermelho

O espectrograma no infravermelho do BNZ ¢ relativamente complexo dadas as

diferencas funcionais caracteristicas da molécula. As caracteristicas principais sdo: a
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carbonila (AMIDA 1) e deformagao N-H (amida II); as vibragdes devido ao grupo benzilico e
imidazolico e, em individual, ao grupo nitro.

A identificacdo da amida secundaria parece isenta de duvidas. Ligagdes N-H em
alguns pontos distintos, com clareza, a banda devido a vibragdes de estiramento, em 3330
cm”. O mesmo pode ser dito considerando a banda relativa ao estiramento da carbonila
(amida I) observada em 1685 cm-1. Para vibra¢des de deformacdo N-H (amida II), em 1685
cm’™, também pode ser considerada a caracteristica da amida secundéria. Foi atribuido ainda a
banda de 1318 cm™ para um estiramento C-N (amida III).

Quando compara-se a MF e a DS em torno de 3330 cm™ esse pico sempre diminui,
sendo este pico o estiramento N-H da molécula do BNZ, existindo uma interagdo do
polimero com esse grupamento.O pico em torno de 1685 cm™ se alarga, sempre mais nas
dispersdes do que nas MFs, esse pico ¢ devido ao C=0 da amida do BNZ, como ja
observamos que houve interagdo no N-H, talvez por esta na mesma regido exista uma
interagdo com esse grupamento, fato colaborado com os resultados obtidos na modelagem
molecular.

Em 1565 cm™” também ha uma diminui¢o do pico; este pico também & referente a
vibragdo N-H, ja discutida acima. Existe a diminui¢do e até aparecimento de novos picos na
regido de 1500 em’, sdo picos C=0 e C=C, do anel benzénico. Em 1318 cm™! hi o
alargamento do pico, referente a ligagdo C-N da amida do BNZ, portanto estd mais que
provado que existe uma possivel interagdo entre PVP e a parte da amida do BNZ, mesmo que

sejam fracas essas interagdes.
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Fig. 4. Espectrograma IV de componentes isolados e misturas fisicas e dispersdes

solidas de BNZ, PVP and PEG

3.3. Modelagem Molecular das interagoes farmaco—polimero

Na Tabela 1 sdo apresentados os principais resultados estruturais e energéticos dos
dois complexos de hidrogénio formados entre os polimeros PVP e PEG, e a molécula do

Benznidazol (BNZ).

Tabela 1. Resultados estruturais e energéticos de PVP--BNZ (a) e PEG--BNZ (b)
complexos de hidrogénio, obtidos com os calculos B3LYP/6-31G(d,p).

(a) (b)

Parametros
PVP---BNZ PEG---BNZ
RI 2.187 2.399
RIT 2.390 2.379
RIIT 2.312 —
AE 20.90 6.60

* Valores para as distincias R sdo dados em Angstrons
** Valores de AE sdo dados em kcal.mol



58

As energias de interacdo intermoleculares AE (corrigido por BSSE e ZPE) de 6.6 ¢
20.90 kJ.mol" obtidas através do calculo B3LYP/6-31G(d,p) foram determinados para os
complexos mais estaveis, os quais sdo representados na Figura 5 pelas estruturas (a) ¢ (b),
respectivamente. Diante destes resultados, foi demonstrado que a estabilidade da interagdo
entre a molécula do Benznidazol e 0 mondmero PVP foi trés vezes maior quando comparada
com o PEG. Além disso, pode-se ver na tabela 1 que o complexo com PVP ¢ formado por trés
ligacdes de hidrogénio, enquanto com o PEG, apenas duas ligagcdes de hidrogénio foram
identificadas.

A Figura 5 ilustra a geometria otimizada obtida para os complexos de hidrogénio (a) e

(b)

(@) (b)

Fig. 5. Geometrias Otimizadas obtida dos complexos de hidrogénio PVP---BNZ (a) e
PEG---BNZ (b) obtidas do calculo B3LYP/6-31G(d,p).
3.4. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
As curvas de DSC obtidas do material puro, dispersdes soélidas e suas
correspondentes misturas fisicas foram representadas na Fig. 6. O BNZ possui em seu

comportamento térmico um pico endotérmico em aproximadamente 190°C referente ao ponto
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de fusdo da substancia pura. O PEG possui pico -caracteristico endotérmico em
aproximadamente 65,4°C, para o PVP onde pode-se observar uma leve curva , no sentido
endotérmico no intervalo de 50-120°C devido a evaporacdo de d4gua do material.

O pico caracteristico do BNZ foi perdido, significando a perda de estrutura cristalina
do farmaco em todas as amostras (misturas fisicas e processados).

As Dispersdes solidas de BNZ tanto com PEG como PVP mostraram quase o mesmo
comportamento térmico de suas misturas fisicas (PMPEG ¢ PMPVP), a auséncia de picos do
BNZ sugere que o farmaco foi completamente solubilizado na fase liquida dos polimeros,
fenomeno relatado anteriormente por (P. Augustijns, & G. Van der Mooter, 2000;
Echezarreta-Lopez et al., 2000). A anélise térmica por DSC nao €, neste caso, uma ferramenta

analitica conclusiva na busca de indicios de intera¢des farmaco polimero.

SDEPEG

SDKNPEG

PMPEG

Fig. 6. Curvas DSC para componentes isolados e sistemas binarios de BNZ, PVP ¢
PEG.
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3.5. Difracgdo de po de raio-X

Os difratogramas do padrao de BNZ (c) revelaram que o BNZ é um composto
cristalino, mostrando dois picos de difracdo muito fortes a 20 em torno de 7.0° e 17.0°
respectivamente, enquanto outros presentes em menor intensidade a 260 um em torno de 11.0°
e outro de 22.5°. Entretanto, mesmo que seja uma material cristalino, nas dispersdes solidas
na matriz do PVP esses picos perdem intensidade, caracterizando uma tendéncia ao estado
amorfo, caracteristico do PVP puro (fig. 7.d) e sugerindo que o PVP inibe a cristalizagdo do
BNZ, tanto na dispersao sélida por malaxagem (fig. 7.b) quanto na obtida por rotacvaporacao
(fig. 7.f), apesar da amostra rotaevaporada apresentar uma reducdo mais acentuada desses
picos caracteristicos, principalmente o pico em torno de 17.0°. Por outro lado, os
difratogramas nas dispersoes solidas de BNZ/PEG revelam que o BNZ pode ter sofrido
recristalizacdo durante o processo de preparacdo das dispersdes apos evaporacao do solvente
(fig. 7.g). O PEG tem dois picos fortes caracteristicos a 20, 19.0° e 23.0° (fig. 7.e) e nas
dispersdes de BNZ/PEG estes picos caracteristicos foram reduzidos, e o pico caracteristico do
BNZ em torno de 7.0° foi reduzido tanto na dispersdo malaxada BNZ/PEG (fig. 7.a) quanto
na dispersdo rotacvaporada BNZ/PEG (fig. 7.g). Esta reducdo de picos caracteristicos fortes
pode contribuir para uma melhora de solubilidade, ja que formas amorfas t€ém mais facilidade

de solubilizag¢do do que as formas cristalinas.
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DS PEG RV (¢2)

DS PVP RV ()

PEG (e)

WW%M' o h wPVP (d)

BNZ (c)

DS PVP MX (b)

DS PEG MX (a)

Fig. 7. Difratogramas de difragdo de raio-X de BNZ, PVP e PEG e de respectivas
misturas fisicas e dispersoes solidas.

3.6. Estudos de dissoluc¢do

As curvas de dissolugdo do BNZ e das varias misturas bindrias sdo representadas na

Fig. 8. Os perfis de taxa de liberagao foram plotados como percentual de BNZ dissolvidos das
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dispersoes solidas, misturas fisicas e BNZ puro versus o tempo. Foi evidente que a taxa de
dissolu¢dao do BNZ puro foi lenta, menos que 10% de BNZ sendo dissolvido em 1 h.
Comparando com o BNZ puro, a taxa de dissolugdo do BNZ das misturas fisicas mostrou-se
mais elevada, demonstrando que mesmo sem haver interagdo quimica, apenas a mistura do
farmaco pouco soluvel com o polimero hidrofilico ja melhora suas caracteristicas de
dissolu¢do. O incremento da taxa de dissolugdo observado nas misturas fisicas deve ser
principalmente atribuido ao efeito hidrofilico dos carreadores, que pode reduzir a tensdo
interfacial entre 0 BNZ ¢ o meio de dissolu¢do, conduzindo assim a um aumento na taxa de
dissolugdo. Na figura 8, observa-se que, quando comparando as misturas fisicas com as
dispersdes solidas, todas as dispersdes proporcionaram um efeito maior na taxa de dissolugao
do que as respectivas misturas fisicas. Comparando com o BNZ puro, BNZ foi liberado mais
rapidamente nas DS rotaevaporadas do que nas DS malaxadas, e em ambos os processos, 0
PVP mostrou um incremento da taxa de dissolugdo mais acentuado do que nas DS com PEG.
A taxa de dissolucdo do BNZ das misturas fisicas e em todas as dispersdes solidas com PEG
6000 e PVP K30 foi significativamente maior que o BNZ isolado(Fig. 8). Isto demonstrou os
efeitos solubilizantes do PEG e do PVP. A alta taxa de dissolugdo relativa ao BNZ puro deve
ser explicado pelo efeito molhante dos polimeros no BNZ. Viarios mecanismos tém sido
propostos para explicar o aumento na cinética de dissolu¢do de fdrmacos em dispersdes
solidas. Diminuigdo da cristalinidade, aumento da molhabilidade, ¢ redug¢do do tamanho de
particulas da droga sdo considerados fatores predominantes (Craig, 2002). A melhoria da taxa
de dissolugdo obtida com misturas fisicas pode ser atribuidos a ambos os fatores, melhoria na
molhabilidade da droga e pronta formagao de complexos soliveis no meio de dissolugao.

A melhoria da taxa de dissolu¢do do BNZ foi obtida nas misturas fisicas ¢ nas
dispersdes solidas. Um répido e excelente comportamento na dissolu¢ao foi obtido pela

formacao de dispersdes solidas com PVP K30 ou PEG 6000.
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Fig. 8. curvas de dissolugdo no BNZ isolado, nas misturas fisicas e dispersoes solidas
com PVP e PEG.

Conclusao

Neste trabalho, o aumento da solubilidade e taxa de dissolugdo do BNZ pdde ser
realizado pela formacdo de dispersdes solidas com PVP K30 e PEG 6000. Baseado nos
resultados pdde-se constatar que as dispersdes solidas foram muito eficientes na melhoria
dessas caracteristicas, que sdo pontos limitantes deste farmaco e dificultam sua
biodisponibilidade. Dessa forma, formas farmacéuticas s6lidas orais de BNZ com PVP K30 e

PEG 6000 com alta taxa de dissolu¢ao podem ser produzidas.
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Capitulo 1V

5 SISTEMAS DE DISPERSOES SOLIDAS E COMPLEXOS DE INCLUSAO PARA
INCREMENTO DE SOLUBILIDADE DO BENZNIDAZOL

5.2 Artigo V. Improving benznidazole solubility by solid dispersions with HPMC

and inclusion complexes with B-cyclodextrin.

Artigo a ser submetido ao International Journal of Pharmaceuticals
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5.2 Artigo IV. Improving benznidazole solubility by solid dispersions with HPMC
and inclusion complexes with B-cyclodextrin.

Adley Antonini Neves de Limal, Jos¢ Lamartine Soares Sobrinhol, Jeckson Luis da Silval,
Roberto Antonio Cavadinha Corréa Jinior' e Pedro José Rolim Neto'*

1 - Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos — LTM, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

* Avenida Prof. Arthur de S4, s/n, Cidade Universitaria, CEP 50740-521, Recife —
PE, Brasil. Fone/Fax: 81 3272 1383, E-mail: pedro.rolim@pesquisador.cnpq.br.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o incremento de solubilidade do benznidazol (BNZ) em
agua por dois sistemas: dispersoes solidas (DS) com hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e
complexos de inclusdo (CI) com B — ciclodextrina (BCD). Foram desenvolvidas além das
misturas fisicas (MF), DS através de diferentes técnicas de obten¢do, como malaxagem,
rotaevaporacdo e spray-drying. A intera¢gdo do BNZ com o HPMC nas DS e a complexagao
do BNZ com a BCD foi avaliada através de estudos de dissolugdo in vitro. Foi realizado
também um estudo teodrico detalhado de modelagem molecular para avaliar a complexacao do
BNZ na BCD. Os resultados tedricos e experimentais mostraram que a solubilidade e a taxa
de dissolugdo do BNZ foram significativamente aumentadas pelas DS e CI, bem como em
suas MFs, demonstrando ainda que os CI com BCD promoveram um maior efeito do que as

DS com HPMC.

Palavras-chave: Benznidazol, Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), B - ciclodextrina,

dispersao solida, complexo de inclusdo, ciclodextrina
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the increase of benznidazol (BNZ) solubility in water
for two systems: solid dispersions (SD) with hydroxypropylmetylcelulose (HPMC) and
inclusion complexes (IC) with B - ciclodextrina (BCD). They had been developed beyond the
physical mixtures (PM), SD through different techniques of attainment, as kneading,
coevaporating and spray-drying. The interaction of the BNZ with the HPMC in the SD and
the complexation of BNZ with the BCD was evaluated through dissolution studies in vitro. A
theoretical study detailed of molecular modeling was also carried through to evaluate the
complexation of BNZ in the BCD. The theoretical and experimental results had shown that
the solubility and the dissolution rtaec of BNZ significantly had been increased by SD and IC,
as well as in its PMs, demonstrating despite the IC with BCD had promoted a bigger effect of

what the SD with HPMC.

Key words: Benznidazole, hydroxypropilmetylcelulose (HPMC), B - cyclodextrine,

solid dispersion, inclusion complexe, cyclodextrin.

1. Introducao

O Benznidazol (2-Nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida, BNZ, segundo
DOCAMPO (2001) ¢ atualmente o farmaco de escolha para o tratamento da doenga de
Chagas, que ¢ endémica nos diversos paises latino americanos e afeta 16-18 milhdes de
pessoas, com mais de 100 milhdes expostos ao risco da infec¢do (Lamas, 2006). Sua
terap€utica ¢ eficaz na fase aguda e no inicio da infeccdo cronica tendo como principais
problemas sua baixa solubilidade e alta toxicidade. A reduzida hidrossolubilidade leva a

limitacdes na sua biodisponibilidade. Para melhorar a solubilidade/dissolucdo varias técnicas
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tém sido utilizadas para drogas pouco soliveis em agua, entre elas a dispersao solida e
complexos de inclusdo com ciclodextrinas.

A B-ciclodextrina (BCD, fig. 1B), composta por sete unidades de glicose, ¢ a ciclodextrina
natural mais empregada pois apresenta baixo custo, prazo de vigéncia de patente ja expirado e
tamanho de cavidade adequado para incluir anéis aromaticos e heterociclicos. (Rao e Stella,
2003; Del Valle, 2004; Challa, Ahuja, Ali e Khar, 2005). O efeito solubilizante das
ciclodextrinas pode ser potencializado pelo uso de polimeros hidrofilicos, como a
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC, fig. 1A) (Loftsson, 1998), polimero utilizado em sistemas
de dispersdes solidas para a mesma finalidade de melhorar a solubilidade/taxa de dissolugao
de farmacos pouco soluveis em agua (Ohara et al., 2005; Janssens et al., 2008). O presente
trabalho tem o objetivo de avaliar o incremento da taxa de dissolu¢do do BNZ em sistemas de

dispersdes solidas com HPMC e complexos de inclusdo com BCD.
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Figura 1. Estrutura quimica da Hidroxipropilmetilcelulose (A) e da B-ciclodextrina (B)

2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

Benznidazol, Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), B — ciclodextrina (B-CDX); etanol;
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2.2. Doseamento do BNZ

O doseamento foi realizado de acordo com metodologia desenvolvida e validada por Soares-
Sobrinho e colaboradores, 2006, utilizando espectrofotometro UV em comprimento de onda

de 324 nm.

2.3. Preparac¢do das misturas fisicas e dispersoes solidas
2.3.1. Preparagdo das misturas fisicas

O BNZ e o HPMC foi precisamente pesados na razdo de 1:1 p/p. Para a f-CDX, a
propor¢cdo de 1:1 com o BNZ foi pesada em razdo molar. Em cada propor¢cdo foram
pulverizados e completamente misturados em gral de porcelana com auxilio de pistilo, até a
mistura homogénea ser obtida. As misturas foram tamizadas em malhas de 250 pm,
transferidas para recipientes adequados e mantidas em dessecador.

2.3.2. Preparagdo das dispersoes solidas
2.3.2.1. Dispersoes Solidas co-precipitadas (evaporadas)

As dispersoes solidas do BNZ com HPMC na razio de 1:1 (p/v) e com B-CDX (1:1
razdo molar) foram preparadas através do método de solvente por rotaevaporacdo. O BNZ, o
HPMC e a B-CDX foram separadamente solubilizados, usando uma mistura de solventes
(etanol: 4gua) na propor¢do 2:1 numa quantidade minima necessaria para solubilizar. Os
solventes foram removidos através de um rotaevaporador a uma temperatura fixa (60° C), a
pressdo reduzida. O solvente, aderido a superficie da particula co-precipitada, foi removido
por secagem com auxilio de vicuo durante 3h e mantido durante 12 horas em dessecador.
Apo6s evaporacdo, os residuos removidos foram moidos em grau com auxilio de pistilo e
tamisados em malha de 250 pm, sendo as dispersdes solidas resultantes transferidas para

recipientes adequados e mantidas em dessecador para futuras caracterizacdes.
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2.3.2.2. Dispersoes Solidas malaxadas

O BNZ, HPMC e B-CDX foram precisamente pesados nas mesmas proporgoes
anteriores ¢ pulverizados e completamente misturados em gral de porcelana com auxilio de
pistilo, com molhagem dos pods simultdnea com solugdo hidroalcodlica agua/etanol até a
mistura homogénea ser obtida. As pré-dispersdes foram entdo colocadas em estufa a 60° C
durante 14 horas para secagem total e retirada da solugdo hidroalcodlica. As dispersoes
solidas resultantes foram tamisadas em malha de 250 um e transferidas para recipientes

adequados para futuras caracterizagoes.

2.3.2.3. Dispersoes Solidas atomizadas ( Spray Dryer)

As dispersoes solidas do BNZ com HPMC na razdo de 1:1 (p/v) e com B-CDX (1:1
razao molar) foram preparadas através do método de solvente por Spray-Dryer, utilizando um
mini Spray Dryer Biichi B-191. O BNZ, o HPMC e a B-CDX foram separadamente
solubilizados, usando uma mistura de solventes (etanol: 4dgua) na propor¢do 2:1 numa
quantidade minima necessaria para solubilizar. As dispersdes foram obtidas sob as seguintes
condi¢des: temperatura de entrada de 140°C, fluxo de ar de 5 mL/min, e temperatura de saida

entre 80 — 90°C.

2.4. Modelagem molecular do complexo de inclusdo BNZ-B-CD

A otimizagdo geométrica do complexo de inclusio BNZ-BCD foi realizada em vacuo e na
presenga de moléculas de agua usando MM2 for¢a de campo como instrumento em
HiperChem (versao 6.03 para windows). A presenca de dgua foi simulada pela colocacdo das
moléculas do soluto em uma caixa de 25x25x25 A com aproximadamente 200 moléculas de

4gua e uma distancia minima de 2.3 A entre o soluto e as moléculas de 4gua. A conformacio
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do complexo mais estavel foi considerada através da menor energia de interagao (Lipkowitz

,1998; Pose-Vilarnovo et al, 2001).

2.5. Dissolugdo in vitro

A dissolu¢ao do BNZ foi realizada com o ativo isolado, na misturas fisicas ¢ nas
dispersdes solidas rotaevaporadas, malaxadas e atomizadas. O teste de dissolugdo foi
realizado utilizando aparato de dissolugdo pa, a temperatura de 37£5°C e 75 rpm em meio
HCl 0,1 N com NaCl. Para esta determinagdo foram exatamente pesadas amostras
equivalentes a 50 mg de BNZ e transferidas para as cubas de dissolugdo contendo 900 mL do
meio. O volume de coleta foi de 4 mL de amostra em intervalos pré-determinados e
imediatamente filtradas (0,45 um). O volume dentro da cuba foi imediatamente reposto pela
adicdo de meio a 37+5°C. A concentragdo de BNZ em cada intervalo de tempo foi

determinada por espectrofotometria UV. Cada amostra foi determinada em quadruplicata.

3. Resultados e discussao

3.1. Modelagem molecular do complexo de inclusdo

Para a estequiometria 1:1 em vacuo se aprecia diferencas importantes nas energias,
sendo a complexacdo pelo lado largo da ciclodextrina mais favoravel energeticamente. No
entanto, em meio aquoso a simulagdo apresenta valores invertidos, sendo os complexos
formados pela porg¢ao estreita da BCD os mais favoraveis (tabela 1).

Diferentemente dos dados obtidos pelo diagrama de solubilidade, a simulacdo de
forma¢ao de complexos de inclusio entre BNZ e BCD apresenta como formas de
complexagdo mais favordveis a estequiometria 1:2 (farmaco:CD) em vacuo. Os valores

obtidos em meio aquoso sdo equivalentes aos obtidos para a estequiometria 1:1 neste mesmo
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meio, de maneira que o mais provavel ¢ que existam de forma simultinea em equilibrio as
duas estequiometrias em solu¢do. Estudos experimentais sdo necessarios para corroborar
estas indicagdes tedricas de complexo, entre eles, espectros de RMN podem esclarecer de
forma inequivoca sobre a natureza dos complexos de inclusdo obtidos na pratica.

As figuras 3 e 4 apresentam a representagdo espacial de todas as possibilidades de

complexos avaliadas, assim como um exemplo ilustrativo do complexo em estado aquoso

(figura 2).
Tabela 1. Entalpia calculada para a formac¢do de complexos
estequiométricos 1:1 BNZ-BCD.
AH (Kcal'mol™)
Grupo Incluso , Meio
vacuo
aquoso
imidazol-estreito 27.0 -2448.0
Benzil-estreito 26.2 -2613.3
benzil-largo 10.9 -476.4
imidazol-largo 10.9 -434.4

Tabela 2. Entalpia calculada para a formagdo de complexos
estequiométricos 1:2 BNZ-BCD.
AH (Kcal'mol™)
Grupo Incluso i Meio
vacuo

aquosos
largo-benzil/imidazol-estreito -22.1 -2898.6
estreito-benzil/imidazol-largo -32.1 -2415.2
largo-benzil/imidazol-largo -16.2 -2813.9
estreito-benzil/imidazol-estreito -41.6 -2834.1

Figura 2. Complexo de inclusio BNZ- BCD 1:1
estequiometricamente otimizado por MM2 com grupo
benzila introduzido pela cavidade estreita da ciclodextrina.




Figura 3.Possiveis estruturas estequiométricas de BNZ- BCD 1:1 por MM2

benzil-estreito

imidazol-largo

benzil-largo

imidazol-estreito




Figura 4.Possiveis estruturas estequiométricas de BNZ- BCD 1:2 por MM2.

benzil-largo/imidazol-largo

benzil-estreito/imidazol-largo

benzil-largo/imidazol-estreito
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3.1. Dissoluc¢do in vitro

Nas curvas de dissolu¢do do BNZ puro, misturas fisicas (MF), dispersdes solidas (DS)
e complexos de inclusdo (CI), observa-se um incremento na taxa e velocidade de dissolug¢ao
do BNZ, conforme apresentado na figura 5. Os perfis de taxa de liberagdo foram plotados
como percentual de BNZ dissolvidos das dispersdes solidas, misturas fisicas, complexos de
inclusdo e BNZ puro versus o tempo. A taxa de dissolucdo do BNZ puro foi lenta, menos que
10% de BNZ sendo dissolvido em 1 h.

Comparando com o BNZ puro, a taxa de dissolugdo do BNZ das misturas fisicas
mostrou-se mais elevada, demonstrando que mesmo sem haver interacdo quimica, apenas a
mistura do farmaco pouco solivel com o HPMC ja melhora suas caracteristicas de dissolugdo.
Observa-se nas curvas da figura 5, que quando comparando as misturas fisicas com as
dispersdes solidas, todas as dispersdes proporcionaram um efeito maior na taxa de dissolugao
do que as respectivas misturas fisicas. Comparando com o BNZ puro, BNZ foi liberado mais
rapidamente nas DS rotaevaporadas do que nas DS atomizadas por spray drying e nas DS
malaxadas. A taxa de dissolu¢do do BNZ das misturas fisicas e em todas as dispersdes solidas
com HPMC foi significativamente maior que o0 BNZ isolado (Fig. 5). Isto demonstrou o efeito
solubilizante do HPMC. A melhoria na taxa de dissolucdo relativa ao BNZ puro deve ser
explicada pelo efeito molhante do HPMC no BNZ. Portanto, a melhoria da taxa de dissolugao
do BNZ foi obtida nas misturas fisicas e nas dispersdes solidas.

Com relacdo aos complexos de inclusdo com BCD, ficou evidente que todos os
complexos aumentaram a velocidade de dissolucdo do BNZ, sendo que os complexos obtidos
por rotaevaporagdo tiveram melhores resultados quando comparados aos complexos obtidos
por malaxagem e por spray drying. Os complexos malaxados obtiveram melhores resultados

de liberacdo quando comparados aos atomizados (spray drying). Isto pode ter acontecido
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devido ao processamento das amostras atomizadas, que poderia ser otimizado para
observagao de melhores resultados com esta técnica.

A dissolucdo muito rapida do fairmaco nos primeiros 5 min ¢ mais de 80% de BNZ
dissolvido em torno de 10 min demonstrou a complexacdo do BNZ com a BCD. Este
comportamento deve ser atribuido a alta energia do estado amorfo e a formacdo dos
complexos de inclusdo (Brewster & Loftsson, 2007). Misturas fisicas corespondentes também
demonstraram melhoria na solubilidade.

Um rapido e excelente comportamento na dissolug@o foi obtido pela formagao de complexos
de inclusdo com BCD. As dispersdes solidas com HPMC, apesar de terem incrementado
também a taxa de dissolu¢do do BNZ, mostraram resultados inferiores aos complexos de

inclusdo

Perfil de Dissolugao HPMC x B-CD

100 -

——HPMC MF

—&—HPMC MX
—#—HPMCRV
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st B-CD MF
——B-CD MX
——B-CDRV

% Dissolvida
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0“. T T T T T 1
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Figura 5. Perfil de dissolugdo do BNZ e dos diversos sistemas binarios (MF, DS e CI)
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4. Conclusoes

Neste trabalho, ficou evidente a contribuicdo dos sistemas de dispersdes solidas e
complexos de inclusdo no incremento da taxa/velocidade de dissolu¢do do BNZ. O estudo
teorico de modelagem molecular demonstrou que o0 BNZ pode se complexar a BCD da varias
maneiras, tanto no meio aquoso quanto na presenga de vacuo, evidenciando que uma
excelente complexacdo estequiométrica pode ser realizada para melhorar a solubilidade do
BNZ.

A complexagdo com BCD, representada pelos complexos de inclusdo, mostrou ser um
sistema mais eficiente para essa melhoria quando comparada com as respectivas misturas

fisicas e com as dispersoes solidas com HPMC.
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6 CONCLUSOES

E de importancia indiscutivel que instituigdes publicas de ensino e pesquisa como a
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, através do Laboratério de Tecnologia dos
Medicamentos - LTM em parceria com industrias farmacéuticas, como o Laboratorio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco — LAFEPE, unam esforcos para a resolucdo de
problemas que acometem a satde da populacdo de baixa renda e por este motivo nao
despertam o interesse das grandes industrias farmacéuticas privadas, como ¢ o caso das
doengas negligenciadas, mais especificamente neste projeto, a doenga de Chagas. No presente
trabalho, através de vérios sistemas como dispersdes solidas e complexos de inclusdo, foi
promovida a melhoria das caracteristicas de solubilidade e taxa e velocidade de dissolucao do
antichagasico Benznidazol, além de relatar o desenvolvimento do método de dissolucio para
comprimidos, método este utilizado em todos os estudos de dissolug¢do in vitro das misturas
fisicas, dispersdes solidas e complexos de inclusdo do BNZ. Foram estudados varios
polimeros hidrofilicos e um tipo de ciclodextrina, ¢ em todos os sistemas foram observadas
melhorias na liberacdo do farmaco, ratificando assim, a utilizacdo destas técnicas no

incremento de solubilidade de fArmacos pouco soliveis em dgua.
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7 PERSPECTIVAS

Caracterizar as amostras de dispersdes solidas de HPMC e complexos de inclusdo de
B-ciclodextrina, bem como suas respectivas misturas fisicas, utilizando técnicas
analiticas como Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), andlise térmica por
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), espectroscopia de IV e Difragdo de
raio-X e Ressonancia Magnética Nuclear;

Realizar estudos de solubilidade através de diagrama de fases de solubilidade com os
polimeros hidrofilicos e as ciclodextrinas;

Realizar estudo tedrico de modelagem molecular entre o benznidazol e 0o HPMC, onde
podera ser comparado com o estudo de modelagem do farmaco com os outros
polimeros hidrofilicos, PVP e PEG;

Desenvolvimento de novas dispersdes sélidas com outras propor¢des entre farmaco-
polimero para posterior caracterizacdo e avaliagdo dos sistemas.

Otimizar o processo de obtencdo de dispersdes solidas e complexos de inclusdo por

Spray Drying.
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DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS DE DISPERSOES SOLIDAS DE BENZNIDAZOL E CARACTERIZAGAO POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

JOSE LAMARTINE SOARES SOBRINHO(PG)(1); ADLEY ANTONINI NEVES DE LIMA(PG)(1); LUCIANA NEIVAANTUNES
LIMA(C)(1); PRISCILA DE GOUVEIA ZAMBONI LINS(IC)(1)RICARDO MARTINS SILVA(IC)(1); SERGIO SANTOS SILVA(IC)(2); JOSE
LUIS DE LIMA FILHO(PQ)(3); PEDRO JOSE ROLIM NETO(PQ)(1).

(1) Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos (LTM), Universidade Federal de Pernambuco.

INTRODUCAO

O benznidazol (BNZ) é atualmente o unico farmaco
utilizado na terapia de pacientes chagasicos, apesar de possuir
alta toxicidade e baixa solubilidade, sendo entdo um desafio
tecnolégico otimizar a biodisponibilidade desse farmaco por
técnicas que venham melhorar a sua solubilidade e assim
diminuir a sua toxicidade. Uma das técnicas utilizadas para
este fim sdo as dispersdes sélidas, sistemas onde o farmaco
pouco solivel em agua é disperso em carreadores, neste caso,
polimeros hidrofilicos.

OBJETIVO

Melhorar a solubilidade do farmaco por meio de
dispersdes solidas utilizando polimeros hidrofilicos, como
Polivinilpirrolidona (PVP) K-30 e Polietilenoglicol (PEG) 6000.

METODO

Preparagdo das misturas fisicas: o BNZ com PVP K-
30/PEG 6000 foram precisamente pesados na razéo 1:1, 1:2 e
1:3 (p/p) para cada polimero. As misturas homogéneas
previamente pulverizadas foram tamisadas em malha de 250
um, armazenadas e mantidas em dessecador. As dispersdes
solidas foram desenvolvidas pelo método do solvente,
utilizando para o BNZ uma mistura de metanol com acetonitrila
na proporgdo 2:1. Os polimeros foram solubilizados em
metanol. Apos solubilizados, o ativo e os polimeros foram
misturados e submetidos a rotaevaporagdo a uma temperatura
fixa de 50° C, a presséo reduzida.

RESULTADOS

Pbde-se constatar através da Microscopia Eletronica de
Varredura, a morfologia dos cristais do BNZ, (fig. 1.a) e sua
interagdo com o PVP e o PEG. Nas misturas fisicas foram
observadas para o PVP/BNZ (b) a disposi¢do dos cristais do
farmaco sobre o polimero, e para a mistura fisica PEG/BNZ (c)
a disposicdo das particulas de PEG, menores sobre o cristal
maior de BNZ. Nas dispersdes sélidas, as morfologias originais
do farmaco e dos polimeros foram alterados, encontrando-se o
farmaco disperso nos polimeros hidroilicos na forma de
agregados nao uniformes, conforme fig 1.d e 1.e.

Figura 1. MEV do BNZ, das misturas fisicas (MF) e dispersdes
solidas (DS) do BNZ com os polimeros PVP K-30 e PEG 6000.

a. BNZ. b. MF PVP/BNZ. c. MF PEG/BNZ. d.DS PVP/BNZ. e. DS
PEG/BNZ

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Foi demonstrado através da MEV, que nas misturas fisicas
do farmaco com os polimeros, ndo houve alteragdo na forma e
no tamanho de nenhum dos polimeros, nem do BNZ, ocorrendo
apenas uma sobreposig¢éo entre eles. Ja nas dispersdes soélidas
do BNZ com PVP-K30 e PEG 6000, ficou evidenciado uma
redugéo no tamanho e no ndmero de cristais do BNZ, sugerindo
a conversdo do estdo cristalino do BNZ ao estado amorfo nas
dispersdes solidas. Dessa forma, a utilizagdo dos polimeros
hidrofilicos carreadores pode melhorar a baixa solubilidade do
BNZ, devido a redugdo do tamanho das particulas nas
dispersdes solidas, o que consequentemente levara ao
aumento da superficie de contato e também pelo fato de que as
formas amorfas possuem normalmente solubilidade e
velocidade de dissolugdo mais elevadas que as formas
cristalinas.
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