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RESUMO

A pilocarpina é um fitofarmaco extratido do Jaborandi, utilizado no mundo inteiro. Toneladas
de folhas de jaborandi s&o empregadas na extracdo da pilocarpina, que possui rendimento de
0,5 a 1%, gerando grandes volumes de biomassa. Desta biomassa, a epiisopiloturina (EPI) é o
alcal6ide de maior rendimento, e estudos recentes tem demonstrado sua promissora atividade
anti-leishmaniose, anti-esquistossomose, anti-inflamatéria e protetora gastrica. Entretanto,
trabalhos reportam sua limitada solubilidade aquosa e suas caracteristicas fisico-quimicas sao
pouco conhecidas. Assim, este trabalho objetivou elucidar essas caracteristicas e desenvolver
dispersdes solidas (DS) para incremento da sua cinética de dissolugdo. Para tal, foram
investigadas suas caracteristicas fisico-quimicas no estado solido, quanto ao ponto de fuséo
(221,72-228,24°C) e de decomposicdo (224 °C), além dos parametros da cinética de termolise
(Ea = 88,95 kJ.mol* e ordem de reacdo 1), e ao perfil cristalino por DRX. EPI também foi
caracterizada quando em solugdo, sendo caracterizada como muito pouco soltuvel em agua (pH
6,8), tanto pela solubilidade de equilibrio (Ceq) quanto pela taxa de dissolugdo intrinseca,
mesmo permanecendo majoritariamente ionizada durante todo o TGI (pKa = 7,46 £ 0,29). As
DS, obtidas com os polimeros HPMCAS, Eudragit L100-55, PVP K-30 e HPMC, foram
profundamente estudadas quanto a miscibilidade, aplicando-se os parametros de Hansen e
Florry-Huggins, mas este trabalho demonstrou que a anélise do tempo de indugdo trouxe
resultados mais realisticos, podendo esse parametro ser aplicado em outros sistemas
semelhantes. A caracterizagdo das DS demonstraram a formacao de solucéo sélida para todos
os sistemas contendo 10% de EPI. A anélise de IV mostrou intera¢cGes em todos 0s sistemas,
exceto para o HPMC. Os melhores sistemas obtidos foram a base de HPMCAS e PVP K-30,
cujas AUC foram maiores que a EPI cristalina em 10,57; 4,3; 2,19 vezes para 10, 20 e 30% de
EPI na DS com HPMCAS; e 12,04; 5,54; e 5,46 vezes para 10, 20 e 30% de EPI na DS com
PVP K-30. Na estabilidade acelerada, chama-se atencdo para higroscopicidade do PVP K-30,
que inviabilizou as analises, embora tenha demonstrado auséncia de cristais até 1 més de
avaliacdo por microscopia de polarizacdo, evidenciada para a DS HPMCAS 10% no 12° dia.
Estimou-se aqui uma perda média na ED% de 0,1347% e 0,23% por dia para as DS HPMCAS
10 e 30%, respectivamente. Assim, conclui-se que este trabalho contribuiu com o conhecimento
sobre a EPI, fornecendo uma ideia do seu funcionamento no corpo, além de trazer contribuices
aprofundadas a respeito da obtencéo racional de dispersées sélidas e anélise da miscibilidade,
culminando na obtencdo de dois sistemas com o mais alto grau de dispersdo (nivel molecular),

com incremento da AUC de até 12 vezes. Acrescenta-se, ainda, que apesar de os achados



apresentados nesse trabalho contribuirem para acelerar a aplicacdo do protétipo na terapéutica,
incentivando toda a cadeia produtiva e a economia nacional, eles ndo se limitam a este alcaloide,

podendo também servir de suporte para diversos outros compostos farmacéuticos.

Palavras-chave: Dispersdes solidas. Cinética de dissolucdo. Miscibilidade. Epiisopiloturina.



ABSTRACT

Pilocarpine is a phytopharmaceutical extracted from Jaborandi, which has been used
worldwide. Tons of jaborandi leaves are used in the extraction of pilocarpine, which yields
from 0.5 to 1%, generating large volumes of biomass. From this, epiisopiloturine (EPI) is the
alkaloid with the highest yield. Recent in vivo and in vitro studies have shown promising anti-
leishmaniasis, anti-schistosomiasis, anti-inflammatory and gastric protective effects of EPI,
however, studies have reported limited aqueous solubility and their physico-chemical
characteristics are poorly understood. Thus, this work aimed to characterize the prototype and
obtain solid dispersions (SD) to increase its dissolution Kinetics. For this purpose, its
physicochemical characteristics in the solid state were investigated, as well as the melting point
(221.72-228.24°C) and decomposition temperature (224°C), in addition to the Kkinetic
parameters of thermolysis (Ea = 88.95 KJ.mol-1 and order of reaction 1), and to the crystalline
profile by XRD. EPI was also characterized as being very poorly soluble in water (pH 6.8),
both by the equilibrium solubility (Ceq) and by the intrinsic dissolution rate, even though it
remained mostly ionized throughout the TGI (pKa = 7.46 + 0.29). The SD were obtained with
the polymers HPMCAS, Eudragit L100-55, PVP K-30 and HPMC, were thoroughly studied for
miscibility by applying the Hansen and Florry-Huggins parameters, but in this work it is
demonstrated that the induction time has brought more realistic results, and this parameter can
be applied in other similar systems. The characterization of SD demonstrated the formation of
a solid solution for all systems containing 10% of EPI. The analysis of IR showed interactions
in all systems, except for HPMC. The best systems obtained here were based on HPMCAS and
PVP K-30, whose AUC were higher than the crystalline EPI in 10.57; 4,3; 2.19 times for 10,
20 and 30% of EPI on HPMCAS-based SD; and 12.04; 5.54; and 5.46 times for 10, 20 and 30%
EPI on PVP K-30-based SD. Under accelerated stability, we call attention to hygroscopicity of
PVP K-30, which impaired the analyzes, although it showed absence of crystals up to 1 month
of evaluation by polarization microscopy, evidenced for the 10% HPMCAS-based SD on the
12" day. An average loss in DE% of 0.1367% and 0.23% per day for the 10 and 30% HPMCAS-
based SD, respectively, was estimated here. Thus, it is concluded that this work contributed to
the knowledge about EPI, providing some insights of its functioning into the body, as well as
providing in-depth contributions on the rational obtaining of solid dispersions and miscibility
analysis, which leds to the achievement of two systems with the highest degree of dispersion
(molecular level), with AUC’s increasement of up to 12 times. It is also added that although the
findings presented in this work contribute to accelerate the application of the prototype in the



therapy, stimulating the entire production chain and the national economy, they are not limited

to this alkaloid and can also serve as support for several others pharmaceutical compounds.

Key-words: Solid dispersion. Dissolution kinetic. Miscibility. Epiisopiloturine.
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1 INTRODUCAO

O jaborandi (Pilocarpus microphyllus) encontra-se entre as espécies vegetais de maior
interesse mundial devido ao alto nivel de alcal6ides presente em suas folhas (BERNABE, 2008;
GUMIER-COSTA et al.,, 2016). Neste grupo de metabolitos destaca-se a pilocarpina,
fitofarmaco bastante utilizado no tratamento do glaucoma, no combate a xerostomia e no
estimulo a musculatura lisa gastrointestinal (MIURAS, 2009; VERAS et al., 2013) no mundo
inteiro, cuja extracdo e isolamento envolve a producdo de toneladas de folhas de Jaborandi por
ano. Entretanto, devido ao baixo rendimento de pilocarpina (0,5 a 1%) (GUMIER-COSTA et
al., 2016), gera-se grandes volumes de lixo organico (biomassa). Dentre os constituintes deste
residuo, a Epiisopiloturina (EPI) se apresenta em maior quantidade. O trabalho de Véras e
colaboradores (2013) mostra como o isolamento da EPI pode ocorrer a partir dessa biomassa e,
desde entdo, esse mesmo grupo tem estudado o alcaléide quanto a suas propriedades bioldgicas,
destacando-se as atividades anti-leismaniose (MIURA, 2009), anti-esquistossomose (VERAS
et al., 2012), anti-inflamatoria (SILVA et al., 2013) e protetora gastrica (NICOLAU et al.,
2017).

Dentro do contexto das doengas negligenciadas, a EPI apresenta destaque pois sua
obtencéo representa baixo custo, uma vez que é originario de um processo de produgéo nacional
e, majoritariamente nordestino, ja muito bem estabelecido. Ainda, por ser de origem vegetal,
0s investimentos voltados a sintese de novos farmacos séo reduzidos, o que é particularmente
importante devido ao baixo interesse de investimento por parte da industria farmacéutica para
0 desenvolvimento de produtos destinados ao tratamento de doencas negligenciadas. Assim,
este alcaldide, tratado neste trabalho como protétipo a farmaco, apresenta grande potencial
terapéutico.

EPI foi primeiramente descrita em 1978 por Voightlander e colaboradores, por ser
encarada como uma impureza no processo de extragéo e isolamento da pilocarpina, mas apenas
em 2009 suas propriedades bioldgicas foram estudadas. Assim, informacgdes importantes da
molécula, como parametros fisico-quimicos, permanecem desconhecidos. Trabalhos na
literatura alegam sua baixa solubilidade aquosa (GUIMARAES et al., 2014; LIMA, 2016), o
que representa um risco a garantia da qualidade do produto, porém essa abordagem é apenas
qualitativa. Alguns estudos apontam parametros fisico-quimicos pontuais da molécula (MELO
et al., 2015; NICOLAU et al., 2017; PORTES et al., 2016; VERAS et al., 2013) que agregam
conhecimento sobre o alcalbide, porém ainda sdo insuficientes para compreender seu possivel

funcionamento no corpo humano, quando administrado por via oral, ja que esta € a principal
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via de administracdo de medicamentos.

Devido a esse cenario promissor e a escassez de informagdes cruciais a producao de
um produto farmacéutico a base de EPI, este trabalho destina-se a contribuir com informacdes-
chave a seu respeito. Para tanto, técnicas de caracterizacdo foram empregadas para elucidar seu
comportamento no estado solido e também em solucéo, a fim de se obter uma ideia sobre seu
comportamento no corpo ap6s a administracdo oral. Adicionalmente, aborda-se aqui o
comportamento do alcal6ide frente & quantificacdo por espectrofotometria na regido do UV-
visivel, pouco explorado na literatura para alcal6ides imidazolidinicos e nunca explorado para
EPI. Esses aspectos de caracterizagdo séo de fundamental importancia por permitir conhecer
profundamente os candidatos a farmaco, direcionando a intervencao de tecnologias para seu
melhoramento, quando necessario (COSTA et al., 2013; DANIEL et al., 2015; SOARES et al.,
2011; SOVIZI; HOSSEINI, 2013; VIEIRA et al., 2013).

Ainda, a constatacdo de sua pobre solubilidade aquosa levou a obtencao de dispersdes
solidas (DS) nesse trabalho. Essa é uma das mais tradicionais abordagens para o incremento da
dissolucdo de compostos (ALVES, 2010), caracterizada por uma ou mais substancias ativas
dispersas em um carreador ou matriz inerte, quando ambos encontram-se no estado sélido
(ALVES et al., 2012; SINHA et al., 2010). Estes sistemas foram primeiramente obtidos na
década de 60, e somente dez anos mais tarde polimeros amorfos ou semi-cristalinos passaram
a ser utilizados como carreadores (HUANG; TONG, 2004; ALVES, 2012), permitindo a
amorfizacdo ou a dispersdo molecular do farmaco na sua matriz. Deste modo, incrementos
significativos nos perfis de dissolucdo tem sido alcangados (TRAN et al., 2011; VO; PARK;
LEE, 2013; HUANG; DAI, 2013; SUN;LEE, 2014). Aqui, aborda-se a técnica com enfoque
fisico-quimico no incremento da cinética de dissolugdo e também na estabilidade fisica dos
sistemas, uma vez que este € um dos maiores desafios encontrado na aplicagdo dessa tecnologia
(GREENHALGH et al., 1999; MANIRUZZAMAN et al., 2015; TIAN et al., 2013).

Por fim, acrescenta-se que apesar de o0s achados apresentados nesse trabalho
contribuirem para acelerar a aplicacdo do protétipo na terapéutica, incentivando toda a cadeia
produtiva e a economia nacional, eles ndo se limitam a este alcaloide, podendo também servir

de suporte para diversos outros compostos farmacéuticos.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para caracterizacao da Epiisopiloturina e incrementar sua cinética de

dissolucdo através da obtencgdo de dispersdes solidas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o protétipo no estado sélido e em solugéo;

- Estudar a miscibilidade do protétipo em carreadores poliméricos amorfos ou semi-
cristalinos;

- Obter e caracterizar sistemas dispersos solidos a base de Epiisopiloturina;

- Incrementar a cinética de dissolucdo da Epiisopiloturina;

- Avaliar a estabilidade fisica dos sistemas dispersos sélidos obtidos.

25
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 EPIISOPILOTURINA

O jaborandi legitimo (Pilocarpus microphyllus) (Figura 1) encontra-se entre as espécies
de maior interesse mundial devido ao alto nivel de alcaldides presente em suas folhas (SILVA
et al., 2013; VERAS et al., 2013). Sua aplicacdo no tratamento de doencas foi primeiramente
descrito ap0s relatos do viajante naturalista Gabriel Soares de Souza, autor do livro O Tratado
Descritivo do Brasil, onde destinava o uso da planta para o tratamento de feridas e na doenca
de chagas (ALVES, L. F., 2013). Atualmente, P. microphyllus é a principal matéria-prima para
extracdo do fitofarmaco pilocarpina, utilizado na medicina humana e veterinaria desde 1874
com diversas finalidades terapéuticas, de onde se destacam a redugéo da presséo intraocular, o
combate a xerostomia e o0 estimulo a musculatura lisa gastrointestinal (VERAS et al., 2012;
MIURAS, 2009). Assim, esta espécie € um exemplo de planta que fez a transi¢do entre o
conhecimento popular para sua producdo em larga escala (MIURAS, 2009).

Figura 1 - Pilocarpus microphyllus

Fonte: www.wikiwand.com/em/Pilocarpus

A extracdo e o isolamento da pilocarpina ocorrem em parceria entre a empresa Anidro
Extracdes do Brasil S.A. — a Vegeflora® (Parnaiba, PI, Brasil) — e a companhia farmacéutica
Merck® (Darmstadt, Alemanha) e envolve a producéo de 5,2 t de folhas por ano (GUMIER-
COSTA et al., 2016). Segundo Gumier-Costa e colaboradores (2016), cultiva-se cerca de 3.000
kg/folhas/ha/ano, contra, aproximadamente, 120 kg/ha/ano no sistema extrativista. Em 2008, ja

com uma relacdo abalada entre a Vegeflora® e a Merk®, a empresa brasileira fornecia 520 t de
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folhas ao valor de R$ 7,50/kg, o que representava uma movimentagdo de 39 milhGes de reais,
sempre com os interesses voltados ao isolamento da Pilocarpina.

Com um rendimento médio de 0,5% quando fruto do extrativismo e de 1% quando
nativo, o volume de residuo (biomassa) & muito grande. Essa biomassa é composta por grande
nimero de outras moléculas, a exemplo da isopilocarpina, pilocarpidina, isopilocarpidina,
pilosina, isopilosina, epiisopilosina e epiisopiloturina, apresentadas na Figura 2 (MELO et al.,
2015; NICOLAU et al., 2017; VERAS et al., 2013).

Figura 2- Estrutura dos alcaldides encontrados no género Pilocarpus
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Legenda: (1) pilocarpina, (2) isopilocarpina, (3) pilocarpidina, (4) isopilocarpidina, (5) pilosina, (6) isopilosina,
(7) epiisopilosina, (8) epiisopiloturina, (9) 13-nora-7(11)-dehidro-pilocarpina (10) N,N-dimetil-5-metoxi-
triptamina, (11) N,N-dimetil-triptamina, (12) plastidesmina, (13) (1H)-4-metoxi-2-quinolona e (14) dictamina.
Fonte: (SANTOS; MORENO, 2004)

A epiisopiloturina (EPI) (Figura 3) é a molécula mais abundante dessa biomassa, com
rendimento calculado em cerca de 2 kg de EPI para cada 1500 Kg das folhas de jaborandi
(VERAS et al., 2013). Trata-se de um alcaloide imidazdlico que foi identificado desde 1978
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por Voightlander e colaboradores, devido a ser considerada impureza no processo de
isolamento da pilocarpina. Atualmente, com foco no seu isolamento, é possibilitada a avaliacdo

de suas atividades bioldgicas.

Figura 3 - Estrutura quimica da Epiisopiloturina
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Fonte: Adaptado de Veras e colaboradores (2013).

As atividades bioldgicas da EPI foram primeiramente exploradas em 2009 por Miuras
(2009). Miuras (2009) demonstrou, em sua tese, promissora atividade da EPI contra a forma
amastigota de Leishmania amazonenses, através de ensaios in vitro. Em 2012, o mesmo grupo
publicou o seu primeiro trabalho sobre as atividades biolégicas da EPI, em que foi demonstrada
sua promissora atividade esquistossomicida quando avaliada em comparagéo ao tratamento de
escolha atual, que faz uso do Praziquantel (PZQ) (VERAS et al., 2012). Um ano mais tarde,
Silva e colaboradores (2013) apresentaram significativa atividade anti-inflamatoria, através de
estudo in vivo, por via intra-peritoneal em ratos. O estudo mais recente, realizado por Nicolau
e colaboradores (2017), evidenciaram sua funcao protetora gastrica, também através de estudos
in vivo, em ratos.

Miuras (2009) demonstrou, através de ensaios in vitro, que a EPI apresentou
significativa atividade contra a forma amastigota, fase parasitaria real que causa a infecgdo em
seres humanos e cées, de Leishmania amazonenses na concentragéo de 128 pg/mL. Em termos
de eliminacgéo dos parasitas, essa dose se aproximou da dose de PZQ 5 mg/mL. Entretanto, EPI
merece destaque pois atua contra a forma amastigota, enquanto que os demais medicamentos
disponiveis no mercado para o tratamento desta doenca atuam apenas na fase promastigota
(BANETH; SHAW, 2002; ORDONEZ-GUTIERREZ et al., 2007).

A atividade esquistossomicida da EPI é considerada promissora, mesmo o protétipo
tendo apresentado dose e o periodo de tratamento superiores ao PZQ. As vantagens
apresentadas para a EP1 em relacdo ao PZQ é que prototipo apresenta maior extensdo de atuacdo
quanto as diferentes fases do ciclo de vida dos vermes de S. Mansoni, além de o protétipo exibir
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inibicdo significativa e irreversivel da aptiddo reprodutiva dos vermes (ovoposi¢édo), acdes ndo
observadas para 0 PZQ. Adicionalmente, EPI demonstrou atividade contra os esquistossomulos
em diferentes idades (3h, 1, 3, 5 e 7 dias), onde a concentracdo de 300 ug/mL foi capaz de
eliminar todos eles em 120 h (VERAS et al., 2012).

Em paralelo, Silva e colaboradores (2013) apresentaram significativa atividade anti-
inflamatéria da EPI. Neste estudo, observou-se que o pré-tratamento dos ratos com dose de 1
mg.Kg? de EPI reduziu significativamente o edema de pata induzido por carragenina (p<0,05).
A mesma dose também inibiu efetivamente os edemas induzidos por sulfato dextran, serotonina
e bradicinina. Também se observou a redugdo da peritionite induzida por carragenina, a partir
da inibicdo de neutrdfilos e leucdcitos liberarem citocinas pro-inflamatdrias, tais como o TNF-
a e IL-1B. Ainda, os autores demonstraram atividade antinociceptiva do protdtipo. Todas as
analises foram estatisticamente melhores do que o grupo controle, que recebeu indometacina
10 mg/Kg (SILVA et al., 2013).

A acdo protetora géastrica foi estudada por Nicolau e colaboradores (2017) pois o anel
imidazolico, presente na EPI, é conhecido por possuir propriedades gastroprotetoras. Além
disso, varios alcaloides que possuem este anel também tém demonstrado capacidade de
melhorar o quadro de Ulcera péptica. Assim, através da inducdo do dano gastrico pela
administracdo de naproxeno, avaliou-se in vivo o poder curativo da EPI. N&o diferente dos
demais alcaloides imidazélicos, EPI apresentou efeito gastroprotetor contra o dano gastrico e
intestinal induzido por naproxeno através de sua acdo anti-inflamatoria, com reducdo de
citocinas pro-inflamatdrias, redugdo do estresse oxidativo e aumento do fluxo sanguineo da
mucosa gastrica (NICOLAU et al., 2017).

Dentre as atuacOes bioldgicas da EPI, chama a atencdo suas possiveis agdes
esquistossomissidas e anti-leishmaniose, uma vez que se tratam de doencas negligenciadas. As
doencas negligenciadas representam um dos principais problemas de satde pablica em mais de
70 paises tropicais e subtropicais (STEINMANN et al., 2006), e mesmo representando 80% da
populagdo mundial, correspondem apenas a 20% das vendas globais de medicamentos. Os
investimentos do governo brasileiro para pesquisa e desenvolvimento destinados a doencas
negligenciadas giram em torno de 75 milhdes de reais por ano (SANTOS et al., 2012), porém
o0 conhecimento produzido nédo é revertido em avangos terapéuticos (novos farmacos, métodos
de diagndsticos e vacinas), devido ao baixo potencial de retorno lucrativo de seu publico alvo
(Ministério da saude, 2010).

A bioprospeccdo de plantas para uso como protétipos de novos medicamentos ganha
espaco no desenvolvimento de fa&rmacos destinados ao tratamento das doencas negligenciadas.
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Segundo Funari e Ferro (2005), a exploracao ética da biodiversidade brasileira se faz de grande
relevancia, dado o conhecimento popular abundante do pais, principalmente quando destinadas
ao tratamento destes tipos de enfermidades, pois a opgdo de conduzir pesquisas a partir da
indicacdo de plantas utilizadas por comunidades encurta o percurso do desenvolvimento de uma
nova droga, ja que os pesquisadores dispdem, antes mesmo de iniciarem os estudos cientificos,
de uma indicagdo de qual atividade bioldgica esta droga poderia apresentar (FUNARI; FERRO,
2005).

Entretanto, pouco se explorou sobre suas propriedades fisico-quimicas. Estudos
pontuais foram realizados em alguns dos trabalhos publicados (GUIMARAES et al., 2014
NICOLAU et al., 2017; VERAS et al., 2013). A literatura existente afirma que o proto6tipo é
insoldvel em agua (GUIMARAES et al., 2014; LIMA, 2016), entretanto, essa fundamental
caracteristica ndo é aprofundada. Dessa forma, um dos objetivos desse trabalho é aprofundar
os conhecimentos fisico-quimicos sobre a EPI de modo a verificar sua aptidao real na aplicacdo

de medicamentos.

3.2 CARACTERIZACAO DE FARMACOS

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas de farmacos é fator indispensavel
durante o desenvolvimento de medicamentos, pois variages na forma sélida de uma substancia
ativa podem provocar alteracdes significativas em propriedades fisicas e quimicas da mesma,
gerando desvios de qualidade do produto final (DANIEL et al., 2015; VIEIRA et al., 2013).
Assim, esta etapa visa 0 acumulo maximo de informagGes sobre o comportamento do farmaco,
que serd fundamental para a deteccéo antecipada de problemas de formulacao e na identificacdo
das intervencdes tecnolodgicas cabiveis (DANIEL et al., 2015; SOARES et al., 2011; VIEIRA
et al., 2013).

Esta abordagem se torna ainda mais essencial quando se trata de prot6tipos a farmacos,
onde a literatura dispde de pouca ou nenhuma informacdo a respeito das condicdes fisico-
quimicas do insumo e, geralmente, estas substancias ainda sdo passiveis de desvio de processo
de sintese/isolamento, repercutindo em muitas variagdes inter-lotes, inclusive de pureza do
material, pois ndo possuem padrdo de qualidade definido (SOVIZI; HOSSEINI, 2013).
Parametros como identificagdo molecular, determinacéo morfologica dos cristais, solubilidade

aquosa, pKa e comportamento térmico, dentre outros, tem sido aplicados na literatura como
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importantes direcionadores para o conhecimento destas caracteristicas (COSTA et al., 2013;
MELO et al., 2015; VIEIRA et al., 2013). Aqui serdo discutidas as principais técnicas adotadas
neste trabalho.

3.2.1 Anélise Térmica

O emprego das técnicas de analise térmica na caracterizacdo de materiais possui vasta
aplicagdo. Esta é definida como um conjunto de técnicas que permite avaliar as propriedades
fisicas de uma amostraem fungdo da temperatura ou tempo, enquanto esta amostra é submetida
a um programa controlado de temperatura (MENDONCA et al., 2013; MOYANO,;
BROUSSALIS; SEGALL, 2010). No contexto farmacéutico, os principais pontos de interesse
sdo as variacOes de massa e de entalpia, mensuradas atraves da termogravimetria (TG) e da
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), respectivamente. Estas técnicas em associacdo
permitem elucidar uma série de eventos como fusdo, ebulicdo, sublimacdo, vaporizacao,
dessolvatagdo, transicdo de fase sélido-s6lido, degradacdo quimica, cristalizacdo e
decomposicdo, que servirdo tanto para determinacéo dos parametros de qualidade quanto para
seu controle (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011). Entretanto, a literatura defende que a
analise térmica deve ser realizada em associacdo com técnicas de caracterizacao
complementares, tais como espectrometria de absor¢do na regido do infravermelho (1V) e
difracdo de raios-x (DRX), dentre outras, para evitar o estabelecimento de conclusdes
equivocadas (JULIO et al., 2013; MELO et al., 2015).

Adicionalmente, a determinag&o da cinética de degradacdo térmica (termolise) também
se insere dentre as aplicagdes de destaque deste conjunto de analises. Uma vez que a agdo do
calor funciona como um catalisador para realizacdo dos mecanismos naturais de degradacéo
das substancias, a obtencdo da cinética de decomposi¢do térmica fornece informacgoes
importantes sobre a estabilidade destes compostos em temperatura ambiente, seja isolado ou
em associagdo com excipientes. Assim, a determinacdo desta cinética permite a determinacéao
dos pardmetros da reacdo de decomposicdo da substancia, tais como energia de ativagéo (Ea),
ordem da reacéo e fator frequéncia (A) (Quadro 1) (COSTA et al., 2013; MELO et al., 2015;
VIEIRA et al., 2013). Estas informac0des, por sua vez, auxiliam na predi¢do da estabilidade e
fornecem informag6es fundamentais a respeito do tempo e das condigdes de armazenamento
dos farmacos e medicamentos, sendo uma alternativa rapida e/ou complementar para estimava
do prazo de validade (COSTA etal., 2013; EL’'TSOVA; GOLUBITSKII; BUDKO, 2014).
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Quadro 1- Parametros obtidos a partir da determinacdo da cinética de degradacéo térmica de um composto

Parametro Aplicacao
Fator frequéncia (A) Fornece uma medida da frequéncia de ocorréncia de uma situacdo da reacdo, em
geral considerando como um fator intrinseco a frequéncia de vibragdo na
coordenada de reacéo.
Energia de ativacdo (Ea) ¢ descrita como a barreira energética requerida para converter reagentes em
produtos
Ordem da reacéo E definida como a variagio da velocidade da reagdo com a concentracdo dos
reagentes
Fonte: Baseado no texto de LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001.

Dentre os parametros obtidos através desta abordagem, a Ea € o de maior interesse para
avaliar a estabilidade de compostos farmacéuticos, podendo ser utilizada para o
estabelecimento de um perfil comparativo de estabilidade entre vérios farmacos e suas
associacOes, onde quanto maior a Ea, maior a estabilidade térmica do composto. Esta
comparacgéo tem sido realizada por diversos autores na literatura (COSTA et al., 2013; MELO
et al., 2015; SALAMA; MOHAMMAD; FATTAH, 2015; SOARES et al., 2011; SOVIZI;
HOSSEINI, 2013; VIEIRA et al., 2013).

3.2.2 Caracterizacao da Substancia Ativa em Solugéo

A via de administragdo oral de fA&rmacos € a rota mais frequentemente empregada devido
a sua conveniéncia, seguranga, grande acessibilidade, maior adesé@o dos pacientes ao tratamento
e baixo custo (O’DRISCOLL,; GRIFFIN, 2008; PRETORIUS; BOUIC, 2009). Em se tratando
de medicamentos no estado solido, as moléculas de fa&rmaco necessitam ser liberadas da fase
solida e inseridas na fase de solucdo, processo este denominado de dissolucdo, para
posteriormente serem absorvidas pela parede do trato gastrointestinal (TGI). Esta liberacéo
depende das caracteristicas de solubilidade do farmaco (DAHAN; MILLER; AMIDON, 2009;
INCECAYIR; TSUME; AMIDON, 2013), pois o fluido do TGI é aquoso, e pode ser
influenciada por diversas caracteristicas fisico-quimicas do mesmo. Uma vez que em torno de
95% dos farmacos hoje disponiveis tratam-se de acidos ou bases fracas, seu estado de ionizacéo
é controlado pelo pH da solucdo e pela constante de dissociacdo &cida (pKa) do farmaco,
portanto, estes itens serdo determinantes no processo de dissolu¢cdo (ZRNCIC; BABIC;
PAVLOVIC, 2015) e, consequentemente, de absorcgéo.
O (s) valore (s) de pkareflete (m) o grau de ionizacdo das moléculas, e corresponde (m)
ao (a) valor (es) de pH no qual 50% delas encontram-se na sua forma ionizada e 50% na sua

forma molecular, quando em solucdo. A forma ionizada é usualmente mais solivel em &gua,



33

enquanto que a forma neutra € mais lipofilica e, assim, possui maior permeabilidade nas
membranas (VOLGYI et al., 2007). Portanto, o pKa pode ser utilizado para descrever a maioria
das espécies de moléculas presentes em determinado ambiente, possuindo assim fundamental
importancia na verificacdo do comportamento de determinada molécula na vasta faixa de pH
que o TGI apresenta. Sendo assim, esta é uma das varias propriedades cruciais utilizadas para
estimar a absorc¢&o, distribuicdo, metabolismo e excre¢do de compostos em sistemas bioldgicos
(ZRNCIC; BABIC; PAVLOVIC, 2015).

Em paralelo, o conhecimento sobre a quantidade maxima de massa capaz de se manter
soltvel nos diferentes pH's do TGI também sdo fundamentais para compreensdo do estado
fisico em que se encontrara o farmaco a cada estagio deste percurso. De acordo com o Food
and Drug Administration (FDA) e o European Medicines Angency (EMEA), esta informacéo
deve ser obtida através dos métodos do equilibrio (shake-flask) e métodos potenciométricos,
onde seu emprego deve ser devidamente justificado. O método do equilibrio consiste em
adicionar quantidade suficiente do soluto em um meio pré-definido até atingir sua saturacao,
seguida de agitacdo e repouso por tempo prolongado até a obtencdo do equilibrio e
quantificacdo do sobrenadante (FDA, 2000; EMEA, 2008).

A solubilidade de substancias pode ser classificada de varias maneiras. Para fins de
controle de qualidade, esta é definida como a quantidade de partes do solvente necessaria para
solubilizar completamente uma parte do soluto, obtendo-se assim sete possiveis niveis de
solubilidade (Quadro 2).

Quadro 2 - Classificacdo quanto ao grau de solubilidade de farmacos em qualquer solvente.

Termo descritivo Volume apropriado de 4gua (mL) por grama de soluto
Muito solGvel Menos de 1 parte do solvente é necessario para dissolver 1 parte do soluto
Facilmente solGvel De 1 a 10 partes do solvente sdo necesséarias para dissolver 1 parte do soluto
Solavel De 10a 30 partes do solvente sdo necessarias para dissolver 1 parte do soluto
Ligeiramente solGvel De 30 a 100 partes do solvente sdo necessarias para dissolver 1 parte do soluto
Pouco soltvel De 100 a 1000 partes do solvente sdo necessarias para dissolver 1 parte do soluto
Muito pouco sollvel De 1000 a 10000 partes do solvente sdo necessarias para dissolver 1 parte do soluto
Praticamente insolGvel Mais de 10000 partes do solvente s@o necessarias para dissolver 1 parte do soluto

Fonte: Adaptado de: USP NF 37 e FB (2011).

J& para classificagdo quanto ao sistema de classificagdo biofarmacéutico (SCB), esta
solubilidade é dose dependente, ou seja, uma substdncia é considerada altamente solUvel

quando sua maior dose for soltvel em 250 mL ou menos de uma solucéo aquosa numa faixa de
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pH entre 1,0 - 7,5, para o FDA, e entre 1,0 € 6,8, para 0 EMEA, ambos a 37°C. Este volume de
liquido é derivado dos protocolos de estudo de bioequivaléncia convencionais, cuja
administracdo do medicamento é considerada em individuos em jejum e com o suporte de um
copo de 4gua (PHAM-THE et al., 2013; YU et al., 2002) (FDA, 2000; EMEA, 2008). Porém,
em se tratando de substancias sem dosagem definida (protétipos), este método apresenta-se
limitado.

Neste sentido, a determinacdo da taxa de dissolucdo intrinseca (TDI) pode ser uma
alternativa interessante e tem sido muito utilizada para caracterizar substancias sélidas. A
determinacédo da TDI pode ser muito importante durante o curso do desenvolvimento de novas
entidades quimicas, porque permite a predi¢do de problemas de biodisponibilidade potenciais
e pode também ser (til na caracterizagdo destes componentes. Este também é um fendmeno de
equilibrio e, portanto, espera-se uma correlacdo mais estreita deste pardmetro com a dissolugéo
do farmaco in vivo do que com a solubilidade propriamente dita. Segundo Nicklasson, Brodin
e Sundelof (1983), a dissolucdo de uma superficie sélida tem sido descrita como um processo
em que é principalmente controlado pela difuséo, e varios modelos de liberacéo tem sido levado
em consideracdo. A determinacgdo da dissolucdo intrinseca pelo método dos discos giratérios é
advinda da eletroquimica, onde estes discos tem sido aplicados para estudar o transporte de ions
em um campo eletroquimico. A partir desta teoria bésica, diversas outras aplicagdes tem sido
dadas a estes sistemas, inclusive no ramo farmacéutico, pois permite a determinacdo
experimental da taxa de dissolucdo direta de farmacos (NICKLASSON; BRODIN;
SUNDELOF, 1983).

Segundo a USP NF 37, a TDI discute a determinacdo da taxa de dissolucdo de um
compacto ndo desintegravel exposto a uma area de superficie fixa em um dado meio de
dissolucdo. A formacéo deste compacto é realizada pela compressdo do material, sob presséo
apropriada, utilizando uma prensa. Essa metodologia tem sido empregada para estudar
biodisponibilidade e bioequivaléncia de farmacos sollveis em agua desde agosto de 2000,
entretanto, tem-se postulado que esse método é robusto e facilmente realizado, obtendo-se uma
boa correlagdo da TDI com a solubilidade do SCB para 17 farmacos modelos (YU et al., 2002).

Assim, Yu e colaboradores (2004) defendem que a TDI pode ser utilizada para a
determinacdo da solubilidade e da classificagdo biofarmacéutica de farmacos (YU,
LAWRENCE et al., 2004). Sabe-se que a faixa de pH empregada no estudo de solubilidade
deve variar entre 1,0-7,5, entretanto, os autores defendem que o parametro-chave é o pH no
local de absor¢éo, que para a maioria dos farmacos acontece no intestino, sendo empregado um
pH de 6,8 (YU et al., 2002). Baseando-se nos resultados alcancados pelos autores, farmacos
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que possuem TDI maior que 0,1 mg/min/cm?, na faixa de pH de 1,0 a 7,5 e, sobretudo, no pH
de absor¢do do farmaco, podem ser classificados como facilmente soltveis (YU, LAWRENCE
et al., 2004; YU et al., 2002). Portanto, a determinacdo da TDI traz uma abordagem que ndo
contempla a dose dos farmacos nos medicamentos, gerando resultados mais padronizados, e
sendo entdo uma técnica muito importante para prot6tipos a farmacos cuja dose ainda nao foi

estabelecida.

3.3 DISPERSOES SOLIDAS

3.3.1 Conceito e Particularidades

As dispersdes sélidas sdo sistemas compostos por uma ou mais substancias ativas
dispersas em um carreador ou matriz inerte, quando ambos encontram-se no estado sélido
(ALVES et al., 2012; HUANG; DAI, 2014), cuja preparacao é alcancada atraves dos métodos
de solvente, fusdo ou fusdo-solvente (CHIOU; RIEGELMAN, 1971). Estes sistemas dispersos
tem sido vastamente empregados com a intensdo de incrementar o perfil de dissolugdo de
farmacos pobremente sollUveis em &gua, e esta movimentacdo € decorrente dos avancos
alcangados pela quimica combinatoria e a triagem computacional prévia de candidatos a novas
moléculas terapéuticas, que indicam moléculas potenciais com fortes tendéncias a uma boa
permeacao, entretanto falham na solubilidade aquosa (SARODE et al., 2013; SUN; JU; LEE,
2012).

Os primeiros trabalhos envolvendo o emprego das dispersdes sélidas foram publicados
na década de 60 (CHIOU; RIEGELMAN, 1969, 1971), onde envolviam carreadores cristalinos
em sua obtencdo. Estes sistemas, denominados de dispersdes solidas cristalinas, compdem a
primeira geracdo das dispersGes solidas, que sdo baseadas na obtencdo de misturas eutéticas
entre o farmaco e o carreador cristalino (ALVES et al., 2012; LEUNER; DRESSMAN, 2000).
Numa mistura eutética, o ponto de fusdo da mistura € menor que o ponto de fusdo do farmaco
e carreador isolados, e séo resultado de uma recristalizacdo simultdnea entre o farmaco e o
carreador. Assim, a redugdo do tamanho de particula do farmaco, o incremento da
molhabilidade e a mudanga polimorfica constituem as principais raz8es para o incremento da
solubilidade aquosa e da taxa de dissolucdo dos farmacos nesta geracdo de dispersdo solida
(VO; PARK; LEE, 2013) .Um dos pontos criticos na obtencdo destes sistemas é o de trabalhar
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exatamente na composigao eutética, caso contrario, um ou outro componente estara em fase
separada (CRAIG, 2002). Alem disso, a alta estabilidade termodindmica decorrente do estado
cristalino em que as substancias se encontram tornam o incremento da taxa de dissolucéo
pequeno quando comparado a dispersdes solidas no estado amorfo (CRAIG, 2002; VO; PARK;
LEE, 2013).

A aplicacdo de polimeros hidrofilicos como carreadores de dispersdes solidas foi
primeiramente realizada por Chiou e Rielgeman, na década de 70 (CHIOU; RIEGELMAN,
1971). Estes sistemas constituem a segunda geracdo das dispersdes solidas, e possuem a
capacidade de dispersar o farmaco na rede polimérica amorfa. Devido ao estado fisico da fase
dispersante, estes sistemas sdo denominados de dispersdes sélidas amorfas. Aqui, o farmaco é
disperso em um tamanho muito pequeno (molecular, particulas amorfas ou pequenos cristais)
na malha polimérica. Na auséncia do polimero, as moléculas de farmaco tenderiam rapidamente
a recristalizacdo, por ser o estado fisico mais estavel na natureza. Entretanto, o confinamento
molecular das moléculas de farmaco na malha polimérica retarda o encontro entre duas ou mais
moléculas de farmaco para formacao de um cristal. Nesse cenario, se o farmaco for miscivel no
polimero e apresentar uma dispersdo molecularmente dispersa, este sistema é denominado de
solucdo solida amorfa (ou solucéo vitrea), enquanto que se o farmaco for imiscivel no polimero,
sendo a dispersdo composta por duas fases distintas, o sistema é denominado de suspensao
solida amorfa.

Os carreadores poliméricos podem incrementar a molhabilidade e a dispersibilidade de
farmacos, além de inibir sua recristalizacdo quando em contato com a agua, repercutindo assim
no incremento da sua taxa de dissolucdo (SUN; LEE, 2015b; TRAN et al., 2011; VO, PARK;
LEE, 2013) . Entretanto, a separacdo de fases e/ou a recristalizacdo do farmaco durante o
periodo de armazenamento constitui o principal problema a ser superado, sendo este um dos
principais motivos para o baixo namero de produtos no mercado que aplicam esta tecnologia
(TIAN et al., 2014; TIAN et al., 2013; TRAN et al., 2011). A Figura 4 ilustra os diferentes

tipos de dispersdes sélidas aqui abordados.
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Figura 4 - Classificacdo de uma dispersdo ou solucédo solida de um farmaco em um carreador polimérico

Dispersao sélida cristalina ~ Dispersdo solida amorfa Solugdo sélida
(duas fases) (duas fases) (uma fase)

Farmaco cristalino Farmaco amorfo Farmaco dissolvido  Carrcador polimérico

Fonte: Adaptado de Sun;Lee, 2015.

Ainda no contexto do incremento da solubilidade aquosa de farmacos surgiu a terceira
geragdo das dispersdes solidas. Nela, sdo introduzidos agentes surfactantes ou agentes auto
emulsionantes como carreadores ou aditivos, demonstrando assim um significativo incremento
na solubilidade aquosa e na superagdo dos problemas relacionados a precipitacdo e
recristalizacdo do farmaco. O aumento da estabilidade do sistema disperso desta geracdo €
defindido pela natureza anfifilica do agente emulsionante ou surfactante empregado, uma vez
que este pode incrementar a miscibilidade entre o f&rmaco e o carreador, e assim reduzir a taxa
de recristalizacdo do farmaco. Ainda, estes compostos possuem a propriedade bem conhecida
de incrementar a molhabilidade de farmacos e prevenir a precipitagdo do mesmo durante a
dissolucdo, uma vez que promovem sua supersaturacdo (VO; PARK; LEE, 2013).

Ao envolver os polimeros na obtencdo dos sistemas dispersos um novo universo de
possibilidades se abre no &mbito das diferentes formas de liberacéo de farmacos. Assim surgiu
a quarta geracdo das dispersdes solidas, denominada de dispersdes solidas de liberacdo
controlada (DSLC). Nela, dois fatores chaves precisam ser alcangados: o aumento da
solubilidade aquosa do farmaco e sua liberacdo estendida de forma controlada. Ou seja,
farmacos pouco soltveis em agua necessitam estar molecularmente dispersos em um polimero
insoltvel ou intumescivel em &gua, utilizados para retardar a liberacdo do farmaco no meio de
dissolucdo. As DSLC podem liberar quantidade adequada de farmaco em um periodo de tempo
estendido e assim oferecer uma série de vantagens, tais como aumento da aderéncia ao
tratamento por parte do paciente, devido a reducdo de administraces diarias, reducdo dos
efeitos colaterais e efeito terapéutico mais constante ou prolongado de farmacos pouco sollveis
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em agua, dentre outros (GIRI et al., 2012; NGUYEN et al., 2016; VO; PARK; LEE, 2013).
Segundo Giri e colaboradores (2012), a liberacéo de farmacos a partir de DSLC é dependente
do peso molecular e da concentracao do carreador, do aporte de farmaco em relagéo ao polimero
e do grau de reticulacdo do polimero.

A Figura5 ilustra os diferentes perfis de liberacdo de acordo com a geracéo de disperséo
solida empregada.

Figura 5 - Comparacéo dos perfis de dissolucao das quatro gerac6es de dispersdo sélida em condigdes
supersaturadas

LiberagZo do farmaco

Tempo

Fonte: Adaptado de Vo; Park e Lee (2013). Legenda: (0) — farmaco puro; (1) — primeira geracao de dispersdo
solida; (2) — segunda geracao de dispersao solida; (3) — terceira geracdo de dispersdo sdlida; e (4) — quarta geracao
de dispersdo sdlida.

3.3.2 Selegdo do Carreador

Uma vez que a reducdo da mobilidade molecular é crucial para retardar a nucleacéao e
recristalizacdo do farmaco durante o periodo de estocagem deste produto, os carreadores devem
ser selecionados de acordo com sua propriedade de confinamento do farmaco amorfo. Esta
propriedade estid diretamente relacionada com fatores termodindmicos; peso molecular e
viscosidade do carreador; e interacdes entre o farmaco e o carreador. A exposicdo destes
sistemas a condicOes de estresse, como alta umidade relativa do ar (UR) e altas temperaturas
podem resultar na transi¢do polimdrfica do fA&rmaco do estado metaestavel amorfo para o estado
cristalino estavel (SUN; LEE, 2013).

Dentre os fatores termodinamicos, tem-se a temperatura de transicdo vitrea (Tg) do
carreador. Quanto maior a Tg de um polimero, maior a energia requerida para haver a
mobilidade segmentar das suas cadeias, de modo que quao mais distante a Tg do polimero for

da temperatura ambiente, maior é o tempo requerido para relaxacdo do polimero e, assim,
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retarda-se a mobilidade molecular, bem como as taxas de nucleacdo e recristalizagcdo da
molécula dispersa e aprisionada, resultando assim em um aumento na estabilidade destes
sistemas (QIAN et al., 2010; QIAN; HUANG; HUSSAIN, 2010; SUN; LEE, 2013; TIAN, Y.
et al., 2013). Abaixo da Tg, que representa o limite da cinética molecular, a estabilidade das
dispersdes solidas depende fortemente da cinética de separagdo das fases e/ou da cristaliza¢do
do farmaco do que da termodindmica. Tem sido proposto que a uma temperatura 50°C mais
baixa que o Tg do polimero a mobilidade molecular pode ser negligenciada e os s6lidos amorfos
sdo suficientemente estaveis ao longo do periodo de anos (TRAN et al., 2011). Por isso,
polimeros de alta Tg sdo mais aplicaveis na obtencdo de dispersdes sélidas. Quian e
colaboradores (2010) acrescentam, ainda, outras caracteristicas importantes para tornar esta
afirmacdo verdadeira, tais como: o aporte de fA&rmaco no sistema (que deve estar abaixo da
solubilidade maxima do farmaco no polimero); o grau de higroscopicidade da disperséo sélida;
a selecdo de um polimero apropriado; e 0 armazenamento em condic¢Bes apropriadas.

Em relacdo ao peso molecular e a viscosidade do carreador, estudos demonstram que
quanto maior o peso molecular dos polimeros maior € sua viscosidade e, portanto, este polimero
tem a tendéncia de retardar a liberagcdo do farmaco (VO; PARK; LEE, 2013). Este fato foi
observado no trabalho de Yuasa e colaboradores (1994), ao avaliar a taxa de liberacdo do
flurbiprofeno em dispersdes solidas com diferentes pesos moleculares de hidroxipropilcelulose,
onde quanto menor o seu peso molecular mais rapidamente o farmaco foi liberado. Ao mesmo
tempo, estes fatores estdo relacionados com o retardo da mobilidade molecular do farmaco,
evitando assim a recristalizacdo do mesmo (YUASA et al., 1994). Com base nisso, polimeros
de alto peso molecular sdo frequentemente empregados para alcangar a liberagcéo controlada de
farmacos, enquanto que polimeros de baixo peso molecular sdo frequentemente empregados
em sistemas de liberacdo imediata (JANSSENS; VAN DEN MOOTER, 2009).

As interacdes entre o farmaco e o polimero podem, sobretudo, ser o resultado de
ligacOes de hidrogénio e/ou interacbes hidrofobicas (HUANG; DA, 2014). Vérios polimeros
hidrofilicos possuem diversos sitios doadores e/ou aceptores de ligacbes de hidrogénio. Por
exemplo, 0 HPMC, polimero amplamente utilizado na obtencdo destes sistemas dispersos, €
rico em sitios doadores de ligacdes de hidrogénio. E notado na literatura a avaliagio prévia dos
sitios de formac&o de ligagdo de hidrogénio dos polimeros em potencial e do farmaco em que
se deseja obter uma dispersdo sélida (SUN; JU; LEE, 2012). Estas interacfes podem ser
fundamentais no confinamento molecular do farmaco quando no estado sélido (TIAN et al.,
2013) e também podem exercer papel fundamental na dissolu¢do do fa&rmaco no organismo,
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pois atrapalham a precipitacdo do farmaco pobremente soltvel em agua quando em solugédo
aquosa supersaturada no TGl (HUANG; DA, 2014; SUN; JU; LEE, 2012).

3.3.3 Avaliacao da Miscibilidade Farmaco-Polimero

A solubilidade do farmaco amorfo pode ser significativamente maior do que quando no
estado cristalino, entretanto, o estado amorfo é conhecidamente instavel e tende a recristalizar
durante o periodo de prateleira e/ou teste de dissolugdo. Apesar de as dispersdes solidas serem
um caminho relativamente comum para o incremento da solubilidade e, através do
confinamento molecular, alcancar certo grau de estabilidade, esta ainda é insuficiente e
permanece sendo um ponto a ser superado (GREENHALGH et al., 1999; MANIRUZZAMAN
et al., 2015; TIAN et al., 2013).

Devido a isso, a obtencdo de um sistema farmaco-polimero miscivel pode ser mais
efetivo em promover tal confinamento, e a interagdo entre pequenas moléculas de farmaco com
0 polimero na matriz polimérica desempenha um papel vital no comportamento durante o
estudo de estabilidade a longo prazo do produto formulado (MANIRUZZAMAN et al., 2015;
MENG; DAVE; CHAUHAN, 2015). Isso acontece porque a miscibilidade, ou a auséncia dela,
pode afetar dramaticamente a tendéncia de cristalizacdo do farmaco, uma vez que o0s excipientes
sO podem ser efetivos como inibidores da cristalizagdo quando presentes na mesma fase que 0
farmaco (BAIRD; TAYLOR, 2012).

De acordo com Baird e Taylor (2012), um sistema miscivel farmaco-polimero significa
“uma unica e homogénea fase em que o farmaco e o polimero estdo intimamente misturados a
nivel molecular, e o sistema tem propriedades fisicas diferentes quando comparado aos
componentes puros”. Nesse sentido, a selecdo do carreador polimérico deve levar em
consideracdo a habilidade desses dois componentes serem termodinamicamente misciveis
(TIAN, Y. et al., 2013). Essa “miscibilidade” pode ser mensurada através de algumas opcdes
disponiveis na literatura, tais como o parametro de solubilidade de Hansen, o parametro de
interacdo de Flory-Huggins e a anélise do comportamento da temperatura de transi¢do vitrea
(Tg) do sistema em relacdo ao farmaco e o polimero amorfos isolados, que serdo discutidas a
seguir. Apesar de todas essas técnicas apresentarem limitagdes (MENG; DAVE; CHAUHAN,
2015), elas podem oferecer alguns caminhos sobre como esse processo acontece e funcionar
como uma ferramenta importante para prever esse comportamento e evitar perda de recursos

durante o processo de desenvolvimento de DS.



41

3.3.3.1 Parametro de solubilidade de Hansen

Uma abordagem (til para analisar qualitativamente a miscibilidade farmaco-polimero é
0 pardmetro de solubilidade de Hildelbrand e Hansen (8), também denominado de pardmetro
de Hansen, mensurado através da determinacdo da densidade da energia de coesdo dos
componentes individuais, como demonstra a Equacdo 1 (MENG; DAVE; CHAUHAN, 2015).

S=E/V Eq. 1

Onde V ¢ o volume molar do solvente puro e E é a energia de coesdo ou energia de vaporizagdo
mensuravel. A unidade internacional para o pardmetro de solubilidade ¢ MPa'? (HANSEN,
2004).

Sabe-se que para entender um processo de mistura como termodinamicamente
favoravel, a variacdo da energia livre de Gibbs deve ser igual ou menor que zero. Através da
Equacdo 2, pode-se compreender como o valor da AGM é definida para um determinado
processo. Uma vez que o processo de mistura é quase sempre favorecido pela entropia (ASM),
o papel de AHM na resultante AGMtorna-se decisivo. O valor de AHM, por sua vez, é definido
conforme Equagdo 3, demonstrando assim que o seu valor é diretamente proporcional a

diferenca dos parametros de Hansen calculados para cada um dos componentes da mistura, ao

quadrado.
AGM = AHM - TASM Eq. 2
AH" = 0.0.VM (9, - d.) Eq. 3

Se o termo (8, — 0.): tender a zero, o valor negativo da variagdo de energia entropica
governard o valor de 4AGM, tornando-o também negativo, caracteristico de misturas
termodinamicamente favoraveis. Em outras palavras, quanto mais préximo for os valores de &
dos dois compostos a serem misturados, maior a tendéncia de o resultado final de AGM ser
negativo e, portanto, maior a tendéncia de o produto final ser um produto miscivel.

Baseando-se nisso, o parametro de solubilidade tem sido frequentemente empregado
para prever o comportamento de miscibilidade de uma mistura, e essa técnica € bem

estabelecida nos estudos entre polimero-solvente/polimero-polimero. O pardmetro de
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solubilidade de Hansen (o) é especifico de cada substancia da mistura e é calculado a partir de
equacdes pré-determinadas. O célculo individual de & leva em conta as contribuicbes de cada
grupamento quimico da molécula para formacéao de forcas dispersas (Fd), forgas polares (Fp) e
formacé&o de ligacOes de hidrogénio (Un) (Tabela 1) (GREENHALGH et al., 1999; HANSEN,
2004; TIAN et al., 2013).

Tabela 1- Valores atribuidos para formacéo de forgas dispersas (Fd), forcas polares (Fp) e formacéo de ligagGes
de hidrogénio (Uh) para diversos grupamentos quimicos observados em moléculas organicas.

Grupo quimico 2Fq/3¥2cm®2mol* ZFp/KJ.mol* 2Un/KJ.mol
CHs 420 0 0
-CH2- 270 0 0
>CH- 80 0 0

>C< -70 0 0
=CH: 400 0 0
=CH- 200 0 0

=C< 70 0 0

O 1620 0 0
W[j 1430 12.1 0

A ®
S 1270 12.1 0
(o, m, p)

‘F 220 - -
-Cl 450 302.5 0.4
-Br 550 - -
-CN 430 1210 25
-OH 210 250 20
-0- 100 160 3

-COH 470 640 45
-CO- 290 592.9 2
-COOH 530 176.4 10
-COO- 390 152.1 7
HCOO- 530 ; ]
-NH2 280 - 8.4
-NH- 160 44.1 3.1
-N< 20 640 5
-NO2 500 1144.9 15

Anel 190 - -
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Um plano de ) % 0.50 -
simetria

D0|s_ plan_os de i} x 0.25 -
simetria

Mais plan_os de ) x 0 -
simetria

Fonte: Van Krevelen e Te Nijenhuis, 2009.

Essa abordagem tenta explicar o termo “semelhante dissolve semelhante”. Nesse
contexto, considera-se um § similar quando a diferenga entre os dois compostos é de,
aproximadamente, 7 Mpa'? ou menor. Neste caso, entende-se que a mistura é mais inclinada
para ser miscivel. Por outro lado, quando a diferenca é maior que 10 Mpa'?, ¢ mais provavel
de ser imiscivel (GREENHALGH et al., 1999; HANSEN, 2004; TIAN et al., 2013). A
aplicacdo dessa teoria pode ser encontrada nas industrias de polimeros e tintas (HANSEN,
2004) e, atualmente, tem sido usada para guiar a miscibilidade de sistemas farmaco-polimero.

A comparacdo dos valores de & também pode ser indiretamente realizada através de
estudos de solubilidade de materiais; por teste em solvente de conhecido parametro de
solubilidade; a partir dos valores do nimero de refracdo; através da cromatografia gasosa
inversa; ou a partir dos dados de calor de vaporizacdo (ndo disponivel para varios polimeros)
(GREENHALGH et al., 1999; HANSEN, 2004; TIAN et al., 2013).

A aplicacdo deste método, entretanto, possui limitacdes uma vez que os modelos
tedricos usados nessa abordagem sdo apenas aplicaveis a uma estrutura molecular simples, onde
as forcas de Van der Waals desempenham papel predominante. Para os sistemas farmaco-
polimero, em que sdo conhecidos por formar interacdes altamente direcionadas (ex: ligacGes de
hidrogénio), ou uma variacdo de interacfes (ex: interacOes eletroestaticas), essa abordagem
pode ser errbnea (GUPTA et al., 2011; MARSAC; SHAMBLIN; TAYLOR, 2006; MENG,;
DAVE; CHAUHAN, 2015). O trabalho de Li e Chiappetta (2008) concluiu que um & similar
pode ndo assegurar um sistema completamente miscivel. Em outras palavras, esse método pode
fornecer uma especulagéo sobre a miscibilidade farmaco-polimero, mas s&o necessarios outros

métodos em associacdo que concordem com o mesmo resultado (LI; CHIAPPETTA, 2008).
3.3.3.2 Parametro de interagdo de Flory-Huggins
O parédmetro de interacdo de Flory-Huggins (x) é bem estabelecido na industria

farmacéutica para mensurar quantitativamente interagdes de uma cadeia polimérica com outra

cadeia polimérica ou moléculas de solventes. Recentemente, y foi desenvolvido para descrever
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a termodindmica da mistura de um sistema farmaco-excipiente, através da teoria reticular de
Florry-Huggins (MARSAC; LI; TAYLOR, 2009; MENG; DAVE; CHAUHAN, 2015). Para
tanto, h& dois métodos para mensurar o valor de x: 0 método do parametro de solubilidade e o
método de depressdo do ponto de fusao.

No primeiro, o valor de y pode ser calculado a partir da diferenca entre os pardmetros
de solubilidade (3) do farmaco e do polimero (Equacéo 4), onde Vsite € 0 volume hipotético da
energia reticular, que pode fornecer uma estimativa quantitativa da miscibilidade dos sistemas
farmaco-polimero. Entretanto, esse método traz consigo as limitagBes previstas no célculo de
8, ou seja, € apenas aplicdvel a sistemas simples contendo, majoritariamente, interagdes do tipo
forcas VVan der Waals, mas ndo para sistemas que possuam liga¢oes de hidrogénio ou interagoes
ibnicas (MARSAC; SHAMBLIN; TAYLOR, 2006; MENG; DAVE; CHAUHAN, 2015).
(Ea. 4)

Vsite

X = ﬁ(5drug - 5polymer)2

No método de depressao do ponto de fusdo, um estudo no DSC é realizado com misturas
fisicas do farmaco e do polimero, e o comportamento de fusdo do farmaco na mistura é
analisado em comparacdo ao farmaco isolado. Na verdade, a técnica DSC é considerada
“padrdo ouro” na analise de miscibilidade de sistemas amorfos (BAIRD; TAYLOR, 2012).
Geralmente, se o farmaco e o polimero sdo misciveis, uma significante antecipacdo do ponto
de fusdo do farmaco é observada conforme é aumentada a quantidade de polimero em contato,
devido ao processo exotérmico de mistura. Por outro lado, se o sistema é imiscivel, a variacdo
do ponto de fusdo é negligente ou até mesmo ausente, uma vez que 0 processo de mistura é
endotérmico (MARSAC; SHAMBLIN; TAYLOR, 2006; MENG; DAVE; CHAUHAN, 2015).

Termodinamicamente, as mudancas no comportamento da fusdo acontecem porque
como o polimero plastico se mistura com a fase liquida do farmaco espontaneamente, a energia
livre da mistura é negativa, e o potencial quimico do f&rmaco na mistura é reduzido em relacdo
ao farmaco liquido puro (BAIRD; TAYLOR, 2012; MENG; DAVE; CHAUHAN, 2015). Aqui
é aplicada a temperatura de finalizacdo da fusdo (Tendset), UMa vez que representa a solubilidade
do farmaco cristalino no polimero supercongelado (vitreo) sob determinada temperatura.
Assim, valores de y positivos indicam que o sistema é imiscivel, enquanto que valores
negativos de y geralmente sugerem miscibilidade (BIKIARIS et al., 2005; MENG; DAVE;
CHAUHAN, 2015). Em outras palavras, um valor negativo de y a uma certa temperatura indica

que duas diferentes moléculas possuem uma interacdo mais favorével entre moléculas
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diferentes do que entre moléculas semelhantes, e pode muito provavelmente existir em uma
unica fase. Valores de y muito positivos indicam que as moléculas preferem interagir com
moléculas semelhantes, e entdo € mais provavel de ocorrer a separacéo de fases (TIAN, Y. et
al., 2013).

Uma observacdo importante é que os sistemas cujos polimeros possuem baixa Tg sdo
cineticamente mais favoraveis a mistura, ja que esses polimeros ja estdo em um estado
plastico/borrachoso por um periodo relativamente longo antes do processo de fusdo do farmaco.
Assim, esses polimeros possuem tempo e mobilidade suficientes para interagir com o farmaco.
Em contraste, polimeros com alta Tg podem ndo se comportar como um liquido durante o
processo de fusdo do farmaco, podendo levar a uma mobilidade molecular insuficiente e
requerer maior tempo para interagir com o fa&rmaco, resultando em uma cinética de mistura ndo
favoravel. Neste sentido, € importante notar que a temperatura de fusdo do farmaco deve ser
maior que a Tg do polimero, para que assim esse possa suficientemente interagir com o farmaco
fundido. Ainda, interpretagdes equivocadas podem ser admitidas ao se empregar polimeros
semi-cristalinos com um baixo valor de fusdo, pois o farmaco pode se dissolver na matriz
polimérica fundida durante o processo de aquecimento, resultando em uma antecipacdo do
ponto de fusdo do farmaco ainda mais expressiva, ou até mesmo na auséncia do ponto de fusao,
levando a uma interpretacdo errénea sobre a miscibilidade farmaco-polimero (BAIRD;
TAYLOR, 2012; MARSAC,; LI; TAYLOR, 2009; MENG; DAVE; CHAUHAN, 2015).

3.3.3.3 Anélise da temperatura de transicéo vitrea (Tg)

Se um sistema farmaco-polimero é obtido no estado amorfo, a anlalise da Tg pode
oferecer informacBes que ajudam a evidenciar sobre a miscibilidade. Tg é a temperatura de
transicdo de um composto amorfo do estado vitreo (semelhante ao solido) para o estado de
liquido supercongelado (semelhante ao liquido) ou vice-versa (BAIRD; TAYLOR, 2012). Se o
sistema é completamente miscivel, tipicamente um Unico evento de Tg € observado, enquanto
gue se um sistema é totalmente ou parcialmente separado em duas fases amorfas individuais,
dois ou mais eventos de Tg podem ser detectados (BAIRD; TAYLOR, 2012; FRIESEN et al.,
2008).

E importante notar que, no caso de imiscibilidade, os dois valores de Tg aparecerdo nos
entornos da Tg original de cada substancia, enquanto que em caso de miscibilidade, o Unico
evento de Tg devera se encontrar em uma temperatura intermediaria entre o f&rmaco amorfo

puro e o polimero amorfo puro, como explica a equacdo de Gordon-Taylor, ja que o farmaco e
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0 polimero tem formado uma Unica fase farmaco/polimero com propriedades diferentes
daquelas observadas para as substancias puras (FRIESEN et al., 2008).

Entretanto, de acordo com Baird e Taylor (2012), € necessario estar atento que se houver
mais de um evento de Tg, essa € uma forte evidénca para presenca de duas ou mais fases
amorfas, porém, a presenca de um unico evento Tg ndo é um indicador infalivel de
miscibilidade. Isto se deve a algumas limitagdes que a técnica DSC envolve, tais como
guantidade de amostra, razdo de aquecimento e a distancia (em termos de temperatura) da Tg
de cada componente (apenas detectavel se maior que 10°C) (BAIRD; TAYLOR, 2012; MENG,;
DAVE; CHAUHAN, 2015). Assim, a miscibilidade somente podera ser inferida em um

contexto sem ambiguidades pautada em um conjunto de técnicas.

3.3.4 Obtencéo de Dispersdes Sélidas

Ao menos trés metodos para preparacdo de DS vém sendo utilizados com sucesso em
produtos comerciais, que sdo o hot melt extrusion e o spray drying, além da co-precipitacéo,
aplicavel para farmacos que apresentam alto ponto de fusdo e baixa solubilidade em solventes
organicos comuns (HUANG; DAI, 2014). Estes métodos sdo adaptacGes de métodos de
bancada para escala industrial, baseado na fusdo e/ou solubilidade dos compostos.

Através da fusdo do farmaco junto ao carreador até uma temperatura ligeiramente
superior ao ponto de fusdo daquele que apresentar o valor mais elevado, € possivel estimular as
interacGes entre os dois compostos e obter um sistema disperso solido. Os materiais sdo
mantidos em aquecimento até alcancar a formacdo de uma solucdo homogénea, macro e
microscopicamente, seguido do resfriamento sob agitagdo constante. Este método apresenta
maior probabilidade de quebra do estado cristalino do farmaco para o estado amorfo (KIM et
al., 2011), e a depender de sua solubilidade no carreador, pode gerar solu¢des solidas (JUPPO;
BOISSIER; KHOO, 2003). Por outro lado, 0 método demonstra-se inadequado para farmacos
termol&beis e/ou quando ocorre polimorfismo, devido a potencial transi¢do cristalina durante a
fusdo dos compostos (ZAJC et al., 2005).

A obtencdo de DS a partir da evaporacdo do solvente foi primeiramente descrita por
Tachibana e Nakumara (1965), na qual utilizou o vacuo como método de secagem
(TACHIBANA; NAKAMURA, 1965). Esta nova metodologia apresentou diversos beneficios
em comparacdo a utilizagdo da fusdo, como a utilizagdo de substancias termolébeis e polimeros
de alto ponto de fusdo. Isto porque a técnica de evaporagdo do solvente emprega uma faixa de
temperatura de 23-65°C e ndo necessita fundir o carreador para obtencdo dos sistemas
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(LEUNER; DRESSMAN, 2000). Em linhas gerais, a técnica baseia-se na solubilizagdo
simultanea do farmaco e do carreador em um determinado solvente, o qual é submetido a um
processo de secagem. A depender da técnica de secagem escolhida pode haver modificagdes
nas caracteristicas fisico-quimicas do produto final (ALVES et al., 2012). A literatura descreve,
além da utilizagdo do vacuo, o aquecimento da mistura, a evaporacado lenta do solvente a baixas
temperaturas e 0 uso de outros equipamentos de secagem tais como o rotaevaporador, a estufa
e o spray-drying, dentre outros (GIRI et al., 2012).

Na tentativa de unir os beneficios dos dois métodos base de obtencdo de DS, em 1978
Francois e Jones desenvolveram a técnica fusdo-solvente. Este método consiste na fusdo do
polimero e adicdo lenta do farmaco previamente solubilizado em solvente orgénico, com
posterior resfriamento sob agitacdo e secagem. De fato, esta € uma alternativa para farmacos
termolabeis, entretanto, é pouco relatado na literatura (ALVES, et al., 2012).

A malaxagem, processo industrial bem compreendido na obtencdo de granulos por via
Umida, também tem sido empregada na obtencdo de dispersdes solidas (TRAN et al., 2011).
Neste método, o carreador e o farmaco sdo misturados por diluicdo geométrica e a mistura €
malaxada com minima adicdo de solvente (equivalente a 30% do peso dos pds), até alcangar
consisténcia tmida. A mistura entdo é submetida a secagem para obtencdo do produto final. A
secagem do material pode ser feita em estufa ou diretamente na malaxadora acompanhada de
pulverizacdo para uniformizar o tamanho de particula (ALVES et al., 2012; TRAN et al., 2011).
Devido a simplicidade, ao elevado rendimento e a facilidade de transposicéo de escala, este
método é facilmente aplicavel na industria farmacéutica, entretanto, o0 método da evaporagdo
do solvente apresenta resultados ainda superiores, sendo por isso, 0 mais utilizado e 0 mais

descrito na literatura.

3.3.5 Avaliacéo das Propriedades das Dispersdes Sélidas

3.3.5.1 Cristalinidade e homogeneidade

A caracterizacao de sistemas DS quanto a cristalinidade é um dos pontos criticos desse
processo, que ajuda a explicar o ganho da cinética de dissolugdo e também a acompanhar a
estabilidade fisica do sistema. Isso porque apesar da habilidade do polimero confinar o farmaco
em sua rede polimérica, essa habilidade pode ser reduzida com o tempo, em decorréncia de
varios fatores (por exemplo, baixa afinidade polimero-farmaco, aumento da temperatura

ambiente e umidade relativa do ar inadequada, dentre outros). Em virtude desse cenério, a
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estabilidade fisica das dispersdes solidas tem sido considerada um dos maiores desafios da
técnica (BAIRD; TAYLOR, 2012; GREENHALGH et al., 1999; MANIRUZZAMAN et al.,
2015; MENG; DAVE; CHAUHAN, 2015; TIAN et al., 2013).

A difragdo de raios-X (DRX) e a anélise por DSC podem ser usadas para quantificar a
presenca de material cristalino em uma dispersao solida. Para 0 DRX, a presenca de cristais €
detectavel quando essa fracdo for presente em torno de 5%, dependendo do tamanho ou da
forma geométrica do cristal (FRIESEN et al., 2008). Alguns autores ainda afirmam que a
presenca de cristais compondo 5-10% da formulacdo pode ndo ter detectavel (GILL;
CARABALLO; BATAILLE, 2010). Entretanto, essa técnica proporciona a analise de maior
aporte de amostra, avaliando também a homogeneidade da mesma.

Por outro lado, DSC é uma técnica mais sensivel e consegue perceber fracdes ainda
menores de cristal na amostra. Essa técnica emprega quantidades muito pequenas da amostra,
ndo sendo capaz de avaliar a homogeneidade da mesma, a ndo ser que seja analisado varios
pontos distintos. Ainda, na analise com polimeros, a curva DSC pode apresentar um falso
resultado em virtude de interacdes que ocorrem entre o polimero e o farmaco, desestruturando
sua rede cristalina apenas na presenca de calor (resultado ndo veridico sob temperatura
ambiente)(MENG; DAVE; CHAUHAN, 2015). Portanto, multiplas analises devem ser

realizadas e os resultados concordantes para afirmacao de que o sistema é amorfo.

3.3.5.2 Dissolucao: historico e aplicagdes atuais para sistemas amorfos — condi¢des sink e ndo
sink

O teste de dissolugédo tem sido reconhecido como um importante elemento no
desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos (SUN; LEE, 2015b). Trata-se de um
processo heterogéneo classico, uma vez que leva em consideracdo os limites de fase solido-
liquido. A dissolugdo de um s6lido em uma solucdo aquosa é considerada por envolver duas
etapas, em que s&o o transporte interfacial (a reacdo na interface solido-liquido) e a transferéncia
da matéria dissolvida para distante do sitio de reacdo, em que a etapa mais lenta exerce uma
influéncia dominante sobre a taxa de dissolu¢cdo (DOKOUMETZIDIS; PAPADOPOULOQU;
MACHERAS, 2006). Entretanto, foi apenas hd aproximadamente 50 anos atras que os cientistas
perceberam a importancia do processo de dissolugdo na avaliacdo fisioldgica de farmacos
(DOKOUMETZIDIS; MACHERAS, 2006).

O primeiro modelo de dissolu¢do foi proposto por Noyes e Whitney (NOYES;
WHITNEY, 1897), onde estudaram a dissolugéo de dois farmacos moderadamente solveis em
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agua (&cido benzoico e cloreto de chumbo). Nesse estudo evidenciou-se que a taxa de
dissolugdo e uma funcéo linear do gradiente de concentragdo, e o mecanismo foi atribuido a
uma fina camada de difusdo que é formada ao redor da superficie do solido e através do qual
as moléculas difundem para a fase aquosa. Em 1900, Brunner e Tolloczko demonstraram que
a taxa de dissolucdo é dependente da superficie exposta, da velocidade de agitacdo, temperatura,
estrutura de superficie e do arranjo do aparato. Quatro anos depois (1904), Brunner e Nernst
lancaram o conceito da camada de difusdo e a segunda lei de Fick, que é conhecida como a
equacdo de Nerst-Brunner (DOKOUMETZIDIS; MACHERAS, 2006; DOKOUMETZIDIS;
PAPADOPOULOU; MACHERAS, 2006). E em 1931, Hixson e Crowell expressaram a area
da superficie em respeito ao peso da amostra (HIXSON; CROWELL, 1931).

E importante destacar que todas as abordagens acima sdo utilizadas para descrever a
dissolucdo quando a taxa de difusdo da espécie através da camada que envolve a particula de
farmaco é mais lenta do que a reacdo na interface sélido-liquido, entéo, estas sdo expressdes
relacionadas ao modelo da camada de difuséo (DOKOUMETZIDIS; PAPADOPOULOU;
MACHERAS, 2006).

O segundo modelo de dissolucdo foi proposto por Wilderman (WILDERMAN, 1909).
Este abrange o modelo da barreira interfacial, no qual considera o transporte interfacial ao invés
da difusdo do solido através do filme como a etapa limitante, devido ao alto nivel de energia de
ativacdo para o primeiro. Entretanto, esse modelo ndo tem sido estudado em detalhes e uma
descricdo matemaética explicita da cinética de dissolu¢do ndo estd disponivel. Em seguida, o
terceiro modelo, denominado de modelo de Danckwerts foi proposto em 1951, em que
considera que uma constante fonte macroscépica de solvente alcanca a superficie do solido e
absorve as moléculas de soluto, liberando-os na solu¢do. Combinac@es desses modelos também
tem sido considerada. O modelo tedérico do experimento de dissolucdo surgiu apos
aperfeicoamento realizado por Levich (1962), que incluiu os discos rotacionais, levando em
consideracdo a forca centrifuga na difusdo.

Apesar de todas as vantagens da dissolucdo in vitro, até a década de 50 acreditou-se que
a biodisponibilidade in vivo era completamente dependente do tempo de desintegracdo do
comprimido, ignorando-se assim o processo de dissolugdo. Nesse sentido, 0s anos de 1950-
1980 foram marcados pelo desenvolvimento de uma relagdo entre a dissolugédo e a
biodisponibilidade (termo que surgiu no final dos anos 60). Esse processo foi iniciado por
Edwards em 1951, que hipotetizou que o processo de absor¢édo da dissolugcdo de alguns
farmacos acontece através de etapas que, quando controladas, também controlam o

“aparecimento” do farmaco no corpo. Essa teoria foi também seguida por Nelson (1957), o



50

primeiro cientista a relacionar explicitamente os niveis sanguineos do sal de teofilina
administrado oralmente as taxas de dissolucdo obtidas in vitro. Assim, entre 0 meio da década
de 60 até o inicio da década de 70, um nimero de estudos demonstrando o efeito da dissolucdo
na biodisponibilidade de uma variedade de farmcos foram reportados na literatura, incluindo
os achados de que as diferengas da formulacdo do produto poderiam levar a uma grande
diferencga na velocidade de inicio da dissolugdo, intensidade e duragdo da resposta do farmaco
(DOKOUMETZIDIS; MACHERAS, 2006; DOKOUMETZIDIS et al., 2007).

Provada sua importancia, em 1970 o teste de dissolugdo foi reconhecido como uma
ferramenta com imenso valor para o controle de qualidade e tornou o método de dissolucéo
com o aparato cesta (aparato 1, USP) como oficial em seis monografias da farmacopéia
Americana (USP) e do formulario nacional (NF). Desenvolvimentos subsequentes levaram a
adogdo de outros aparatos para a analise das mais variadas formas farmacéuticas (como o
aparato pa, disco rotatério, células de fluxo, pa sobre o disco, cilindro rotatério e suportes
reciprocos, denominados como aparatos I, 111, IV, V, VI e VI, respectivamente) (PHILLIPS
et al., 2012), levando a um crescimento consideravel de monografias durante os anos (Figura
6). Todas essas metodologias empregam a condicédo sink, que significa oferecer um volume
infinito de meio de dissolucéo, a partir do emprego de uma dose cerca de dez vezes menor que

a concentracao de saturacdo (ou concentracdo de equilibrio) do farmaco.

Figura 6 - Evolucdo dos requerimentos dos testes de dissolucdo da FDA entre os anos de 1970 e 2006.
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Adaptado de: DOKOUMETZIDIS; MACHERAS, 2006.
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De acordo com o FDA, a técnica de dissolucdo sob condi¢do sink possui alguns
objetivos-chave em que se incluem a avaliagdo da qualidade lote-a-lote, a confirmacdo continua
da qualidade do produto apos certas mudancas (como de formulacdo ou manufatura), e a
avaliagdo de novas formulagfes. Através de uma metodologia bem definida (por exemplo, com
aparatos definidos, meio de dissolucédo e hidrodindmica de agitacdo, etc), o teste de dissolugédo
tem sido utilizado no controle de qualidade das industrias de medicamentos do mundo inteiro,
além de varios artigos estarem sendo publicados na literatura. Ao mesmo tempo, o guia da FDA
diz que: “a condicao sink é desejavel, porém ndo obrigatéria” (FDA, 1997), permitindo assim
uma flexibilidade em selecionar as condi¢es em que o teste de dissolugdo podera ser realizado.
Essa pode ser a resposta ao fato de que apesar de os experimentos serem frequentemente
realizados sob condi¢fes sink para mimetizar a absor¢do corpdrea, um numero limitado de
estudos provam que essa relacéo €, de fato, existente (SUN; LEE, 2015a).

Na verdade, um dos maiores desafios aqui é a solubilidade aquosa da substancia
estudada, aspecto apontado por Levy e colaboradores desde 1965 quando afirmou que o método
é limitado ao estudo das substancias relativamente soltveis em agua (GIBALDI; FELDMAN,
1967). Assim, esse € um ponto importante ja que a maioria dos candidatos a farmaco
apresentam, atualmente, baixa solubilidade aquosa.

Além disso, candidatos a farmacos cuja solubilidade aquosa € pobre tem sido estudados
na tentativa de modular essa caracteristica. Dentre as técnicas empregadas, o desenvolvimento
de sistemas dispersos amorfos € bem requisitado devido ao sucesso em incrementar essa
propriedade. Nesses sistemas, a precipitagdo no interior do lumen intestinal € um processo
termodinamicamente favorecido, devido a natureza instdvel da molécula em solucéo
supersaturada, que fornece a forca motriz para nucleacdo e cristalizacdo do composto. Para
esses sistemas, como a concentracdo de saturacdo do farmaco no meio de dissolugdo é muito
pequena, o volume do TGI ndo é infinito como previsto na condicao sink, assim, varios estudos
tem empregado a condi¢cdo ndo-sink para melhor explorar esses fenémenos (SUN; LEE, 2015a).

As primeiras publicagcbes sobre formulagOes farmacéuticas amorfas tiveram seus
experimentos de dissolugdo conduzidos sob condicdo sink, e foi destacada a importéncia de
uma taxa de dissolucéo rapida do fa&rmaco amorfo a partir dos sistemas dispersos ou misturas
eutéticas (CHIOU; RIEGELMAN, 1969; GOLDBERG; GIBALDI; KANIG, 1966;
SIMONELLI; MEHTA; HIGUCHI, 1969; SIMONELLI; MEHTA; HIGUCHI, 1976). Assim,
firmou-se o conceito de que quanto mais rapida fosse a taxa de dissolugdo promovida pelo
polimero selecionado, mais rdpida seria a taxa de absor¢do do farmaco pouco solivel em &gua,

0 que levou ao emprego de polimeros solUveis em agua como carreadores desses sistemas (por
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exemplo, PVP e HPMC) (SUN; LEE, 2015a). Entretanto, em 2012 Augustijns e Brewster
contrariaram essa teoria ao constatar que a dissolucdo rapida de formula¢Bes supersaturadas
ndo produzem sempre uma melhor performance in vivo. Os autores compreenderam, entdo, que
a liberacdo do farmaco a partir de sistemas amorfos seguia um comportamento diferente, e
empregaram 0 modelo “spring and parachute” (Figura 7), em que descreve a liberacdo do
farmaco a partir de sistemas amorfos (“spring”, do inglés, significa “brotar” e esta relacionado
a rapida dissolucdo de farmaco amorfo), e 0 amorteciomento dos eventos de nucleacdo e
cristalizacdo do farmaco por parte do polimero (“parachute”, do inglés, significa “péara-
quedas™). Neste trabalho foi evidenciado, portanto, que quanto mais rapida é a taxa e a extensao
da supersaturacdo, maior é a instabilidade fisica do farmaco na solucéo devido ao aumento da
tendéncia do farmaco solubilizado a cristalizar durante a dissolu¢do (AUGUSTIJINS;
BREWSTER, 2012) e, por isso, nem sempre repercutem na melhor performance in vivo.

Figura 7 - Perfis de dissolugéo hipotéticos que exemplificam o modelo ”spring and parachute”.

1 — Dissolucdo do farmaco cristalino

2 — Dissolu¢do do farmaco amorfo (spring)
3 — Dissolugdo do farmaco amorfo na
presenca de polimero (spring + parachute)

Concentragdodo farmaco

Tempo

Adaptado de (BAGHEL; CATHCART; O’REILLY, 2016). O perfil 1 ¢é caracteristico da dissolugdo do farmaco
cristalino sob condi¢do ndo-sink, onde o0 mesmo dissolve até alcangar a concentracdo de equilibrio, sem evento de
supersaturacdo. O perfil 2 representa a oferta de farmaco amorfo sem a presenca do polimero, assim, a
concentracdo do farmaco aumenta e ultrapassa a concentracdo de equilibrio (regido metaestavel) até que alcance
a concentracdo de saturacdo critica e os processos de nucleacdo e cristalizagdo comecem a ocorrer
desenfreadamente. Ja o perfil 3 representa a oferta de farmaco amorfo com a presenga do polimero (tipico de
dispersdes sélidas), onde o polimero amortece os processos de nucleagdo e cristalizagdo, aumentando a extensao
da regido metaestavel.

Para poder visualizar os eventos observados in vivo e obter um panorama mais realista
do comportamento do sistema no TGI, emprega-se a condi¢do ndo-sink nos testes de dissolucéo.
Uma condicgdo ndo-sink é alcangada quando a dose empregada no teste de dissolugdo é maior

que a concentracdo de equilibrio do farmaco naquele meio. Usualmente, a literatura emprega
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doses dez vezes maiores que a concentracdo de equilibrio. Essa abordagem é empregada pois
entende-se que, para um farmaco pobremente soltvel em agua, o volume do TGI passa a ser
finito e, portanto, a concentragdo teorica total do farmaco no TGI ultrapassa a sua concentragdo
de saturacdo (SUN; LEE, 2015a). Os estudos de Van Speybroeck e colaboradores (2010)
mostram claramente que a relagdo in vitro-in vivo de formulagfes supersaturadas respondem
de maneira mais realistica quando os estudos de dissolugdo sdo realizados em condic¢do ndo
sink. Essa relacdo pode ser ainda melhor ilustrada na Figura 2 do comentario de Sun e Lee
(2015a), que adaptou os resultados obtidos por VVan Speybroeck e colaboradores (2010).

Para melhor entender o quéo distante o experimento esta da condicdo sink, € aplicado o
indice sink (IS), introduzido por Sun, Ju e Lee (2012) em que ¢ definido como IS =
Cs/(Dose/V), onde Cs é a solubilidade do farmaco cristalino, V é o volume do meio de
dissolucdo, e Dose refere-se & quantidade total de farmaco empregado como amostra no
experimento. Aqui, IS é essencialmente uma raz&o da solubilidade do farmaco cristalino meio
de dissolugdo sobre a dose inteira dissolvida. Para solugdes supersaturadas, IS é tambeém
equivalente ao inverso do grau maximo de supersaturagdo alcangével.

Com base nos resultados obtidos dos ensaios de dissolucdo sob codig¢do ndo-sink, notou-
se que as melhores performances in vivo ndo eram advindas dos perfis de dissolugéo in vitro
cuja taxa de dissolucdo era mais rapida. Diversas obvervacfes expunham a ideia de que uma
liberacdo mais gradual do farmaco alcancava um modelo de supersaturacdo sustentada e
repercutia em melhores performances in vivo (HIRASAWA et al., 2003; SUN; JU; LEE, 2012;
TAKAHASHI; YAMAGUCHI, 1991; VAN SPEYBROECK et al., 2010). Esses estudos
independentes, quando juntos, forneceram fortes evidéncias de que a taxa de supersaturagéo
gerada desempenha um importante papel na determinagdo do nivel do incremento da
solubilidade transiente, afetando assim todo o perfil da cinética de solubilidade sob condicbes
ndo-sink (mais préxima do real).

A partir dessas abordagens, Sun e Lee (2013) estudaram a influéncia da taxa de
liberagdo do farmaco na cinética de dissolucéo de sistemas supersaturados. Como mencionado,
os estudos sob condicdo ndo sink contrariam o que se foi postulado no passado, onde a liberagéo
mais rapida ndo apresenta a melhor area sob a curva (AUC). De acordo com o0s autores, hd uma
“razdo 6tima” de liberacdo em que AUC pode ser maximizada.

Mais recentemente, Han e Lee (2017) estudaram a influéncia da dose empregada na
cinética de dissolucdo de sistemas supersaturados. Os autores também evidenciaram

dependéncia da dose na geracdo dos perfis de dissolucdo, em que a maior dose testada levou a
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uma queda na performance da dissolugdo, e também foi demonstrada uma dose 6tima para
obtencéo dos melhores perfis de dissolucao.

Ambas as abordagens (HAN; LEE, 2017; SUN; LEE, 2013) levam em conta o principio
bésico de que, quando ocorre a dissolucdo de um sistema amorfo sob condic¢éo néo sink, ocorre
inicialmente uma solubilizacdo rapida do farmaco amorfo. Essa solubilizacdo ultrapassa a
concentragdo de equilibrio do farmaco cristalino, entrando assim na zona metaestavel (condigédo
de supersaturacdo). Entretanto, quando a concentracdo do farmaco alcanca a concentracdo de
supersaturacdo critica, os eventos de nucleacdo e cristalizacdo ocorrem desenfreadamente.
Denomina-se aqui concentragdo de saturagdo critica a concentra¢do sob a qual os eventos de
nucleacéo e cristalizagdo séo despreziveis. Em outras palavras, se a concentracdo do farmaco
se mantiver abaixo da concentragdo de saturagdo critica, os eventos de nucleagdo e cristalizacéo
se mantém despreziveis, ainda que o farmaco esteja na zona metaestavel. Por outro lado, ao
alcangar essa concentracdo, a precipitacdo do farmaco acontece desenfreadamente e a AUC
final € drasticamente reduzida.

Han e Lee (2017) explicam que a taxa de nucleacdo é extremamente sensivel a
supersaturacdo. Nesse estudo, a maior dose testada provocou a taxa de nuclea¢do mais rapida.
O mesmo aconteceu na avaliacdo da taxa de liberagdo do farmaco (SUN; LEE, 2013), em que
demonstrou que maior taxa de liberacdo ndo gerou a maior AUC, devido a alcangar mais
rapidamente a concentracdo de saturacdo critica. Assim, Han e Lee (2017) declaram ser
evidente que, ao alcancar a concentragdo de saturacdo critica, a taxa de nucleacdo passa a ser
significativa, havendo a rapida formacdo de nucleos e crescimento dos cristais, caracterizado
pela precipitagdo do farmaco. Da mesma forma, a taxa de crescimento dos cristais também ¢
rapida quando altas concentracBes de supersaturacdo sdo alcancadas, levando a uma
precipitacdo ainda mais rapida. Entretanto, também se constatou que se a velocidade de
liberacdo do farmaco é tal que a concentracdo de saturagdo critica € evitada, ou se a dose
empregada é tal que a concentracdo de saturagdo critica é evitada, o farmaco estara na condicao
de supersaturacdo por mais tempo, repercutindo assim em uma AUC aumentada. As Figuras 8
e 9 ilustram a teoria apresentada.
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Figura 8 - Perfil de dissolucdo hipotético sob condicéo néo sink, evidenciando as concentracdes de equilibrio e
de supersaturacao critica, além da zona metaestavel.
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Concentragdo de supersaturagdo critica
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Concentragao de equilibrio do farmaco cristalino
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Fonte: autoria propria.

Figura 9 - Perfis de dissolugdo hipotéticos obtidos para diferentes velocidades de liberacdo do farmaco, sob
condicao néo sink
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Fonte: autoria prdpria (2017).Inpirado nos resultados de (SUN; LEE, 2013). Legenda: V1, 2 e 3 representam,
hipoteticamente, velocidades de liberacdo rapida, intermediaria e lenta, respectivamente. AUC 1, 2 e 3 representam
as areas sob a curva da regido supersaturada obtidas em decorréncia da variacdo da velocidade de liberacdo. Ceq
indica a concentracdo de equilibrio do farmaco hipotético cristalino.

Assim, levando em consideragéo a relagéo in vitro-in vivo identificada pelos estudos

disponiveis, nota-se que uma apropriada reducdo na taxa de dissolucdo das formulacoes
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contendo dispersdes sélidas amorfas pode, na realidade, incrementar a biodisponibilidade oral.
Adicionalmente, tanto a taxa quanto a extensdo da supersaturacdo gerada tém demonstrado
profundo impacto na avaliacdo geral da supersaturagéo de produtos farmacéuticos amorfos em
fungéo do tempo.

Todos esses achados sé puderam ser alcancados quando o estudo de dissolucdo passou
a ser realizado em condicdo ndo sink. A influéncia do polimero no amortecimento desses
eventos de nucleacgdo e cristalizacdo também so6 serdo acessados se trabalhados sob condigéo
néo sink. Por essas razdes, acredita-se e emprega-se as dissolucbes nessas condi¢des durante
todo esse trabalho, exceto quando o objetivo for a avaliacdo da estabilidade de compostos ou
quando a condicdo ndo-sink ndo se apresentar como uma condicdo realista no corpo humano

(para farmacos com relativa solubilidade em &gua).

3.3.5.3 Mecanismos de liberacdo de farmacos a partir de dispersdes solidas

Apesar de a literatura apresentar constantemente as vantagens da obtencdo das
dispersdes solidas, percebe-se uma grande lacuna na compreensdo dos mecanismos pelo quais
este incremento na taxa de dissolugdo ocorre e de como se d& o processo de liberagdo do
farmaco (OHARA et al., 2005). Entretanto, esse conhecimento é fundamental para facilitar o
desenvolvimento racional de novos sistemas dispersos solidos (CRAIG, 2002), e as teorias mais
utilizadas na literatura serdo discutidas aqui.

As dispersfes sdlidas sdo basicamente sistemas matriciais de liberacdo de farmacos,
onde esses se encontram homogeneamente dispersos na matriz polimérica, seja ela hidrofébica
ou hidrofilica. Esses sistemas sdo mais comumente utilizados para administracdo por via oral,
devido aos seus beneficios econémicos, a relativa simplicidade de processo e procedimentos de
aumento de escala, além da possibilidade de suportar um aporte de farmaco apropriado com
uma ampla variedade de propriedades fisicas e quimicas (TRAN et al.,, 2011). Segundo
Siepmann e colaboradores e Puncochova e colaboradores, a liberacdo do farmaco a partir de
sistemas matriciais ocorre, basicamente, pelos mecanismos da difusdo e/ou erosdo, com
varidveis em relacdo a capacidade de absorcdo de &gua e intumescimento do polimero
(PUNCOCHOVA et al., 2015; SIEPMANN et al., 1999). Estes processos elementares sio
ilustrados na Figura 10, e podem ajudar na explicacdo da liberagdo dos farmacos a partir de
uma dispersdo solida, além de auxiliar na escolha do polimero ideal (PUNCOCHOVA et al.,
2015). As equagOes matematicas disponiveis para explicar as diferentes cinéticas de liberagédo
do farmaco podem ser consultadas no trabalho de Giri e colaboradores (2012).
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Figura 10 - Processos elementares e possiveis mecanismos de liberacao de fArmacos a partir de um comprimido
obtido por um sistema disperso solido, cujo polimero é intumescivel na presenca de agua.
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Fonte: Adaptado de Puncochova e colaboradores (2015).

Segundo Craig (2002), a liberacéo dos farmacos por difusdo de uma disperséo solida se
d& pela formacéo de 1dminas ricas em polimero, que quando entram em contato com o meio de
dissolucdo geram um gradiente de concentragdo entre a area externa do aglomerado de pé e a
area interna. Este mecanismo é aplicado, sobretudo, aos polimeros hidrofilicos, pois estes
formam camadas de gel na superficie do sistema via absorcdo de dgua, como 0s polimeros
derivados de celulose (TRAN et al., 2011). Os estudos de Higuchi e Connors (1965) apoiam
esta teoria. Craig (2002) defende, ainda, que este mecanismo é dependente do aporte de fa&rmaco
presente na dispersdo solida, levando a dois tipos de controles de liberacdo: a) dissolucdo
controlada pelo carreador, onde o farmaco é dissolvido nas camadas ricas em polimero antes
de ser liberado para o meio de dissolucéo; e b) dissolucdo controlada pelo farmaco, onde este €
liberado intacto para o meio de dissolucdo, como ilustra a Figura 11.

Figura 11 - Esquema do processo de dissolucdo de farmacos a partir de uma dispersao sélida.
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Fonte: Adaptado de Craig (2002). Legenda: (a) dissolucdo do farmaco controlada pelo carreador; (b) dissolucdo
do farmaco controlada pelas propriedades do farmaco; As esferas maiores representam o farmaco no estado sélido
(particula), enquanto que as esferas menores representam o farmaco dissolvido (molecular).
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No primeiro cenério (Figura 11a), o modelo trabalha com a premissa de que ha baixo
aporte de farmaco. Assim, as particulas sdo dissolvidas dentro da camada de difusdo rica em
polimero a uma taxa suficientemente rapida, repercutindo em tempo insuficiente para haver o
rearranjo molecular e, consequentemente, a recristalizagdo do farmaco, mantendo-o
molecularmente disperso. Entretanto, a viscosidade da camada rica em polimero é tal que a
difusdo do farmaco é muito lenta, tornando-se igual a taxa de dissolugdo do polimero, ou seja,
a taxa de liberacdo do farmaco € controlada pela taxa de liberagcdo do polimero. Portanto, as
velocidades da absorcao inicial de 4gua e da conversdo na camada viscosa sdo importantes para
avaliar o controle e os mecanismos da liberacdo do farmaco a partir destes sistemas (TRAN et
al., 2011). Craig (2002) destaca, ainda, que a dissolugdo de um polimero solGvel em &gua néo
deve ser modelado por uma equagdo de dissolugdo simples, uma vez que os polimeros nao
apresentam solubilidade de saturag&o, j& que podem intumescer e adsorver moléculas de agua
para produzir concentra¢des continuas entre a superficie e o nicleo do material no estado sélido.

No segundo cenério (Figura 11b), diante de um aporte maior de farmaco, a dissolucéo
nas camadas ricas em polimero € pequena e, portanto, o farmaco é liberado na forma de
particulas. Assim, a taxa de dissolucdo se dara em fungéo das caracteristicas do farmaco, tais
como tamanho e geometria da particula, dentre outros. Nesta situacdo ainda é possivel observar
incrementos significativos na taxa de dissolucdo, uma vez que pode ocorrer aumento da
superficie de contato das particulas de farmaco com o meio de dissolu¢do, bem como o
polimero pode proporcionar um aumento da molhabilidade e a reducdo da capacidade de
aglomeracéo destas particulas.

A definicdo sobre que cenério a dissolu¢do do farmaco deve seguir em uma situacéo
experimental se da pela capacidade do polimero solubilizar o farmaco. Esta informac&o € que
vai direcionar se o0 aporte de farmaco utilizado na dispersdo sélida é alto ou baixo e, assim,
definir qual o tipo de liberagdo este sistema ird seguir. Além disso, é possivel que um sistema
solido disperso libere o farmaco através dos dois mecanismos, ja que parte dele pode estar
soltvel no polimero e parte insolGvel, caso a concentra¢do do farmaco ultrapasse a solubilidade
méaxima no polimero. As diversas equacdes que ajudam a explicar a liberacdo de farmacos por
esta teoria podem ser consultadas no trabalho de Craig (2002).

A espessura da camada de gel hidratado formada determina o caminho de difusédo do
farmaco. Quando o carreador intumesce, 0 caminho a ser percorrido pelo farmaco é alongado,
aumentando o tempo necessario para difusdo do mesmo para fora da matriz. A medida que a

camada exterior torna-se totalmente hidratada, as cadeias do polimero tornam-se totalmente
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relaxadas, perdendo a integridade na forma de gel e levando a erosdo da matriz. A dgua penetra
continuamente em dire¢do ao nucleo solido, até que este esteja completamente dissolvido. O
intumescimento do carreador permite a liberagdo do farmaco por difusdo Fickiana, enquanto
que a erosdo resulta em uma difusdo andmala (TRAN et al., 2011).

Outras caracteristicas também podem modular a liberacdo do farmaco de um sistema
disperso solido. O tamanho das particulas do fA&rmaco no sistema, sobretudo de moléculas de
moderada solubilidade, pode influenciar bastante sua liberagcdo. A concentragdo do polimero
também influencia, onde quanto maior menor € a taxa de liberagcdo do farmaco, devido ao
incremento da viscosidade do sistema. Na maioria dos casos, a escolha do polimero e sua
concentracdo determinam a cinética de liberagdo dos farmacos de um sistema disperso sdlido
(TRAN et al., 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EPI

A epiisopiloturina foi extraida e isolada pela industria Anidro do Brasil ExtacGes S.
A., situada em Parnaiba (PI), conforme metodologia descrita por VVéras e colaboradores
(2013).

4.2 SOLVENTES E REAGENTES

Nesse trabalho foram empregados os solventes: agua ultrafiltrada (Millipore®),

dimetilsulfoxido, cloroférmio, acetona, metanol e o tampdo Sirius Neutral Linear UV®,

Para composicdo dos meios de dissolucdo e da fase movel, foram empregados 0s
materiais: acido cloridrico 0,5 M, hidréxido de potassio 0,5 M, fosfato de sddio dibasico, fosfato
de potéssio monobaésico, acido formico, trietilamina e metanol grau HPLC.

Como carreadores, foram empregados os polimeros: Hidroxipropilmetilcelulose acetato
succinato do tipo MF (Shinetzu®, lote #9123308), aqui denominado como HPMCAS; Poli
(acrilato de acido metacilico-etilico), aqui denominado como Eudragit L100-55 ou Eudragit
(Degussa®, lote #8050204040); Hidroxipropilmetilcelulose do tipo E5, aqui denominado como
HPMC ou HPMC E5 ou Methocel® E5 (Dow®, lote #TB09012401); e o homopolimero de 2-
pirrolidona 1 1-Etenil, aqui denominado como PVP K30 ou Plasdone® K-29/32 (ISP
Technologies®, lote #05500138829). Todos os carreadores foram gererosamente doados pelas
empresas Shin-Etsu®, Degussa®, The dow chemical company® e ISP Technologies®,

respectivamente.

4.3 CARACTERIZACAO DA EPI NO ESTADO SOLIDO

4.3.1 Anélise Térmica

As curvas DSC foram obtidas em Calorimetro de Varredura DSC Q200® (TA
instruments®), interligado ao software TA60® versdo 2.20 (TA instruments®), sob atmosfera de
nitrogénio de 50 mL.min e razdo de aquecimento de 10°C.min%, na faixa de temperatura de

30-300°C. Porta-amostras de aluminio hermeticamente fechados foram empregados para
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conter 5-10 mg (x 0,2) de protétipo. O mesmo tipo de porta-amostra foi empregado como
referéncia em todas as verificagbes. As determinagGes foram realizadas em triplicata. indio e
zinco foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia.

A caracterizacdo térmica quanto a variagdo de massa da EPI foi realizada em
termobalanca Shimadzu®, modelo DTG-60H, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50
mL.min!, razdo de aquecimento de 10°C.min! e faixa de aquecimento de 30 a 600°C. Para este
método foram utilizados 3 mg (+ 0,3) de amostra, que foi acondicionada em porta-amostra de
aluminio. Antes dos ensaios verificou-se a calibracdo do instrumento empregando-se uma
amostra de oxalato de calcio monoidratado com perdas de massa definidas. Os dados
termoanaliticos foram analisados por meio do software TA-60WS® (Thermal Analysis®),
versdo 2.20 da Shimadzu®.

O estudo cinético ndo-isotérmico foi realizado conforme método de Ozawa (OZAWA,
1965), com aquecimento das amostras no intervalo de 30° a 600°C, e razfes de aquecimento de
2,5; 5; 10; 20 e 40°C.min. Para o tratamento dos dados, foi utilizado o modelo proposto por
Ozawa (1965), conforme programa de analise cinética desenvolvido pela Shimadzu®. O
coeficiente angular (slope) do gréafico log A vs. 1/T (K1) fornece a energia de ativacdo (Ea) do
processo. Os valores do fator freqiiéncia (A) e ordem de reacdo também sdo obtidos neste
estudo cinético, a partir do grafico que correlaciona a massa residual da amostra pelo tempo

reduzido em minutos.
4.3.2 Difragao de Raios-X

Os difratogramas do protétipo foram obtidos no difratometro Miniflex 11® (Rigaku®),
equipado com anodo de cobre. As amostras foram analisadas no intervalo de angulo de 5-40°

a uma velocidade dedigitalizacdo de 2°.mint. As amostras foram preparadas em suportes de

vidro com uma fina camada de pd sem solvente.
4.4 CARACTERIZACAO DA EPI EM SOLUCAO AQUOSA
4.4.1 Quantificacdo Espectrofotométrica na Regido do Ultravioleta Visivel
As amostras de EPI foram obtidas a partir de uma solugéo estoque de concentragao 65

mg.mL* do protdtipo em acido cloridrico pré diluido para 0,05 N. Diminutas aliquotas dessa

solucédo concentrada eram retiradas para obtencdo de concentracgdes inferiores, com dilui¢do em
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solucdo tampéo fosfato pH 6,86 (BRASIL, 2010). Um volume maximo de 3% da solucéo
concentrada na solucdo diluida foi estabelecido visando manter o pH das solucdes de leitura em
6,83 £ 0,3. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro na regido do UV-visivel Cary 50
(Varian®), no modo “fast” e sempre como varredura de 200 a 400 nm. O comprimento de onda
empregado para leitura dos espectros de ordem zero foi 260 nm, enquanto que para leitura da
segunda derivada dos espectros empregou-se comprimento de onda de 275 nm. A segunda
derivada do espectro de UV foi empregado sempre que a presenca de cristais era possivel.

O calculo da absortividade molar relativa em 220 e 260 nm foi realizado a partir dos
valores de absorbancia obtidos pelo espectro de ordem zero em cada uma dessas regides, a
partir de uma solucéo de concentracéo fixa (150 pg.mL?). De acordo com a Lei de Lambert-
Beer (Equagdo 5), foi possivel igualar a variavel concentracao e verificar, proporcionalmente,

os valores das absortividades molares (Equacao 6).

A, = €.6C (Eq. 5)

Azz0nm _ €220mm (Eq. 6)

A260 nm E:260 nm

Em que A é a absorbancia, € é a absortividade molar, £ é a distancia percorrida pela luz ao
incidir na amostra e C é a concentracao.

A influéncia do pH da absortividade molar também foi avaliada a partir de solucGes
de EPI de concentracéo fixa (150 png.mL™?), as quais foram obtidas em solucéo pré-diluida de
HCI 0,05N (pH 1,0); solucdo tampéo fosfato (pH 6,86); e 4gua destilada, que na ocasido do
experimento possuia pH 8,0. Todas as medidas de pH foram avaliadas em potencidémetro
previamente calibrado para os pHs 4, 7 e 10. As amostras de mesma concentracdo foram lidas
no espectrofotdmetro de UV-vis, em ftriplicata, e seus valores de absorbancia em 260 nm
registrados.

A linearidade das cuvas foi avaliada em uma ampla faixa de concentragdo (de 50 a
2600 pg.mL™?), através do método da regresséo linear, efetuado pelo programa Origin Pro8®,
que também calculou os valores de R? e demais informaces sobre a curva. Uma curva a cada
dia foi preparada, a partir de solugbes concentradas individuais, para averiguar se 0
comportamento da regressdo linear era alterado. Para isso, 0 coeficiente de variacdo, em
percentual (CV%), do coeficiente angular e das concentragdes, foram calculados através do
programa Excel (Microsoft®).
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A partir dos dados oriundos da varredura das amostras da linearidade, foi o programa
Origin Pro8®foi utilizado para célculo dos valores de segunda derivada. A partir desses dados,
identificou-se a regido do espectro que responde proporcionalmente a variacdo da concentragdo
e obteve-se a curva de calibragdo da segunda derivada.

Visando avaliar se a presenca do polimero interfere na leitura da EPI, solucGes
contendo EPI nas mesmas concentragdes foram obtidas, porém utilizando como solvente uma
solucdo de polimero (2% p/v) em tampéo pH 6,86. A solucdo de polimero foi utilizada como
linha de base para leitura no espectrofotdmetro, que teve a segunda derivada dos seus espectros
calculada posteriormente. Os valores da inclinagdo da reta foram empregados para avaliar os
parédmetros da regressao linear e comparar com os dados obtidos tanto pela leitura dos espectros
de ordem zero quanto pelos dados obtidos pela amostras contendo polimeros.

Quando necessario, uma analise de varidncia simples (One-way ANOVA) foi
empregada para determinar diferencas estatisticamente significativas entre os resultados, com
intervalo de confianga de 95%.

4.4.2 Determinagao Espectrofotométrica do pKa

O pKa experimental da EPI foi obtido através do equipamento Sirius T3 com auxilio
do programa SiriusT3Control®, aplicando-se o procedimento chamado de Fast UV pKa®,
previamente desenvolvido com base no método de titulacdo espectrofotométrica (UVmetric®)
ja relatado na literatura (TAM; TAKACS-NOVAK, 2001) e que teve sua confiabilidade
comprovada em estudos anteriores (BOX et al., 2003; HOSSAIN, 2014; TAM; TAKACS-
NOVAK, 2001). Uma solucdo 100 mM do protétipo foi preparada em DMSO. Em seguida, 5
UL dessa solugéo foram retirados e 25 pL de uma solugdo tampéo denominada de Sirius Neutral
Linear UV® foram adicionados para facilitar a estabilizacdo do pH da solucdo apés cada
titulacdo. Executaram-se trés titulacbes da mesma amostra, sempre do menor pH para o maior,
cobrindo uma faixa de pH entre 2 e 12. Como agentes titulantes, foram utilizados o HCl e KOH
0,5 M. As titulagBes foram executadas em agua ultra-purificada. Os espectros de absor¢do no
UV da solucdo foram monitorados continuamente na amostra a cada titulagdo por uma sonda
de fibra Optica de imersdo, realizando-se, desta forma, uma varredura da amostra entre 118 e
1100 nm para construir um grafico absorvancia versus pH e, deste modo, determinar o pKa do
protétipo. Os dados coletados foram analisados através do programa SiriusT3Refine® e apenas
os dados obtidos entre 250 e 275 nm foram incluidos na anélise. Os nimeros de valores de pKa
foram obtidos com auxilio da andlise do Target Factor Analysis® (TFA), um recurso
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matematico do programa. A temperatura em 25°C e uma atmosfera de nitrogénio a 50 mL.min
! foi mantida durante todo experimento. Os niveis de CO, também foram monitorados durante
todo o experimento para que ndo interferissem nos resultados. O experimento foi realizado em

triplicata.

4.4.3 Determinacdo da Taxa de Dissolucdo Intrinseca da EPI

A determinacdo da TDI da EPI foi realizada em dissolutor Vankel 7010, utilizando o
aparado de Wood (disco rotatério). A EPI foi submetida a pressdo de 15 mPA por 1 minuto
(USP NF 37). 100 mg de prototipo foram pesados visando ndo desintegrar durante a dissolucdo
e foram expostas a uma area superficial de 0,5 cm? Para cada ensaio, trés cubas foram
preenchidas com 500 mL de solucdo tampao fosfato pH 6,86 e aquecidas até a temperatura de
37 £ 0,1°C. O procedimento foi realizado sob rotagdo de 150 rpm. As amostras (3 mL) foram
retiradas nos tempos 90, 210, 240, 310, 340, 410, 440, 510, 540, 610, 640, 710 e 740 minutos,
sem reposicdo do meio de dissolugdo. Devido a baixa absortividade molar da EPI, esta foi lida
em HPLC sem diluicdo prévia, conforme metodologia proposta por Avancini (AVANCINI et
al., 2003). As areas dos picos foram convertidas em concentracdo a partir de uma curva de
calibracdo realizada no mesmo dia da analise, contemplando os pontos 6, 12, 40, 80, 100, 150,
200 e 250 pg.mL1, na qual obteve R? = 0,9983.

A taxa de dissolucdo intrinseca (TDI) da EPI foi determinada por meio do valor da
inclinacdo da equacdo (slope) das curvas de dissolugdo intrinseca obtidas por regresséo linear
a partir dos resultados de dissolucdo do protdtipo, que é expresso em pg/min/cm?, e
posteriormente convertido para mg/min/cm?, unidade mais frequentemente utilizada para

caracterizacdo da TDI de farmacos (YU et al., 2002).

4.4.4 Determinacdo da Concentracdo de Equilibrio da EPI

Um frasco de vidro com capacidade para 20 mL, acrescido de uma barra magnética de
tamanho fixo foi empregado para todas as dissolugfes neste trabalho. Ao frasco de vidro
contendo a barra magnética foram adicionados 10 mL de solugdo tampdo fosfato pH 6,86,
previamente medidos por uma pipeta volumétrica. O frasco foi introduzido em uma incubadora,
que continha em seu interior um agitador magnético, tornando-se capaz de manter todo o
sistema sob 37°C e 125 rpm. Ao volume de 10 mL, excesso de EPI (= 20 mg) foi adicionado.
Aliquotas dessa solucdo foram retiradas nos tempos 2, 4, 6, 8, 32, 48, 70, 94, 118, 142 e 166 h.
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Todas as amostras eram retiradas, rapidamente lidas no espectrofotémetro de UV-visivel Cary
50 (Varian®), e devolvidas ao meio de dissolucdo, para evitar variagdes de volume. Todas as
leituras foram realizadas em varredura, para permitir o emprego da segunda derivada
posteriormente. Para todas as analises, foi realizada previamente a leitura do branco (solucdo
tampdo fosfato pH 6,86 sem conter a EPI). Para cada dia, foi obtida uma curva de calibragéo
especifica, que envolvesse os valores de absorbancia obtidos. As dissolu¢fes ocorreram em
triplicata, e os coeficientes de variacdo de cada ponto foram calculados através do software
Excel (Microsoft®).

4.4.5 Teste de Infusdo

O teste de infusédo foi primeiramente empregado por Sun e Lee (SUN; LEE, 2013) para
verificar a influéncia da oferta de droga amorfa na sua capacidade de supersaturacdo. Aqui, esta
metodologia foi empregada com adaptagdes. Para prover um meio de gerar a supersaturacao na
EPI, uma solucdo concentrada do protdtipo foi preparada em HCI 0,05 N (65 mg.mL?). O
volume de 0,3 mL dessa solucéo foi aferida em seringa de plastico BD® com capacidade para
1 mL. Uma agulha fina e curta foi acoplada a seringa, para ndo permitir a estocagem de volumes
significativos. A seringa foi acoplada a um infusor, que pressiona o bulbo em uma razéo pré-
definida. Na medida que o insfusor pressiona o bulbo da seringa, gotas da solugdo concentrada
vao sendo introduzidas em um frasco de vidro com capacidade para 20 mL, contendo 10 mL
de solucdo tampao fosfato pH 6,86. Foram testadas as velocidades de liberagédo de 0,003; 0,01;
0,03 e 0,3 mL.min. Através de um potencidmetro previamente calibrado, garantiu-se a
manutencdo do pH final da amostra em 6,8 + 0,3. Aliquotas em tempos variados foram
coletadas a partir do meio de dissolucdo para quantificacdo em espectrofotémetro de UV-visivel
Cary 50 (Varian®), com retorno da aliquota em seguida. O programa Origin Pro8® foi
empregado para calcular a segunda derivada dos espectros obtidos. Foram utilizadas as
absorbancias obtidas em 275 nm. Os perfis de dissolugcdo foram avaliados e comparados
utilizando o parametro de area sob a curva (AUC) que foi calculado usando a regra do trapézio.

A cinética de cristalizacdo foi obtida a partir da subtracdo entre a concentracao tedrica
soltvel e a concentragdo mensurada nos pontos de analise. A Figura 12 ilustra a teoria do
calculo envolvido. Uma reta é tragada respeitando a cinética de liberagéo, que € governada pela
velocidade de gotejamento da solugdo concentrada no meio de dissolugdo, programada
previamente. Quando os eventos de nucleagéo e cristalizagdo sdo iniciados, as concentragdes

obtidas comegam a se afastar da continuidade da reta de dissolugdo tedrica. A diferenca entre a
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concentragdo tedrica e a concentrcdo mensurada pelo espectrofotdmetro é assumida como a

quantidade de protétipo precipitada.

Figura 12 - Perfil tedrico de concentracdo versus tempo durante a dissolugdo e precipitacdo de farmacos amorfos
moderadamente sol(iveis em agua
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Fonte: Adaptado de (SUN; LEE, 2013)

4.4.6 Estimativa da Solubililidade da EPI no Estado Amorfo

Para estimar a solubilidade da EPI no estado amorfo, foi aplicado o grafico de Wilson
(SUN; LEE, 2013). Foi tracada uma curva que contempla as concentragbes maximas obtidas
para cada velocidade de oferta de EPI amorfa versus a velocidade de oferta. Na tentativa de
linearizar a curva, foi aplicado o logaritimo neperiano nos dois eixos. A inclinacdo da reta deve
substituir o termo a empregado na construcdo do grafico de Wilson, que envolve Cpax X (1/,,)“,
onde v é a velocidade de oferta de prototipo, oriunda do teste de dissolucdo; e Cmax € a
concentragdo maxima de prototipo alcancada para cada velocidade de infusdo. Uma vez
alcangado o gréfico de Wilson, o ponto da reta que toca o eixo y (intercept) é a concentracao
maxima alcancada a uma velocidade de oferta de farmaco amorfa infinita, aqui assumida como

a solubilidade do prot6tipo amorfo.
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4.5 OBTENCAO DAS DISPERSOES SOLIDAS E MISTURAS FiSICAS

Diversos polimeros foram pré-selecionados para obtengdo das dispersdes solidas, tais
como: HPMCP, PVPVA, HPMCAS (tipos MF, HF e LF), Eudragit L100-55, HPMC 5E e PVP
K-30. Buscou-se obter primeiramente dispersdes sélidas contendo 10% p/p de EPI, com
composicao de solvente aleatoriamente selecionada em fungéo da solubilidade do prot6tipo e
do polimero. Aqueles carreadores que demonstraram aptiddo de formar solucGes sélidas foram
levados adiante para obtencdo de maiores percentuais de protétipo, enquanto que foram
descartados os polimeros que ndo conseguiam evitar a cristalizacdo do protétipo. Para todos 0s
testes, as quantidades de EPI e de cada carreador foram rigorosamente pesadas utilizando
balanca analitica Mettler Toledo® L1339. A EPI e o carreador foram dissolvidos na propor¢éo
40 mg de mistura para cada 1 mL de solvente. As misturas foram agitadas em agitador
magnético por tempo suficiente até completa solubilizagdo do protétipo e polimero. As solugdes
com o carreador e o prototipo foram espalhadas em placas de teflon e os solventes foram
removidos por evaporacdo, sob temperatura especifica em detrimento da temperatura de
transicdo vitrea do polimero, sob pressdo normal, em estufa convencional por tempo variado.
N&o mais que Y4 da altura da placa foi preenchida. Em seguida, as amostras foram levadas para
estufa a vacuo Isotem vacuum (Modelo 280?), por 6 horas e sob pressdo reduzida, para garantir
a completa evaporagdo do solvente. O filme obtido com cada dispersdo solida foi analisado
visualmente e/ou microscopia de polarizagdo. As dispersdes sdlidas resultantes foram trituradas
com a presenca de nitrogénio liquido, tamisadas em malha de 180 pum, acondicionadas em
frascos de vidro e armazenadas em dessecador sob vacuo com umidade controlada e
temperatura ambiente. Para cada um desses sistemas foram obtidas misturas fisicas que
constistiram da mistura do prototipo e do carreador em proporcBes pré-definidas, sem a

presenca do solvente, em recipiente de vidro, por um minuto.

4.6 CARACTERIZACAO DO ESTADO SOLIDO FINAL DOS SISTEMAS DISPERSOS
OBTIDOS

4.6.1 Difragao de Raios-X
Os difratogramas do protétipo, dos carreadores, das misturas fisicas e dos sistemas

dispersos sélidos foram obtidos no difratdmetro Miniflex 11® (Rigaku®), equipado com anodo
de cobre. As amostras foram analisadas no intervalo de angulo de 5-40° a uma velocidade de
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digitalizacdo de 2°.min!. As amostras foram preparadas em suportes de vidro com uma fina

camada de material do p6 sem solvente.

4.6.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial

Os termogramas do protétipo, dos carreadores, das misturas fisicas e das dispersdes
s6lidas foram obtidos em Calorimetro de Varredura DSC Q200® (TA instruments®), interligado
ao software TA60® versdo 2.20 (TA instruments®), com atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min-
! e razdo de aquecimento de 10°C.min’, na faixa de temperatura de 30-300°C. As amostras
foram colocadas em porta amostras de aluminio hermeticamente fechados com 5-10 mg (+ 0.2)
de amostra. Este tipo de porta amostra foi utilizado como referéncia em todas as verificacoes.
As determinacdes foram realizadas em triplicata. indio e zinco foram utilizados para calibrar a

escala de temperatura e a resposta de entalpia.

4.6.3 Microscopia de Polarizacao

A propriedade da luz polarizada da EPI e dos sistemas dispersos sélidos foi avaliada
com auxilio de microscopio Motic BA400® (Opti-tech Scientific Inc®) equipado com camera
de video Dinoeyeepiece® acoplada ao programa Dinocapture® 2.0. As amostras foram
analisadas com ampliacéo de 4 vezes.

4.6.4 Infravermelho

Os espectros de infravermelho da EPI, dos carreadores, das misturas fisicas, e das
dispersdes solidas foram obtidos utilizando o equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400) com
dispositivo de reflectdncia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike Technologies
Spectroscopic Creativity) com cristal de seloneto de zinco. As amostras analisadas foram
transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR. Foram obtidas com
varreduras de 650 a 4000 cm™ de resolugéo de 4 cm™.
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4.6.5 Avaliacdo da Miscibilidade e do Aporte de Soluto Limitrofe & Cristalizacdo

4.6.5.1 Parametro de solubilidade de Hansen

O parametro de solubilidade de Hansen foi definido a partir do bem estabelecido método
da contribuicdo de grupos de Van Krevelen (Van Krevelen e Te Nijenhuis, 2009), que leva em
consideracdo a contribuicdo de todos os grupamentos quimicos contidos nas moléculas do
protétipo e dos carreadores, em termos de forcas dispersas (842), forcas polares (5p) € energia
de ligacdo de hidrogénio (dn). As forgas descritas foram calculadas através das equagdes 7,8 e
9, respectivamente. J& o parametro de solubilidade de Hansen foi calculado de acordo com a
equacdo 10 (HANSEN, 2004; TIAN, Y. et al., 2013).

5. = ZFdi Eq. 7
a v
5 Y F Eq. 8
p %4
5 = Y Fy; Eq. 9
n v
Ototal = \/83 + 872) + 8% Eqg. 10

Onde Fqi é 0 grupo de contribuigdo das forcas dispersas, Eni € 0 grupo de contribuigdo da energia
das ligagdes de hidrogénio, Fpi é o fator de simetria planar para os grupos polares e V é o volume
molar de cada grupo, obtido através do calculo teorico efetuado pelo programa on-line Mol
Inspiration, cujo resultado foi incluso na Equagéo 11.

MV =

M
— Eq. 11
Ps

~ 166

Onde Vs é o volume estimado da molécula no cristal, ps é a densidade do so6lido, M é o peso
molecular e MV é o volume molar.
4.6.5.2 Parametro de interagdo de Flory-Huggins

O parametro de Interacdo de Flory-Huggins (y) foi calculado através do método de

depressdo do ponto de fusdo. Diferentes proporcées de prototipo e polimero foram preparadas
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como misturas fisicas (90:10; 80:20; 70:30; 60:40; 55:45; e 50:50 de EPI/carreador, p/p). Cinco
bolas de vidro foram introduzidas em um frasco de vidro com capacidade para 10 mL contendo
50 mg da mistura, que foi misturada em um agitador vortex por 10 minutos. Aproximadamente
3 — 8 mg de cada mistura fisica foi pesada e selada em um porta-amostra de aluminio
hermeticamente fechado para DSC. Um porta amostra vazio foi empregado como referéncia.
Antes da analise, um porta-amostra vazio era analisado para gerar uma linha de base. As
amostras foram analisadas em instrumento DSC (TA Instruments 2010 DSC, Delaware, USA).
Amostras e referéncia foram aquecidas de 30 — 230°C sob razéo de aquecimento de 1 °C.min!
e sob atmosfera de nitrogénio (50 mL.min). O valor de y foi calculado de acordo com a
equacdo 12, onde a inclinacéo da reta do grafico linear (1/TMmistura —1/TMpuro ) X (AHfusao /—R
) = In(@subst) — (1~ 1/m)@polimero VEISUS @polimreo® fOi empregado para determinar o valor de y

dentro das condic¢des experimentais.

1 1 - [ ! Eq. 12
- = In® + (1 - —) - ,
Tmistura Tpuro AHf'Ll.SéO drug m polimero
+ szpolimero]

Onde Tmistura € Tpuro S80 0S pontos de término da fusdo observados para EPI (Tendset) Na
mistura e isoladamente, respectivamente, em Kelvin; AHsws é a energia envolvida no processo
de fusdo da EPI, em KJ.mol™; @subst € Bpolimero S30 as fragdes de volume do protétipo e do
polimero, respectivamente; m é a razdo do volume do polimero em relagéo ao protétipo e R é a
constant universal dos gases, em KJ.mol.K1. Para os sistemas compostos com Eudragit, onde
0 Tenaset de fusdo é encoberto por outros eventos térmicos, foi empregado a temperatura do pico
(Tpico).

O célculo da variagdo da energia livre de Gibbs para as misturas (AGmiswra) foi realizado

empregando-se a equacao 13.

AGmistura = RT ((Z)subsln(zjsubs +

polimero

(Z)polimero Ino Eq 13
m

+ X(Z)subs (Z)polimero

Em seguida, calculou-se os valores de x em funcéo da temperatura T, a partir dos valores
que respondiam de forma linear. A partir desses resultados, calculou-se os valores de A e B da
equacéo 14, permitindo assim verificar como o fator y se comporta em valores de temperatura

diferentes dos testados experimentalmente (TIAN, Y. et al., 2013).
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B Eqg. 14

Os valores do fator y para toda a faixa de temperatura avaliada (inclusive aquelas néo
empregadas no experimento) foram reaplicados na Equagdo 13 para visualizar o
comportamento de AGmix em uma ampla faixa de temperatura, em funcdo do aporte de protétipo
no sistema. O ponto de cruzamento no eixo x (aporte de prot6tipo) foi considerada a

solubilidade méaxima do prot6tipo no polimero (quando AGmix = 0).
4.6.5.3 Analise do aporte de soluto limitrofe & cristalizagéo

100 mg de dispersdo sélida a base de HPMCAS, Eudragit, HPMC e PVP K-30 foram
preparadas contendo diferentes quantidades de EPI (10, 20, 30, 40 e 50% p/p) e posteriormente
analisadas por microscopia de polarizacdo, na tentativa de evidenciar a formagao dos cristais.
Em funcdo do aporte de prot6tipo necessério para cristalizar na dispersdo, concentragdes
intermediarias de protdtipo foram obtidas para tornar o resultado mais exato na determinagao
do aporte limitrofe a cristalizacéo. Os filmes das disperdes solidas foram avaliados através de
microscopio de polarizacdo Motic BA400® (Opi-tech Scientific Inc®), com magnificacdo de 4x
para todas as amostras. Um fundo azul foi empregado para melhor visualizagéo dos cristais de
EPI por apresentar a melhor condicdo de visualizacdo desses cristais devido ao contraste.

4.7 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS

100 mg de dispersdo sélida a base de HPMCAS, Eudragit, HPMC e PVP K-30 foram
preparadas contendo diferentes quantidades de EPI, sem haver cristalizagdo do prot6tipo no
filme. Um disco dos filmes com didmetro de 8 mm foi obtio com o auxilio de um puncédo de
bidpsia com essas dimensdes. O disco de dispersdo sélida foi acomodado em lamina de vidro
para microscopio, e foi coberto com uma laminula. As amostras foram inseridas em dessecador
contendo solugdo saturada de NaCl, que mantinha a umidade relativa do ar em 75%. Todo o
conjunto do dessecador foi entdo deixado dentro de uma incubadora, com temperatura de 40°C
+ 0,2. As amostras foram retiradas do dessecador em tempos pré-determinados para checar,
através do microcopio de polarizacdo, se havia ocorrido evento de cristalizagdo durante o

periodo de exposicao as condi¢des de estabilidade. Para essa analise, empregou-se microscopio
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de polarizacdo Motic BA400® (Opi-tech Scientific Inc®), com magnificacdo de 4x para todas

as amostras, com fundo azul para melhor visualizagéo dos cristais de EPI.

4.8 AVALIACAO DA PERFORMANCE DOS SISTEMAS DISPERSOS SOLIDOS
OBTIDOS

4.8.1 Avaliacdo da Influéncia do Polimero na Concentracdo de Equilibrio da EPI

A concentracdo de equilibrio da EPI (Ceq) na presenca de polimero foi calculada a
partir da obtencdo prévia de solucbes de polimero em solucdo tampdo fosfato pH 6,86 nas
concentragdes 0,5; 0,66; 1 e 2%. Excesso de EPI (= 20 mg) foi adicionado & 5 mL dessas
solucBes. As amostras foram agitadas, com um agitador magnético, por 5 dias, sob temperatura
de 37°C, para alcancar a concentracdo de equilibrio. As amostras foram filtradas com filtro
millipore® e analisadas em espectrofotdmetro na regido do UV-visivel Cary 50 (Varian®), em
260 nm. A analise foi realizada em quadruplicata. Cada solugdo de polimero sem a EPI foi

utilizada como linha de base.

4.8.2 Perfil de Dissolugéo sob Condigao N&o-sink

Os perfis de dissolucdo das dispersbes solidas obtidas foram comparadas ao perfil de
dissolucdo da EPI cristalina e das mistura fisica EPI:polimero contendo a menor proporcao de
prototipo (10%). Um frasco de vidro com capacidade para 20 mL, acrescido de uma barra
magnética de tamanho fixo foi empregado para todas as dissolugdes neste trabalho. Ao frasco
de vidro contendo a barra magnética foram adicionados 10 mL de solugdo tampéo fosfato pH
6,86, previamente medidos por uma pipeta volumétrica. O frasco foi introduzido em uma
incubadora, que continha em seu interior um agitador magnético, tornando-se capaz de manter
todo o sistema sob 37°C e 125 rpm. Visando avaliar a performance verdadeira de cada sistema
de dispersdo sdlida, a condi¢do sink ndo foi mantida durante esse experimento para visualizagdo
da extenséo da fase supersaturada e dos eventos de nucleacéo e cristalizagdo, que comumente
ocorrem quando um soluto amorfo se encontra dentro de um volume finito, semelhante a
situacdo provavelmente encontrada no fluido do TGI. Para tanto, o indice sink, definido como
IS = CsV/Dose foi empregado aqui para caracterizar o quéo distante da condicdo sink encontra-

se 0 experimento, onde Cs ¢ a solubilidade de equilibrio do prot6tipo cristalino, V é o volume
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do meio de dissolugdo e “Dose” é a quantidade total de protétipo empregada no ensaio. Aqui,
um IS = 0,3 foi empregado para avaliar a dissolucdo das dispersdes sélidas a base de Eudragit
L100-55, enquanto que um IS = 0,1 foi empregado para avaliar a dissolucdo das dispersoes
solidas a base de HPMCAS e PVP K-30. Os valores de Sl considerados aqui empregam a
concentragdo de equilibrio do prot6tipo em solugdo tampéo fosfato pH 6,86, sem a presenca de
polimero. Os perfis de dissolucdo foram obtidos em triplicata. Aliquotas da amostra eram
retiradas em funcdo do tempo, para leitura em espectrofotémetro na regido do UV-visivel Cary
50 (Varian®), e devolvidas ao meio de dissolugdo. Para retirar os interferentes da presenca de
particulas, empregou-se o calculo da segunda derivada, com leitura da absorbancia em 275 nm,
com o auxilio do programa Origin Pro8. Os valores de média e desvio padrdo (%) foram
calculados com o auxilio do programa Excel (Microsoft®).

4.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE

O estudo de estabilidade das dispersdes solidas a base de HPMCAS e PVP K-30 foi
realizado de acordo com as condicdes de estabilidade acelerada (40°C +2 /75% UR % 5). As
amostras foram armazenadas em dessecadores selados contendo solucdo de cloreto de sodio
saturada (UR = 75%), que foram inseridos em incubadora de temperatura programavel (40°C).
A anélise ocorreu nos tempos 7 dias (apenas observacional), 15, 30, 60 e 90 dias (estudo de
dissolucéo e avaliagédo do DRX).

Apenas o estudo de dissolu¢do empregado para avaliar a estabilidade das amostras foi
realizado sob IS = 1,625, o que representa uma concentracdo maxima de 400 pg.mL?,
considerada aqui como 100%. As amostras coletadas foram lidas em espectrofotometro na
regido do UV-visivel Cary 50 (Varian®), com rapida devolucdo ao meio de dissolucéo. Para
limpar a interferéncia de possiveis particulas, a segunda derivada foi empregada, com leitura
em 275 nm. As curvas de calibracdo foram analisadas no programa Origin Pro8®. As
dissolucbes foram realizadas em triplicata, e as quantificagbes mensuradas em curva de
calibragdo do dia. Os valores das médias e coeficientes de variacdo foram obtidos com o
programa Excel (Microsoft®). Em funcéo do tempo, as mesmas amostras foram avaliadas por
DRX e microscopia de polarizagdo, nas mesmas condi¢Ges empreadas para a caracterizacdo das
dispersdes solidas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZAQAO DA EPIISOPILOTURINA
5.1.1 Caracterizacdo da EPI no Estado Solido
5.1.1.1 Analise térmica

O perfil térmico dos cristais de EPI foi determinado a partir do somatoério de
informacdes obtidas através das curvas DSC e TG/DTG. Assim, o pico endotérmico agudo
evidenciado na curva DSC (Figura 13), com faixa de fusdo de 221,72 a 228,24°C (AE =- 148,75

J.gY), estd em concordancia com os estudos anteriores realizados por Véras e colaboradores
(VERAS et al., 2013).

Figura 13 - Curva DSC da EPI, sob razdo de aquecimento de 10°C.min e fluxo de nitrogénio de 50 mL.min"%.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Adicionalmente, as curvas TG/DTG obtidas (Figura 14) demonstram que a degradacéo
do prototipo se inicia em aproximadamente 224 °C, com perda de massa (Am) de 79,27%, antes
mesmo de finalizar o evento referente a fuséo da EPI evidenciado no DSC. Deste modo, pode-

se identificar a faixa de temperatura na qual o protétipo apresenta-se termicamente estavel.
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Figura 14 - Curva TG, DTG e DTA da EPI, sob razéo de aquecimento de 10°C.min* e fluxo de nitrogénio de 50
mL.min™,
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Uma vez que as curvas TG apresentaram variacdo de massa, foi possivel calcular a
cinética de degradacdo térmica ndo isotérmica da EPI aplicando-se o modelo de Ozawa
(COSTA et al., 2013; MELO et al., 2015; VIANA et al., 2008; VIEIRA et al., 2013). Vieira e
colaboradores (2013) destacam a importancia do conhecimento acerca das propriedades de
decomposicdo térmica de farmacos e excipientes, pois, este compreende um dos requisitos para
0 desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, uma vez que determinam parametros de
grande interesse para avaliagdo de sua estabilidade.

A partir dos ensaios da andlise cinética obtiveram-se as curvas TG (Figura 15) que
proporcionaram a correlacdo de logA x 1.K (Figura 16a), a partir do modelo proposto por
Ozawa em 1965. Assim, foi possivel a obtencao do gréfico G(x) versus tempo reduzido (min)
(Figura 16b), onde através deste foram calculados os parametros cinéticos: energia de ativacdo
(Ea) de 88,95 kJ.mol* e fator frequéncia (A) de 1,165 x 10% min*. A ordem de reacdo foi
estimada de acordo com a linearidade da reta obtida para o grafico G(x) versus o tempo reduzido
(Tabela 2), o que demonstrou ser uma reacdo de primeira ordem, caracterizada pela

independéncia da velocidade da reacdo com a concentragdo do substrato



Figura 15 - Curvas TG da EPI nas diferentes razdes de aquecimentos (2,5; 5; 10; 20 e 40° C), sob fluxo de
nitrogénio de 50 mL.min’!
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Figura 16 - a) Grafico log A vs. K'*; b) Gréfico da fungdo G(x) vs. Inverso da temperatura de EPI
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Tabela 2- Linearidade das diferentes ordens de reagdo da cinética de degradagéo da EPI

Ordem da reagéo Parametros r2
G(x) 0,14 0,28 0,44 0,56 0,65
0 0,9728
TR 0,26 0,4 0,59 0,78 1
G(X) 0,17 0,32 0,58 0,81 1,02
12 0,9961
TR 0,26 0,4 0,59 0,78 1
G(x) 0,18 0,35 0,78 1,26 1,87
28 0,9878
TR 0,26 0,4 0,59 0,78 1

Fonte: dados da pesquisa (2017).
5.1.1.2 Difragéo de raios-X

De acordo com o difratograma (Figura 17), a EPI apresenta varios picos bem definidos,
dos quais sdo principais aqueles expressos em: 10,76; 14,12; 17,08; 20,28; 21,08; 22,12; 22,84;

e 25,64° 20; caracteristicos de material cristalino.

Figura 17- Difratograma de Raios-X da EPI
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Fonte: dados da pesquisa (2017).



78

5.1.2 Caracterizacao da EPI em Solugéo Aquosa

No presente estudo, a quantificacdo da EPI em solucdo pode ser realizada tanto a partir
do CLAE, com deteccdo em 216 nm (AVANCINI et al., 2003; VERAS et al., 2013) quanto por
espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV). O método por UV foi empregado devido a sua
conveniéncia e acuracia, além de ndo ter sido reportado na literatura antes. Como apresentado na
Figura 18, o espectro de ultravioleta da EPI exibe m&ximos de absor¢do em 220 e 260 nm. Trata-
se de um espectro tipico dos alcaldides tiazolidinicos, reportado por Sangster e Stuart
(SANGSTER; STUART, 1964), que € caracterizado por uma banda muito intensa em torno de
190-220 e uma outra banda pouco expressiva em torno de 230-260 nm. Entretanto, a posicdo da
primeira banda de absor¢do esta muito proxima do limite minimo de comprimento de onda do UV
proximo, onde algumas moléculas da atmosfera (como o 6xido de carbono) também passam a
exibir absorcdo caracteristica, dificultando seu uso para quantificacdo do prototipo (PERAL;
GALLEGO, 2000). Por outro lado, apesar de a segunda banda de absorc¢éo nédo ser téo forte, ela

permanence sendo uma alternativa vidvel para quatificacao da EPI.

Figura 18- Espectro de UV tipico da EPI.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Baseando-se na lei de Lambert-Beer, a absortividade molar (¢) da EPI nos dois

comprimentos de onda podem ser avaliados a partir de uma curva de calibrag&o correspondente.
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Os dados mostram que &220 €, a0 menos, 20 vezes maior que &0, sugerindo assim que um
comprimento de onda mais baixo (220 nm) pode ser mais interessante para quantificacao de baixas
concentragdes de EPI, ja que é capaz de gerar valores de absorbancia mais detectaveis a baixas
concentragdes, enquanto que para um comprimento de onda mais alto (260 nm), os valores de
absorbancia correspondentes sdo proximos ou inferiores ao limite minimo aceitavel da faixa de
absorbancia.

Peral e Galego (PERAL; GALLEGO, 2000) previamente reportaram a influéncia da
concentracédo e do pH do meio dos valores de absortividade molar envolvendo anéis imidazélicos
e seus derivados (em 200 nm), grupo quimico presente na molécula de EPI. A Figura 19 mostra
que 0 pH do meio também interfere no ¢ da EPI, através do seu efeito no grau de ionizacdo do
prototipo, em que os resultados da absortividade molar aumentam com o pH superior ao valor do
pKa da base fraca EPI (ver adiante).

Figura 19 - Influéncia do pH na absortividade molar da EPI (p<0,05) em 260 nm, para uma concentracao fixa de
EPI de 150 ug.mL™.
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Fonte: dados da pesquisa (2017). BS = Solu¢do tampédo; W = &gua destilada; (B*) EPI ionizada; (N) EPI ndo-ionizada.
Significancia estatistica considerada em um intervalo de confianca de 95% (n = 3).

Os autores demonstraram um efeito hipocromico quando em baixo comprimeiro de onda,
como uma funcdo da concentragdo do anel imidazodlico, entretanto, esse fendmeno néo foi

evidenciado para EPIl. Como reportado por esses autores, o efeito foi muito mais pronunciado em
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comprimento de onda igual ou inferior a 195 nm, e é menos detectavel em comprimentos de onda
superiores. Neste estudo, ndo ha evidéncias para um efeito hipocrémico tanto em 220 quanto em
260 nm.

As leituras em 220 nm mostram o aumento da absorbancia em fungéo do aumento da
concentracdo da amostra, entretanto, 0 comportamento néo é linear. Em contraste, a linearidade é
observada em 260 nm (R? = 0.997 e 0.999 para solucdes de EPI em solugdo tampéo pH 6,8 e 1,2,
respectivamente). Baseando-se nessas curvas de regresao linear e na lei de Lambert Beer, a faixa
de quantificacdo 6tima em solucdo tampdo pH 6,8 inicia com a concentracéo de 193 ug.mL™ e se
estende até o limite de sua solubilidade em &gua. Assim, apesar de 0 aumento do pH repercutir
em aumento da absortividade molar, a solubilidade da EPI nesse meio é limitante. Por outro lado,
apesar de essa limitacdo de solubilidade ndo acontecer para pHs baixos (acidos), ja que o prototipo
apresenta-se livremente soltvel, uma concentracdo muito alta de EPI é requerida (em torno de
456,25 ng.mL1) para alcancar a absorbancia de 0,2.

Uma alternativa para contornar a limitacdo da solubilidade em pH 6,8 e alcancar
concentragdes mais altas foi alcancada através do preparo de uma solucdo estoque em &cido
cloridrico (HCI 0.05 M) com subsequente diluicdo em solugdo tampédo pH 6,8. A partir desse
método, os valores de absorbéncia em 260 nm respondem de maneira linear & variagdo da
concentracdo (r?> > 0.99), além de apresentar-se reprodutivel dentro da faixa de concentragéo
testada (de 40 a 2600 pg.mL™) (Tabela 3). E importante notar aqui que a absorbéncia da EPI
continua se apresentando linear e reprodutivel mesmo quando a resposta é inferior aquela
preconizada como minima por Lambert-Beer, permitindo quantificagcdes precisas e exatas a partir
de 50 ug.mL.

Tabela 3— Coeficiente de variagdo (%) alcagado a partir das curvas de calibracdo (interdias) e inclinacdo da reta
(interdias).

Absorbancia
x slope
Concentrai;ao 50 60 80 90 130 650 1300 2600
(ng.mL™)

Dial 0.0096 | 0.0136 | 0.0279 | 0.0356 0.066 0.345 0.728 1.421 | 5.55x10*
Dia 2 0.0101 | 0.0126 0.026 0.036 0.063 0.355 0.723 1.425 | 5.44x10*
Dia 3 0.0093 | 0.0134 | 0.0268 | 0.0373 0.064 0.346 0.711 1.395 | 5.56x10*
Media 0.0096 | 0.0132 | 0.0269 | 0.0363 0.064 0.349 0.721 1.422 | 5.51x10*

CV (%) 4.1808 | 4.0087 | 3.5462 | 2.4485 2.177 1.575 1.284 1.154 1.2069

Fonte: dados da pesquisa (2017).
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Devido a auséncia de método de quantificacdo por espectrofotometria por UV-vis para
alcal6ides, os resultados obtidos aqui tornam-se uma alternativa importante para quantificagdo
deste prototipo, pois permite quantifica-lo de forma mais pratica e econdmica. Apesar disso, um
método de andlise para quantificacdo de EPI por HPLC j& foi reportado (AVANCINI et al., 2003;
VERAS et al., 2013), onde a deteccio foi realizada em 216 nm, um comprimento de onda que
apresentou resultado ndo-linear por UV-vis como ja mencionado.

Adicionalmente, no tocante ao desenvolvimento de sistemas amorfos, é sabido que as
quantificacbes vdo envolver a presenca de particulas insollveis, oriundas do processo de
precipitacdo durante o ensaio de dissolucdo. A presenca de particulas insollveis podem levar ao
espalhamento de luz, causando interferéncia na leitura e, consequentemente, perda de acuracia na
determinacédo da concentracdo. Nesse sentido, a segunda derivada do espectrofotometro da regido
do UV-vis foi aplicada para averiguar a possibilidade de minimizer a interferéncia do
espalhamento de luz a partir das particulas suspensas na solucdo, alcangando assim um resultado
mais preciso. Nesse estudo, a eficiéncia da segunda derivada no método de UV foi testada
comparando o espectro de UV de uma solugdo limpida de EPI com solucGes de EPI de mesma
concentracdo, na presenca de polimeros parcialmente soltveis, tais como HPMCAS e Eudragit L
100-55.

Nessas situacOes, EPI foi quantificada a partir da segunda derivada das absorbancias, cuja
absorbancia méxima foi adotada em 275 nm. Os resultados mostram uma curva de calibracdo
linear com coeficientes (r?) de 0,9966; 0,9964; e 0.9966 para solucdo limpida de EPI; solucdo de
EPI e HPMCAS,; e solucdo de EPI e Eugragit L 100-55, rspectivamente. Os fatores de resposta da
EPI, determinados a partir das inclinagbes das curvas lineares (com ou sem o efeito de
espalhamento) foram 3,98x10, 4,18x10° and 3,98x107 (abs x nm? x pug.mL?) (p > 0,05, n = 3),
respectivamente, demonstrando mais uma vez que o emprego da segunda derivada pode eliminar
a interferéncia spectral causada pelo espalhamento de luz oriundo da interferéncia de particulas
pouco sollveis em agua (PATEL et al., 2011).

A partir de quantificacdes simulaneas da EPI como func¢do do pH no equipamento Sirius
T3 (método titulométrico automatico), apenas um valor de pKa foi detectado (ou seja, EPI é
monotropica dentro da faixa de pH 2-12). O pico bem definido e intenso “anélise do fator target”
(Target Factor Analysis) representa o pKa da EPIl em 7,46 + 0,29 (Figura 20).
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Figura 20— Gréfico TFA e curva de distribuicdo das espécies da EPI.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

A Figura 20 apresenta que quanto mais inferior for o pH, maior a concentracdo de
moléculas ionizadas, um comportamento caracteristico de bases fracas (formando espécies
protonadas, B*). Assim, uma solucdo em que o pH é igual ao pKa (Figura 3) B (base livre) e B*
apresentam-se em igual concentragao.

Baseando-se na estrutura molecular do protétipo, seu anel imidazélico é o grupo quimico
mais favoravel a protonagdo em pH &cido (BLOMBERG; MAURER; RUTERJANS, 1977,
PERAL; GALLEGO, 2000). Adicionalmente, quando h& um grupo metil na posi¢do 1 do anel
imidazdlico, essa ionizagdo deve acontecer na posi¢do 3 do anel (PERAL; GALLEGO, 2000).
Esse esquema esté de acordo com os resultados obtidos no estudo de absortividade molar e parece
ser coerente.

Buscando compreender a solubilidade aquosa do prot6tipo considerando a classificagao
biofarmacéutica, o perfil da dissolugdo intrinseca da EPI foi obtido (Figura 21). Isso porque Yu e
colaboradores (YU et al., 2002) demonstraram uma correlacdo entre a classificacdo da
solubilidade aquosa de farmacos com a inclinacdo da reta obtida pelo perfil de dissolucdo
intrinseco. De acordo com os autores, farmacos cuja dissolucdo intrinseca € igual ou maior que
0,1 mg/min/cm? séo classificados como altamente solGveis, enquanto que aqueles que apresentam
resultado inferior sdo classificados como pouco solivel em agua, de acordo com a classificagdo
biofarmacéutica. Essa abordagem tem sido extensivamente aplicada na literatura (ISSA;
FERRAZ, 2011; YU, LAWRENCE et al., 2004; YU, L X et al., 2002; ZAKERI-MILANI et al.,
2009).
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Figura 21 - Perfil de dissolugdo intrinseca da EPI sob pH 6,8 e velocidade de 150 rpm
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

O experimento foi realizado em pH 6,8, visto que, de acordo com a analise do pKa, essa
é a regido do TGI mais critica para o prototipo, em termos de solubilidade. Para este perfil, foram
obtidos os valores de 0,0232; 5,2471 e 0,98 para os coeficientes angular, linear e de correlagao,
respectivamente. J& que a TDI pode ser calculada a partir da inclinacdo da porcao linear da reta
obtida no estudo de dissolucéo, a EPI, cuja TDI é de 0,0232 ug/min/cm?, é classificada como
pobremente sollivel em &gua e pode ser enquadrada nas classes 2 ou 4 do sistema de classificagdo
biofarmacéutico, dependendo de sua permeabilidade, de acordo com os parametros estabelecidos
por Yu e colaboradores (YU et al., 2002).

A dissolucdo do farmaco cristalino em condigdo saturavel (ndo sink) foi empregada para
verificar a concentracdo de equilibrio do protétipo. A condicdo ndo sink foi escolhida aqui por ser
a condicao mais proxima da fisiologica, ja que o volume intestinal torna-se finito em detrimento a
suposta baixa solubilidade aquosa do prot6tipo, permitindo assim compreender seu funcionamento
dentro do corpo (CRUANES et al., 2013). Assim, a Figura 22 apresenta 0 comportamento da
dissolucdo da EPI em pH 6,8 na condicdo ndo sink, durante 7 dias, contendo excesso de EPI. O
perfil de dissolucdo apresenta duas etapas de dissolugdo: a primeira, em que o prototipo é
rapidamente liberado até alcancar a concentracdo de, aproximadamente, 500 pug.mL* e, a segunda,
caracterizada por uma liberacdo muito lenta que permanence crescente durante algns dias até
alcancar a concentragdo de equilibrio de 610,553 + 3,5829 pg.mL™. Esse valor de solubilidade
permite classificar o protétipo em muito pouco solivel em &gua, de acordo com a farmacopéia
brasileira (BRASIL, 2010).
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Figura 22— Perfil de dissolugdo da EPI sob condigdo nao-sink e pH 6,8.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Até o momento, é possivel inferir que este prototipo apresenta dissolugdo e dose como
fatores criticos para previsao da taxa e extensdo de sua absorcdo oral (TSINMAN et al., 2009).
Este resultado sugere a necessidade da utilizagdo de tecnologias a fim de incrementar sua
solubilidade aquosa e promover perfis de liberacdo previsiveis e, consequentemente, eficazes e
seguros, por muitas vezes alcangado através do emprego das dispersdes solidas.

Geralmente, a abordagem dos sistemas dispersos séidos é baseada na geracdo da
supersaturacdo, também chamada de “zona metaestavel”. De acordo com a teoria de nucleagdo
classica, 0 comportamento esperado para uma droga em um meio de supersaturagdo apresenta,
primeiramente, um crescimento gradual da satura¢do. Uma vez alcagada proximo a concentragdo
de saturacgdo critica, ha a formagdo de pequenos embrides e nicleos que tornam esse crescimento
mais lento, e as taxas de dissolucéo e precipitacdo comegam a se tornar equivalentes (concentracéo
de saturacdo critica). A concentracdo de saturacdo critica foi definida por Sun e Lee (2013) e
representa o estado limite de supersaturacéo sobre o qual uma incontrolavel recristaliza¢do ocorre.
Em outras palavras, quando o farmaco alcanca essa concentragao, 0 processo de cristalizagdo passa
a dominar o evento, e um rapido declinio na concentracdo do farmaco ocorre. Em seguida, a curva
concentracdo versus tempo remanescente € governada pela cinétia de cristalizagdo existente e a
continua formacéo de nucleos.

Uma vez que essa abordagem pode ser aplicada na liberagcdo de farmacos a partir de
sistemas amorfos, o experimento de infus&o foi realizado para compreender as condi¢es com que

iSs0 ocorre para o protétipo. A ideia aqui € mimetizar o fornecimento do protétipo amorfo, como
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seria a liberagdo do mesmo a partir de um sistema solido amorfo. Para isso, uma solucdo estoque
suficientemente concentrada do protétipo foi preparada. A concentracdo da solucdo estoque
(obtida em solucéo de HCI 0,05 N) foi definida com base em alguns critérios: 1) a solubilidade do
prototipo nesse meio; 2) o volume méaximo de &cido suportavel pela solugdo tampéo fosfato,
visando manter o pH do meio de dissolucdo em 6,8; 3) na reducdo da interferéncia na concentragéo
devido ao aumento de volume; e 4) no valor do indice sink necessario para permitir a visualizagdo

dos eventos. Considerando todos esses fatores, foi possivel alcangcar um IS = 0,3 (Figura 23).

Figura 23— a) Comportamento de supersaturacdo e cristalizacdo da EPI, sob condi¢Bes ndo sink (IS = 0,3),
considerando uma fonte de protétipo amorfa; b) Relagdo entre AUC e taxa de infusdo calculada pelos resultados do
teste de infuséo.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).
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Esse experimento traz informagGes importantes. Primeiramente, nota-se que apesar de
ofertado amorfo, o protétipo tende a precipitagdo quando se depara com o pH basico intestinal. Ou
seja, apesar de sua alta solubilidade em pH géstrico, ao alcancar o intestino o protétipo tende a
sofrer uma queda abrupta na solubilidade, levando rapidamente aos eventos de nucleacdo,
cristalizagéo e, consequentemente, precipitacao.

Na primeira situacdo (0,3 mL.min?), a concentragdo de saturacdo critica é alcancada
muito rapidamente, provocando, consequentemente, um répido processo de cristalizagdo e
precipitacdo também, reduzindo drasticamente seu platé de solubilidade, que é entendido como
uma solubilidade relativamente estavel por um certo periodo de tempo, superior & concentracéo de
saturacdo do soluto (regido supersaturada). Por outro lado, uma taxa de liberagdo muito pequena
faz com que a taxa de cristalizacdo exerca acdo mais pronunciada do que o processo de dissolucao,
reduzindo também a AUC (p < 0,05).

E preciso compreender aqui que, durante todo o periodo em que o soluto esta4 em contato
com o solvente, hd& uma competicdo entre o processo de dissolugdo e o processo de
cristalizacdo/precipitacdo. A depender das caracteristicas fisico-quimicas do soluto, um ou outro
torna-se mais expressivo, favorecendo assim um desses processos. Pensando assim, uma taxa de
dissolucdo muito rapida garantiria as melhores AUC mas, a0 mesmo tempo, alcanca mais
rapidamente a concentragdo de concentragdo critica. Nota-se, entdo, que h4 uma taxa de liberagéo
Gtima para cada substancia, onde a velocidade de dissolucéo é a mais alta possivel para evitar o
alcance precoce da concentracdo de saturagdo critica. Em outras palavras, amplia-se o periodo de
supersaturacdo do farmaco, aumentando assim consideravelmente a forca motriz para
transferéncia e, consequentemente, repercutindo na biodisponibilidade.

Para a EPI, a oferta de solucdo de farmaco a uma velocidade de 0.01 mL.min (30 vezes
menor que a velocidade méxima testada), repercurte na maior AUC e, portanto, alcanca o valor
6timo, sugerindo que esta € a taxa de liberacdo 6tima da EPI a partir das formas farmacéuticas, se
ndo levado em consideracdo a habilidade do polimero em manter os niveis de supersaturacao.

A partir de um célculo simples confrontando a concentracao real de EPI sollvel em cada
ponto versus a concentracdo sollvel teodrica (considerando que todo o protdtipo existente estaria
dissolvido), é possivel visualizar como ocorre a cinética de cristalizacdo do prototipo. A partir
dessa analise, pode-se afirmar que a cinética de cristalizacdo é variada em fungdo da oferta de
prototipo amorfo para o sistema (Figura 24), onde a taxa de infusdo mais lenta gera a velocidade
de precipitagdo mais lenta (Tabela 4). Esse comportamento estd de acordo com o trabalho de Sun
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e Lee (2013), onde afirma que a cinética de cristalizacdo geralmente depende da taxa de geracdo

de supersaturagéo.

Figura 24 — Perfil cinético da cristalizacdo de EPI, durante o teste de infusao.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Tabela 4- Influéncia da taxa de liberacdo da EPI na cinética de cristalizacao

(m\/LeImo::r:i:;1de Inclinagdo da Reta R?
0,003 5,5625 0,8898
0,01 22,0733 0,9433
0,03 22,365 0,9596
0,3 31,2301 0,9355

Fonte: dados da pesquisa (2017).

Ainda, o comportamento da concentragdo maxima alcancada versus a velocidade de
liberacdo do prototipo permite estimar a solubilidade do prot6tipo amorfo, a partir do calculo da
solubilidade a uma velocidade de liberacdo infinita, calculada pelo grafico de Wilson (SUN;
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LEE, 2013) (Figura 25), em que v representa a velocidade de liberacdo da EPI para o meio de
dissolucdo. Assim, a solubilidade do protétipo quando no estado amorfo é estimada em 2,8

mg.mL1, mais de 4x maior que a solubilidade do protétipo no estado cristalino.

Figura 25 — Aplicacgdo do grafico de Wilson para estimar a solubilidade da EPI quando no estado amorfo.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Esses resultados demonstram que a obtengéo de sistemas amorfos podem ser uma

alternativa (til para incrementar a solubilidade aquosa aparente da EPI.
5.2 OBTENCAO DAS DISPERSOES SOLIDAS
5.2.1 Sele¢do do Carreador
5.2.1.1 Selecdo quanto a aplicabilidade no corpo
Como discutido antes, EPI apresenta alta solubilidade em solucéo aquosa acida e baixa

solubilidade em solucdo aquosa neutra ou bésica. Esse comportamento € associado com sua
natureza de base fraca, também demonstrada pelo estudo do pKa. Ainda, o estudo de
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precipitacdo mostrou sua forte tendéncia a precipitacdo quando alcancar o limen intestinal, o
que também acontece com diversas outras substancias de carater base fraca (KOSTEWICZ et
al., 2014). Essa informac&o norteia a obtencdo dos sistemas amorfos ja que, claramente, é no
pH em torno de 6,8 que sua cinética de dissolugdo precisa ser melhorada (pH intestinal). Diante
desse cenario, a primeira estratégia a ser aplicada aqui ¢ a selecdo de polimeros entéricos para
obtencéo dos sistemas dispersos solidos, pois, esses polimeros podem proteger a liberacdo de
EPI no estbmago e favorecé-la no intestino, de maneira uniforme, e com sua cinética de
dissolucdo aumentada. Em outras palavras, essa abordagem faz com que o sistema polimero-
EPI alcance o intestino de forma intacta permitindo assim a liberacdo do farmaco apenas no
estado amorfo (solubilidade aumentada).

Entretanto, para fins de desenvolvimento de sistemas, polimeros ndo idnicos também
foram inclusos nas analises uma vez que esses sistemas podem sofrer o processo de
revestimento gastrico caso apresentem beneficios importantes a cinética de dissolucdo do
prototipo. Assim, dentre as opgdes de polimero entéricos e neutros, foram selecionadas quatro
opcoes: Hidroxipropilmetilcelulose Acetato Succinato do tipo MF (HPMCAS); Eudragit L100-
55; Hidroxipropilmetilcelulose do tipo 5SE (HPMC 5E); e Polivinilpirrolidona K-30 (PVP K-
30) (Figura 26).

Figura 26 - Estruturas moleculares dos polimeros HPMC (a), HPMCAS (b), Eudragit L100-55 (c), e PVP K-30
(d).
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Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um polimero ndo-ibnico composto por uma
mistura de alquil éter de celulose hidroxialquilo, contendo grupos metoxi e hidroxipropil em
diferentes graus de substituicdo (GIRI et al., 2012; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
Apresenta peso molecular varidvel entre 10.000 e 1.500.000 g.mol* e é sollvel em 4gua e
misturas de etanol ou metanol com diclorometano (LEUNER; DRESSMAN, 2000). A literatura
aponta inameros estudos aplicando o HPMC como carreador em sistemas dispersos (NGUYEN
etal., 2016; TSUNASHIMA et al., 2016; VERRECK et al., 2003). Em estudos realizados com
o albendazol, nilvadipina e benidipina, farmacos pobremente soltveis em agua, o HPMC foi
capaz de inibir sua recristalizacdo (LEUNER; DRESSMAN, 2000). A depender do tamanho da
cadeia polimérica, este polimero pode conferir liberagdo prolongada (VO; PARK; LEE, 2013),
porém, neste trabalho foi selecionado HPMC de baixo peso molecular (HPMC 5E) visando a
liberagdo imediata.

Succinato de acetato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS) é um polimero derivado
da celulose em que tiveram seus grupos hidroxila substituidos, sobretudo, pelos radicais acetato
e succinato. Sdo polimeros comumente utilizados como revestimento entérico para formas
farmacéuticas soélidas, pois possuem baixa e alta solubilidade aquosa em pH é&cido e
neutro/basico, respectivamente (GIRI et al., 2012). Assim, estes polimeros foram selecionados
visando alcancar uma liberacdo retardada do prot6tipo. Sua alta Tg's promove reducdo da
mobilidade molecular do soluto e incrementa a estabilidade fisica de dispers6es sélidas. Devido
a sua propriedade anfifilica, este polimero permite associar farmacos pouco sollveis em agua
a sua parte lipofilica, enquanto que sua parte hidrofilica facilita a formacdo de estruturas
colidais ndo ionizadas hidratadas ap6s a administracdo oral, inibindo, assim, a formacéo de
cristais do farmaco (CURATOLO; NIGHTINGALE; HERBIG, 2009; XIANG; ANDERSON,
2014). De acordo com Sun, Jun e Lee (SUN; JU; LEE, 2012), dispersdes sélidas a base de
HPMCAS tem demonstrado ser, através de estudos recentemente encontrados, mais efetivo na
manutencdo da supersaturacdo no intestino do que outros polimeros investigados e tem
promovido importante aumento da biodisponibilidade, de acordo com estudos in vivo.

Eudragit L 100-55 é o nome comercial de um polimero entérico do grupo dos
polimetacrilatos. E um polimero anidnico co-polimerizado de &cido metacrilato e acido metil
metacrilato na proporcdo 1:1. Os polimetacrilatos foram primeiramente empregados na
administracdo oral de capsulas e como revestimento de comprimidos, devido a sua propriedade
de formar filme, que se mantém para o Eugradit L 100-55. Uma vez que este polimero se
apresenta solGvel em agua a partir do pH 5,0, este tem sido empregado como revestimento
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entérico de comprimidos. E solivel em acetona e &lcools (GIRI et al., 2012; LEUNER;
DRESSMAN, 2000; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

J& a polivinilpirrolidona (PVP) é obtida a partir da polimerizacdo de moléculas de
vinilpirrolidona e, a depender da quantidade de mondmeros, recebe uma classificacao diferente
(K-12, K-25, K-30 e K-90, por exemplo). Uma vez que possui boa solubilidade em uma
variedade de solventes organicos, PVP tem sido empregado na obtencgdo de dispersdes solidas
pelo método do solvente. Devido a sua boa solubilidade em agua, suas dispersdes sélidas podem
aumentar a molhabilidade de moléculas pobremente sollveis em agua, aumentando assim sua
taxa de dissolucdo, que varia de performance em funcdo do tamanho da cadeia. PVP possuli
uma temperatura de transicao vitrea (Tg) dependente ndo s6 do peso molecular, mas também
da umidade relativa do ar (UR) (CURATOLO; NIGHTINGALE; HERBIG, 2009; LEUNER;
DRESSMAN, 2000; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009) .

5.2.2 Selegéo e Discusséo da Metodologia de Obtengéo

De acordo com as curvas DSC e TG do protétipo, sua degradacdo incia antes do
processo de fusdo ter finalizado. Assim, qualquer método que emprega calor visando a fuséo
do protétipo deve ser evitado, como acontece na técnica de hot melt extrusion (THIRY et al.,
2017). Outra técnica muito bem descrita na literatura é a evaporacdo do solvente, uma opgao
que emprega escala de bancada com vistas a ser transposta industrialmente ao spray-drier. Essa
abordagem tem sido extensamente aplicada na literatura e tem gerado resultados promissores
(PARIKH et al., 2015; SINGH; VAN DEN MOOTER, 2016; SUN; JU; LEE, 2012), além de
se mostrar completamente aplicavel as caracteristicas fisico-quimicas da EPI.

Uma variedade de solventes foi selecionada para obter as dispersdes sélidas. Essa
selecdo foi baseada na habilidade de tanto o protétipo quanto o polimero serem solubilizados.
Os solventes foram testados individualmente ou em associagéo, dentre as opcdes: dicloroetano,
etanol, metanol, acetonitrila, cloroférmio, dimetilsulfoxido, dimetilformamida e solu¢do HCI
0,05 N. A selecdo do solvente levou em consideragdo a habilidade em formar um filme
completamente transparente, com aporte de protétipo fixo em 10% p/p (Figura 27), o que
significa a auséncia de cristal a olho nu. Nesse sentido, o0 Quadro 3 apresenta as decisdes finais

quanto a selecdo da metodologia de obtencao dos sistemas dispersos sélidos.
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Figura 27— Aspecto macroscopico dos filmes transparentes.

Fonte: dados da pesquisa (2017). Legenda: A — Filme transparente; B e C — exemplos de precipitagdo durante o

processo de obtencéo.

Quadro 3— Metodologia de obtenc&o final dos sistemas dispersos sélidos.

Temperatura de
. . secagem em estufa de

Polimero Sisema solvente :
ar circulante/ tempo de
secagem

HPMCAS Acetona/metanol 60:40 70°C/3h

EUDRAGIT L 100-55 DMSO/cloroférmio 1:2 70°C/48h

HPMC E5 DMSO/cloroférmio 1:2 70°C/48h

PVP K-30 HCI 0.5N 70°C/2h

Fonte: dados da pesquisa (2017).

Uma vez que essa metodologia mimetiza o spray drier, algumas observagdes sao
importantes aqui. A quantidade de solucdo inserida no disco de teflon e a temperatura de
secagem sdo dois fatores criticos, uma vez que ambos podem alterar a cinética de cristalizacéo
do soluto e promover uma dispersao sélida cristalina por erro. Durante a técnica de spray drier,
a solucdo do farmaco junto ao carreador é exposta a um compartimento de secagem via spray,
ou seja, pequenas goticulas de solucdo sdo expostas ao ambiente de secagem, o que repercute
em um processo de solidificacdo muito rapido, mantendo assim o soluto na forma amorfa
(FRIESEN et al., 2008). A partir desse raciocinio, o volume de solugdo a ser seco dentro do
disco de teflon deve ser aquele minimo necessario para retirada do filme ap6s seco. Além disso,
a temperatura necessita ser a mais alta possivel, levando em conta as caracteristicas fisico-
quimicas do soluto e dos carreadores. Temperaturas proximas a Tg do polimero ndo parecem
ser interessantes, visto que a reducdo da viscosidade do polimero favorece a mobilidade
molecular do soluto, acelerando assim o processo de nucleacdo e cristalizagdo (CURATOLO;
NIGHTINGALE; HERBIG, 2009). Em outras palavras, é desejavel obter um processo de
secagem a partir de uma camada de filme t&o fina quanto as gotas no spray drier para obter um
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resultado proximo a esta técnica. Esse parametro foi testado com as dispersdes solidas & base

de HPMCAS e, através dele, nota-se que esse é, de fato, um pardmetro critico (Figura 28).

Figura 28 — Influéncia do volume de solucéo submetido a secagem na cristalizacdo do protétipo.

Fonte: dados da pesquisa (2017). A dispersdo solida utilizada para representar essa abordgem foi a base de
HPMCAS, contendo 10% p/p de protétipo.

5.2.3. Caracteristicas Fisico-quimicas dos Carreadores e Sistemas Dispersos
5.2.3.1 Caracterizacdo do estado solido final dos sistemas

Com o objetivo de identificar o estado solido final dos sistemas obtidos, foram
empregadas trés técnicas chaves que, juntas, permitem esclarecer caracteristicas fisico-
quimicas importantes. Para todos eles foram empregues as técnicas DRX, DSC e microscopia
de polarizagdo. O difratograma de raios-X do polimero isolado e dos sistemas dispersos séo
apresentados nas Figuras 29, 30, 31 e 32 para 0 HPMCAS, Eudragit L100-55, HPMC 5E e PVP
K-30, respectivamente. Os difratogramas permitem identificar o aporte de protdtipo maximo
que permite a obtencdo do sistema no estado amorfo. Esse estado é identificado na imagem
como uma ou duas bandas largas, com auséncia de qualquer pico bem definido. Por outro lado,
a presenca de picos bem definidos, observados para os sistemas HPMCAS 20 e 30%; Eudragit
L 100-55 40%; HPMC 20% e PVP K-30 50%, confirmam que houve cristalizacdo do prototipo
durante o processo de preparacdo dos sistemas. A presenca desses picos também acontece no
digratograma das misturas fisicas com todos os polimeros, desde o aporte de 10% de EPI
(Figura 33), demonstrando assim que o0 processo empregado na obtengdo dos sistemas

desempenha papel critico na amorfizagdo do prototipo.



Figura 29- Difratograma de Raios-X para o polimero HPMCAS-MF e suas dispersdes sélidas contendo

diferentes percentuais de Epiisopiloturina.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Figura 30- Difratograma de Raios-X para o polimero Eudragit L100-55 e suas dispersdes sdlidas contendo

diferentes percentuais de Epiisopiloturina.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).
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Figura 31 — Difratograma de Raios-X para o polimero HPMC 5E e suas dispersdes sélidas contendo diferentes

percentuais de Epiisopiloturina
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Figura 32 — Difratograma de Raios-X para o polimero PVP K-30 e suas dispersdes sélidas contendo diferentes

percentuais de Epiisopiloturina.
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Figura 33— Difratograma de Raios-X para as misturas fisicas compostas por 10% (p/p) de Epiisopiloturina e 90%
de HPMCAS-MF ou Eudragit L100-55 ou HPMC 5E ou PVP K-30.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

O DSC apresenta resultados ainda mais detalhados que o DRX, devido a maior
sensibilidade do equipamento. As curvas DSC para os sistemas dispersos e misturas fisicas
compostas por diferentes proporcoes de EPI e HPMCAS, Eudragit, HPMC e PVP K-30 séo
apresentadas nas Figuras 34, 35, 36 e 37, respectivamente. A partir delas, nota-se que 0s
sistemas dispersos HPMCAS (10%), HPMC (10%) e PVP K-30 (10, 20 e 30%) sdo sistemas
amorfos, devido a completa auséncia do pico de fusdo, somado ao difratograma amorfo na
DRX.



Figura 34— Curvas DSC para a EPI, suas misturas fisicas e sistemas dispersos contendo HPMCAS como

carreador, em diferentes proporcdes

Fonte: dados da pesquisa (2017).
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Figura 35 — Curvas DSC para a EPI, suas misturas fisicas e sistemas dispersos contendo Eudragit L100-55 como
carreador, em diferentes proporgoes.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Figura 36 — Curvas DSC para a EPI, suas misturas fisicas e sistemas dispersos contendo HPMC E5 como
carreador, em diferentes proporgdes.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).
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Figura 37 — Curvas DSC para a EPI, suas misturas fisicas e sistemas dispersos contendo PVP K-30 como

carreador, em diferentes proporgoes.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Apesar de a temperatura de transi¢do vitrea do protétipo ndo ser conhecida, é de se
esperar que, em caso de formacdo de uma Unica fase, o sistema apresente uma Unica Tg
deslocada para uma regido intermediaria entre a Tg do polimero e a Tg do prototipo. A DS
HPMCAS teve sua Tg antecipada, em relacdo ao polimero puro, em 25,13; 23,48; e 15,11 °C,
para os sistemas com 10, 20 e 30 % de EPI, respectivamente, caracterizando um efeito
plastificante do polimero (designado como a capacidade de aumentar a mobilidade de um
farmaco na formulacéo, podendo acelerar sua cristalizacdo). Para os demais sistemas, também
foi evidenciado apenas uma Tg, que foi retardada em relacdo a Tg do polimero isolado: para o
sistema composto por Eudragit, a Tg sofre aumento de 15,46; 52,79; 37,5; e 43,15 °C para as
DS contendo 10, 20, 30 e 40% de protétipo, respectivamente; para o sistema composto por



100

HPMC contendo 10% de protétipo, o deslocamento é de 12,23°C; e para o PVP K-30, o
deslocamento é de 5,04; 31,3; 34,47; e 27,55°C para as DS contendo 10, 20, 30 e 40% de
prototipo, respectivamente. Esse comportamento evidencia o efeito anti-plastificante do
polimero nesses sistemas, 0 que € benéfico a estabilidade fisica dos mesmos, pois evita a
mobilidade molecular e a cristalizagéo.

As curvas DSC dos sistemas compostos por Eudragit L100-55 (Figura 35) deixam a
desejar na interpretacgdo, ja que o proprio polimero, semi-cristalino, apresenta evento de fuséo
largo numa regido pouco antes da de fuséo da EPI. A composigéo do sistema majoritariamente
formada pelo polimero também faz com que o consumo energético da fusdo (evento
endotérmico) do polimero se sobressaia ao consumo energético de uma possivel fracéo
cristalina de protétipo, impedindo assim qualquer conclusdo. Ainda, um evento endotérmico
largo em torno de 100°C, referente a perda de agua, compromete o outro lado da curva,
dificultando também a identificacdo precisa da quantidade de Tgs que o sistema sofre. Aqui,
apenas é possivel visualizar um evento de Tg que aumenta de temperatura conforme se aumenta
0 aporte de farmaco (aumento de 15,46; 52,79; 37,5; e 43,15 °C para as DS 10, 20, 30 e 40%,
respectivamente), atuando assim como anti-plastificante.

Um microscopio de polarizacdo foi utilizado para avaliar qualitativamente a
cristalizacdo do prototipo no filme obtido. Esse equipamento langa um feixe de luz polarizada
na amostra em que exibe brirrefrigéncia quando um cristal é encontrado, fazendo com que esses
aparecam brilhantes e assim facilitando a percepcdo da presenca dessas estruturas no filme
obtido (KIM, N. A. et al., 2014). A microscopia de polarizacdo dos sistemas, apresentadas nas
Figuras 38, 39, 40 e 41, possuem resultados concordantes com as curvas DSC e o0s
difratogramas de Raios-X. A auséncia de cristais nos sistemas dispersos HPMCAS (10%),
Eudragit (10 e 20%), HPMC (10%) e PVP K-30 (10, 20 e 30%), somado ao resultado das
demais técnicas, sugerem a classificacdo dos mesmos como solugdes sélidas, estado em que 0

farmaco se apresenta molecularmente disperso na malha polimérica.
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Figura 38— Microscopia de polarizagdo para os sistemas obtidos a base de HPMCAS.

Fonte: dados da pesquisa (2017).

Figura 39 — Microscopia de polarizagdo para os sistemas obtidos a base de Eudragit L100-55.

Fonte: dados da pesquisa (2017).
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Figura 40— Microscopia de polarizagdo para os sistemas obtidos a base de HPMC E5.

Fonte: dados da pesquisa (2017).

Figura 41— Microscopia de polarizagdo para os sistemas obtidos a base de PVP K-30.

Fonte: dados da pesquisa (2017).

5.2.3. Caracteristicas Quimicas dos Carreadores e Sistemas Dispersos

5.2.3.1 Infravermelho

As Figuras 42, 43, 44 e 45 trazem o espectro de infravermelho dos sistemas contendo
HPMCAS, Eudragit, HPMC e PVP K-30, respectivamente. Na Figura 42, nota-se que a banda
referente a carbonila da EPI aparenta desaparecer para as DS com 10 e 20% de protétipo, e
retorna a aparecer na concentracdo de 30% de prototipo. Uma vez que a banda referente a
carbonila do HPMCAS é muito proxima a da EPI, ndo é possivel afirmar que a banda da EPI
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de fato desapareceu: ela pode ter sido deslocada ou sofrido reducdo da intensidade de tal forma
que se torna imperceptivel no espectro. Entretanto, esse comportamento sugere que a carbonila

da EPI est& envolvida em alguma interagdo quimica com o polimero.

Figura 42 — Espectrometria de infravermelho para: a) EPI, b) HPMCAS, c) DS 10%, d) DS 20% e €) DS 30%.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Para os sistemas obtidos com Eudragit L100-55 (Figura 31), nota-se que a banda
referente ao grupamento hidroxila do polimero sofre deslocamento de 15 cm™ quando na
presenca de 10, 20 e 30% de EPI, e nenhum sinal de interacdo foi identificado para o sistema
contendo 40% de prototipo. Esse deslocamento também sugere interacdo entre o polimero e a
EPI. Para os sistemas compostos por HPMC, ndo ha deslocamento de nenhuma banda para
nenhuma das concentracdes de prototipo testadas. Entretanto, nota-se que a intensidade da
banda carbonila foi significativamente reduzida, o que pode indicar estar havendo alguma

interacéo.
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Figura 43— Espectrometria de infravermelho para: a) EPI, b) Eudragit L100-55, ¢) DS 10%, d) DS 20%, e) DS
30% e f) 40%.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Por fim, os sistemas dispersos contendo PVP K-30 (Figura 45) apresentou um
deslocamento para a banda referente a carbonila do protétipo de 20 cm*e 15 cm?, para as
dispersdes contendo de 10-20% e 30-50%, respectivamente. Ainda, nota-se que para as
composicdes de 30, 40 e 50% de polimero, ha o aparecimento de bandas em 3303 e 3125 cm*,

caracteristico de que alguma mudanca significativa ocorreu.
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Figura 44— Espectrometria de infravermelho para: a) EPI, b) HPMC ES5, ¢) DS 10%, d) DS 20% e ) DS 30%.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Figura 45— Espectrometria de infravermelho para: a) EPI, b) PVP K-30, c) DS 10%, d) DS 20%, ) DS 30%, f)
40% e g) 50%.
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5.2.4 Avaliacao da Miscibilidade e do Aporte de Soluto Limitrofe a Cristalizagéo

A miscibilidade farmaco-polimero foi avaliada por meios tedricos e praticos. Na
avaliagdo tedrica, a habilidade do polimero em formar ligagdes de hidrogénio e o parametro de
solubilidade de Hansen foram levados em consideracdo. Para avalia¢do pratica, o parametro de
interacdo de Flory-Huggins foi calculado, baseado no método de antecipagdo do ponto de fuséo.
Uma nova analise proposta neste trabalho também foi empregada, que correlaciona o limite do
aporte de protdtipo para iniciar o processo de cristaliza¢cdo com a miscibilidade.

5.2.4.1 Selecédo quanto a habilidade de formar ligagdes de hidrogénio

A principio, polimeros que sdo capazes de formar ligagdes de hidrogénio
complementares com o farmaco tende a promover grande resisténcia ao processo de
cristalizacdo do mesmo (TIAN, Y. et al., 2013). EPI possui um grupo doador de ligacdo de
hidrogénio (-OH) e dois grupos aceptores (C=0; -N=), o que facilita a formacao deste tipo de
interacdo com os polimeros. De acordo com o Quadro 4, todos os polimeros pré-selecionados
apresentam a habilidade de formar ligagdes de hidrogénio com o composto em anélise. O
Quadro 2 também apresenta propriedades importantes do prot6tipo e dos polimeros pré-

selecionados.

Quadro 4- Propriedades dos polimeros e protétipo.

Ligacéo de . o (MPa.s)
Amostra Peso(;/wrzlgsular Hidrogénio Tg (°C) DZ;/?[?S? ¢
(grupos)

EPI 286.33 -OH; C=0; -N= - 0.24 21.4
HPMCAS ~ 18.000¢ - OH; C=0 130 1.285 29.1
EUDRAGIT L 100-55 ~ 320.000 - OH; C=0 96 0.83 21.65
HPMC E5 ~18.900" -OH 170-180 0.5 40.01

PVP K-30 ~ 58.000 -C=0 164 0.36 22.5

Fonte: dados da pesquisa (2017).

5.2.4.2 Parametro de solubilidade de Hansen

O parametro de solubilidade de Hansen para EPI foi estimado 19.97 mPa'?, de acordo

com o célculo da contribuigdo dos grupos, descrito na Tabela 5.
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Tabela 5- Célculo do parametro de solubilidade de Hansen para EPI.

Grupo Quantidade  Fui Fpi? Eni
guimico X quantidade X quantidade  x quantidade
Benzeno 1 0 0 0
>C< 1 -70 0 0
OH 1 210 0 20
>CH- 2 160 0 0
CH2x<

o- 1 270 0 0
C=0 1 100 160 3
-C- 1 290 593 2
=C< 1 279 0 0
-N= 3 210 0 0
CHs 2 40 1280 10
SOMA 1900 2033 35

Volume (cm3) 95,21

8¢ =21.43 dp =0.51 Sn = 0.63
8¢% = 459.10 8p2=0.26 3h? =0.39
8 = 19,97 Mpa'”?

Fonte: Van Krevelen e Te Nijenhuis, 2009.

O volume molecular foi estimado pelo programa on-line Mol Inspiration, que fornece
essa informacdo de forma precisa através de calculos computacionais. Cada molécula de EPI
apresenta um volume de 262,45 A2 ou 2,62x10%2 cm®. Convertendo este dado para cm®/mol
tem-se 158,0474 cm3/mol. A teoria de Hansen descreve o volume molar total (MV) como o
volume molar dividido por 1,66. Dessa forma, MV torna-se igual a 95,21 cm3/mol.

O parametro de solubilidade é utilizado para guiar a miscibilidade farmaco-polimero
através da comparacdo desses resultados, onde compostos com pardmetro de solubilidade
similares (~ 7 Mpa'? ou menos) é mais provavel de ser miscivel, enquanto compostos com
parametro de solubilidade diferentes (~ 10 Mpa'? ou mais) sdo mais provaveis de serem
imisciveis (BAIRD; TAYLOR, 2012; MENG; DAVE; CHAUHAN, 2015). Baseado nessa
abordagem, a miscibilidade da EPl em PVP K-30 e Eudragit L100-55 é favoravel de acontecer,
enquanto que para HPMCAS o valor de Ad parece estar no limite e HPMC 5E néo é favoravel

de ser miscivel com a EPI (Tabela 6).
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Tabela 6 - AS entre EPI e os polimeros pré-selecionados.

Polymer Ad (MPa.s)
HPMCAS 9,13
EUDRAGIT L 100-55 1,68
HPMC 5E 20,04
PVP K-30 2,53

Fonte: dados da pesquisa (2017).

Entretanto, como ja mencionado, esse método ndo é conclusivo, uma vez que 0 mesmo
geralmente funciona para sistemas com estruturas moleculares simples, onde as forcas de Van
der Waals desempenham um papel predominante, o que ndo é verdadeiro para o0s sistemas
dispersos solidos (GUPTA et al., 2011; MARSAC; SHAMBLIN; TAYLOR, 2006; MENG;
DAVE; CHAUHAN, 2015). Em outras palavras, esse método pode fornecer indicios de
evidéncia sobre a miscibilidade farmaco-polimero, mas outros métodos sdo necessarios para

verificar os resultados mais aprofundadamente.

5.2.4.3 Parametro de interagdo de Flory-Huggins

O método de depressao do ponto de fusdo determina a miscibilidade farmaco-polimero
quando uma significativa depressdo do ponto de fusdo é observada para o farmaco devido ao
processo de mistura ter sido exotérmico (MARSAC; SHAMBLIN; TAYLOR, 2006; MENG;
DAVE; CHAUHAN, 2015), uma vez que em um sistema miscivel h4 a mistura esponténea,
provocando alteracdes no processo de fusdo. Em outras palavras, hd uma energia livre de
mistura negativa e o potencial quimico do fArmaco na mistura é reduzido em relacdo ao farmaco
puro (BAIRD; TAYLOR, 2012; MENG et al., 2015). Baseando-se nesse resultado, o pardmetro
de Flory-Huggins (y) foi calculado a partir da inclinacdo da reta expressa em (1/TMmix
—1/Tmpure ) X (AHtus /-R ) — In(@arug) — (1= 1/mM)@potymer VEISUS Qpolymer® , COMO demonstrado
na Figura 46.
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Figura 46— Calculo do fator y para as misturas fisicas EPI:HPMCAS (A); EPI:PVP K-30 (B); EPI: Eudragit
L100-55 (C); e EPI:HPMC (D) sob diferentes concentragdes de EPI.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

A partir da inclinag&o das retas obtidas € possivel obter o valor correspondente de y para
cada mistura fisica sob as varia¢fes de temperatura experimentais (Tendset) € para variagdo da
composicao farmaco-polimero. A reta obtida mostra que para todos os polimeros empregados,
um valor negativo para a inclinacao da reta foi obtido, o que indica que todos os polimeros pré-
selecionados exibem um processo de mistura termodinamicamente favordvel quando sob as
temperaturas empregadas neste experimento. Entretanto, essa faixa experimental de
termperatura é muito superior a temperatura ambiente e, por isso, a curva foi extrapolada para
verificar o suposto comportamento do sistema quando sob temperatura ambiente e em torno da
temperatura de secagem do sistema. Para tanto, uma relagéo entre o fator y e a temperatura foi
contruida aplicando-se a Equagdo 14 (TIAN, Y. et al., 2013).

Através do célculo de y para cada situacdo individual, um gréafico fator ¢ versus 1/T foi
construido, com R? variando de 0,79 a 0,97 (Equacdo 14). Como mencionado por Tian e
colaboradores (TIAN, Y. et al., 2013), ndo é possivel alcancar uma relacdo linear em altas

temperaturas, porém, quando a temperatura é reduzida, um comportamento linear é alcancado
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e aqui € assumido que este comportamento linear continua até o alcance da temperatura de
andlise (ambiente). O comportamento linear permite o calculo dos termos A e B apresentados
na Equacdo 14, que também permite uma melhor estimativa y sob temperatura ambiente
(Figura 47).

Figura 47— Gréfico do fator  versus temperatura para as misturas fisicas com EPI. temperature for the physical
mixtures with EPI.

60 .. A Eudragit L100-55

50_ e HPMC

o HPMCAS

T -  § ® - T * T T w T - T - 1
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Temperatura ('C)

Fonte: dados da pesquisa (2017).

Torna-se claro com a Figura 47 que apesar de o fator y ter se apresentado bastante
negativo quando sob altas temperaturas, este pode mudar completamente sob temperatura
ambiente, se for assumido que a Equacdo 14 pode ser extrapolada até esse ponto. Assim, a
Figura 2 ilustra a influéncia da temperatura no fator e, além disso, a miscibilidade da EPI
nesses polimeros. Para as misturas contendo HPMCAS e Eudragit L100-55, o aumento da
temperatura parece decrescer bastante o valor de y e, por outro lado, também aumenta
intensamente quando a temperatura é reduzida. Ja as misturas fisicas com os polimeros PVP K-
30 e HPMC parecem sofrer menor influéncia da temperatura e pode oferecer um
comportamento mais miscivel sob temperatura ambiente.

A energia livre de Gibbs é um pardmetro importante na determinacdo da miscibilidade.
Para melhor compreender as mudancgas da energia livre de Gibbs dos sistemas quando expostos
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a variacdo da temperatura da quantidade de EPI, um grafico AG versus o aporte de EPI foi

construido baseado na Equacéo 13 (Figura 48).

Figura 48— Relacdo entre AG e 0 aporte de prototipo (p/p) sob vérias temperaturas para as misturas fisicas:
EPI:HPMCAS (a), EPI:PVP K-30 (b), EPI:Eudragit L100-55 (c) and EPI:HPMC (d).
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

De acordo com a Figura 36, todos os graficos mostram uma curva sigmoidal aos
arredores de AG igual a zero. Através da sele¢do dos pontos lineares de cada regido que corta
0 eixo “x”, é possivel calcular o maximo de EPI miscivel em cada sistema sob cada temperatura
(Quadro 5).
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Quadro 5- Equacdes das regressoes lineares e a solubilidade da EPI (Cs) no Polimero para as misturas Fisicas de
EPI com HPMCAS, PVP K-30, Eudragit L100-55 and HPMC.

Cs daEPI no Cs daEPI no
. T . . T .
Polimero °C) polimero Polimero °C) polimero
(%, p/p) (%, p/p)
PVP K-30 25 0.042 HPMCAS 40 0
PVP K-30 30 0.102 HPMCAS 50 0
PVP K-30 35 0.228 HPMCAS 80 0
PVP K-30 40 0.36 HPMCAS 100 0.18
PVP K-30 50 0.6 HPMCAS 150 0.84
PVP K-30 80 1.89 HPMCAS 160 5.73
PVP K-30 100 3.85 HPMCAS 170 40.89
PVP K-30 125 13.497 HPMCAS 173 63.25
PVP K-30 150 22.69 HPMCAS 175 100
PVP K-30 160 100 HPMC 25 0.11
EUD L100-55 25 0 HPMC 30 0.14
EUD L100-55 30 0 HPMC 35 0.16
EUD L100-55 40 0 HPMC 40 0.20
EUD L100-55 50 0 HPMC 50 0.23
EUD L100-55 80 0 HPMC 60 0.35
EUD L100-55 100 0 HPMC 80 0.6
EUD L100-55 150 3.48 HPMC 100 1.04
EUD L100-55 155 6.12 HPMC 150 2.43
EUD L100-55 160 100 HPMC 160 100
HPMCAS 25 0
HPMCAS 30 0

Fonte: dados da pesquisa (2017). Legenda: Cs — concentrac¢do de saturag&o.

Até o momento, parece que calculando o fator y sob altas temperaturas pode oferecer
certa direcdo sobre a miscibilidade, mas ndo informa fidedignamente como o sistema se
comporta sob temperatura ambiente. Assumir esse fato pode explicar porque a solubilidade da
EPI no Polimero ndo segue a mesma tendéncia observada para o fator y sob temperatura

ambiente.

5.2.4.4 Anélise do aporte de soluto limitrofe a cristalizagdo

Na andlise qualitativa do aporte de farmaco limitrofe a cristalizagdo, também
denominado de concentracdo de supersaturacdo critica do prototipo no polimero (considerado
aqui como a carga de farmaco limite sobre a qual um significante processo de cristaliza¢do
ocorre na dispersdo solida) (Figura 49a), foi observado que ha uma diferenca significativa de
comportamento entre os polimeros. De acordo com a Figura 49b, a concentracdo de saturacéo
critica da EPI no polimero PVP K-30 apresentou-se muito maor do que para o HPMC, por
exemplo, distanciando-se assim dos resultados calculados com base na teoria de Flory-Huggins.



113

Figura 49— Aporte limitrofe a cristalizacdo de EPI nos sistemas dispersos sélidos.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Este comportamento pode ser correlacionado com a abordagem convencional sobre
cinética de cristalizacdo, uma vez que o processo de recristalizagdo de um farmaco pobremente
solivel em agua a partir de uma solucao supersaturada mostra que a cinética de cristaliza¢do é
geralmente dependente da razdo da geracdo de supersaturacdo (SUN; LEE, 2013).
Adicioalmente, uma correlacdo entre o “tempo de indugdo” (TI) (o tempo em que 0s eventos
de nucleacédo e cristalizacdo ndo acontecem ou acontecem de forma negligivel) e a taxa de
cristalizagcdo tem sido demonstrado por trabalhos pioneiros na literatura (HAN; LEE, 2017,
SUN; LEE, 2013), em que quanto menor o tempo de inducéo para nucleacdo, mais rapida sera
a taxa de cristalizagdo (uma maior inclinacdo da reta na porgéo linear do perfil de cristalizacéo
é observada).

Aplicando essa abordagem nos resultados do aporte de farmaco limitrofe a cristalizag&o,
torna-se claro que quanto mais longo do T1 mais miscivel tende a ser o sistema. Essa afirmacéo
pode ser teoricamente explicada pela dissolu¢do de uma substéncia pouco solivel em agua
dentro de um sistema aquoso, em que pode ser usada para explicar a solubilidade do farmaco
no Polimero através de 3 fases: fase 1, que corresponde ao crescimento gradual da
supersaturacdo em uma solucdo livre de precipitado, levando a formacéo de pequenos embrides
e nucleos (processo de nucleacgdo); fase 2, que e marcada pelo crescimento desses nucleos
resultando na formag&o do cristal; e fase 3, onde uma esponténea e incontrolével cristalizagdo

acontece. Aqui, a fase 1 é a regra geral para a maioria dos processos (SUN; LEE, 2013), e sua
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estabilidade € significativamente dependente do grau de supersaturagdo. Em outras palavras, o
aporte de farmaco em uma dispersdo sélida distante daquela limitrofe a cristalizagdo ira
representar uma estabilidade fisica muito melhor do que aquelas proximas a concentragdo
limitrofe.

Apesar de esses aspectos terem sido citados na literatura como um inicio critico para o
evento de cristalizagdo (por exemplo: supersaturacdo da solugdo de farmaco, viscosidade do
polimero e temperatura de transicdo vitrea do polimero, etc), esse ndo é o unico fator que
permite o inicio da cristalizacdo. Uma certa quantidade minima de energia (conhecida como
energia de ativacdo) € também requerida para superar a tensdo interfacial entre as particulas
pequenas. Assim, a nucleacdo pode ndo comecar até um certo grau de supersaturacdo ser
atingido para superar essa barreira energética, e o polimero escolhido pode ajudar a manter essa
energia baixa (BAGHEL et al., 2016; HAN; LEE, 2017; JANSSENS; VAN DEN MOOTER,
2009). Essa mudanca na concentracdo supersaturada quando ndo ha nucleagdo ocorrendo é
conhecida como zona metaestavel, e é completamente relacionavel ao TI discutido por Sun e
Lee (2013) e Han e Lee (2017) em seus estudos sobre cristalizagéo de substancias originalmente
amorfas.

Dessa forma, os filmes de dispersdo sélida foram analisados em fung¢éo do tempo por
microscopio de polarizacdo, quando expostos as condi¢Bes de estabilidade acelerada (40°C e
75% UR). Imediatamente apds a preparacdo, um filme opticamente transparente foi produzido
e analisado, apresentando auséncia de brirrefrigéncia quando examinados através do
microscopio optico de polarizagdo, indicando que uma solucdo solida foi produzida. Com o
tempo, pequenos pontos de luz comecaram a aparecer, indicando que pequenos cristais
comegam a aparecer no sistema em funcdo do tempo. O primeiro momento de identificacéo
desses cristais foi denominado de Tonsetc (tempo inicial de cristalizagdo), assumido aqui como
0 tempo requerido para que o processo de nucleacdo e cristalizagéo iniciasse, considerando as
condigdes experimentais (Figura 50).
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Figura 50- (a) Relagdo entre o aporte de EPI e o tempo requerido para iniciar os eventos de nucleacéo e
cristalizacdo; (b) fotomicrografias oriundas do microscopio de polarizagdo em fungdo do tempo (exemplo da
amostra de Eudragit).
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Para melhor entender o papel do polimero na estabilidade dos sistemas sélidos, cada
dispersédo solida foi avaliada de acordo com sua composigdo cristalina logo ap6s o preparo,
através do DRX (Figura 51). Apesar de ser possivel identificar pontos muito pequenos de luz
na miscroscopia de polarizagdo para a dispersao solida a base de HPMCAS MF, o que significa
que o processo de cristalizacdo foi iniciado, a inclinacdo da reta construida entre o incremento
do percentual cristalino da amostra e o incremento efetivo de farmaco no sistema € menor que
aquele apresentado para as dispersdes a base de HPMC; além disso, o primeiro ndo apresenta
nenhum sinal de cristalizacdo por DRX até 10% de aporte de farmaco. Essa observacao sugere
que 0 HPMCAS tem a habilidade de retardar o evento de cristalizacdo mesmo aps 0 processo
de nucleacdo e cristalizacéo ja ter sido iniciado. Eudragit apresenta uma inclina¢éo da reta ainda
menor em relacdo aos polimeros mencionados, enquato as dispersdes obtidas com PVP K-30
apresenta a menor inclinagdo da reta, o que reflete na melhor habilidade em retardar os eventos

de nucleagéo e cristalizagdo para o0 composto em estudo.
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Figura 51- Percentual de EPI cristalina nas amostras de dispersdes sélidas baseados nos resultados de DRX.
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Fonte: dados da pesquisa (2017). Legenda: ASMF = HPMCAS

O Quadro 6 ponta os resultados obtidos por todos 0s experimentos empregados na

analise de miscibilidade entre o prot6tipo e os polimeros, e destaca a habilidade de prever a

estabilidade dos sistemas através da anélise do aporte de soluto limitrofe a cristalizacéo.

Quadro 6- Resumo das abordagens para predi¢do da miscibilidade.

Maximum
Misibility

Minimal
Misibility

Resultados calculados para prever a miscibilidade
(tedrico e experimental)

Resultado
real da
miscibilidade

A fator  sob Aporte de
Parzijn;etro factor temperatura Tempo de soluto Resultado da
Hansen | (ex erime)rgtal) ambiente Inducéo limitrofe a Estabilidade
L P (tedrico- (experimental) | cristalizacdo | (experimental)
(tedrico) - -
experimental) (experimental)
PVP ASMF HPMC PVP PVP PVP
EUD EUD PVP EUD EUD EUD
ASMF HPMC EUD HPMC ASMF HPMC
HPMC PVP ASMF ASMF HPMC ASMF

Fonte: dados da pesquisa (2017).
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Assim, neste trabalho foi evidenciado que o aporte limitrofe a recristalizacdo de soluto
e 0 tempo de inducdo € um bom indicador para prever o comportamento da estabilidade entre
diferentes sistemas poliméricos. Baseando-se nisso, qudo mais alto for a quantidade de soluto
suportado pelo sistema para manté-lo amorfo, mais estavel é o sistema (considerando uma
concentracdo fixa de soluto). Apesar de essas informacdes serem conseguidas através de
métodos experimentais, a quantidade de material necesséria para realizar esse estudo €
geralmente muito pequena. Essa abordagem pode contribuir para resolucdo de um dos
problemas mais desafiadores sobre dispersées solidas, que é sua estabilidade fisica.

5.3 AVALIACAO DA PERFORMANCE DOS SISTEMAS DISPERSOS SOLIDOS
OBTIDOS

5.3.1 Perfil de Dissolucéo sob Condigdo N&o-sink

As dissolucdes in vitro foram realizadas para avaliar a performance dos sistemas. O célculo do
indice Sink (IS) foi realizado aqui para quantificar o grau de desvio da condig&o sink em que 0
experimento foi realizado. Uma vez que o objetivo € a quantificacdo de protétipo em funcdo do
tempo para observar o seu perfil de dissolu¢do, o meio de dissolugéo torna-se, no decorrer do
processo, composto por solugdo tampdo e polimero soltvel. Assim, a concentracéo de equilibrio
da EPI no meio contendo o carreador foi realizada (Figura 52). 1sso porque os polimeros soluveis
também ajudam a retardar os processos de nucleacdo e cristalizacdo e/ou atuam como
surfactantes, que incrementa a solubilidade de equilibrio dos solutos (SUN; LEE, 2015). Aqui
foram consideradas as concentragcfes finais que as diferentes proporgdes de polimero nos
sistemas dispersos poderiam gerar, considerando o aporte maximo de 40% de prot6tipo. Assim,
originaram-se as concentracdes de 2; 1; 0,66; e 0,5% de polimero no meio de dissolucao para o0s
sistemas dispersos compostos por 10, 20, 30 e 40% de protdtipo, respectivamente.
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Figura 52— Concentracdo de equilibrio da EPI em solucdo de &gua e polimero
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Os resultados mostram leves flutuagdes na concentracdo de equilibrio da EPI quando
na presenca dos polimeros PVP K-30 e HPMC ES5, que sdo claramente ndo relacionadas a
concentracdo do prototipo no meio. Entretanto, para os polimeros HPMCAS e, sobretudo,
Eudragit L100-55, h4 um significativo incremento na concentragdo de equilibrio do protétipo,
0 que interfere na dose.

De acordo com Curatolo (2009), o mecanismo de supersaturacdo e o incremento da
biodisponibilidade por dispersdes sélidas é oriunda das varias formas possiveis de se encontrar
o farmaco, incluindo 1) conjuntos nanoméricos de farmaco-polimero; 2) farmaco dentro de
miscelas de lecitina ou de sal biliar; 3) farmaco verdadeiramente livre supersaturado; e 4)
farmaco precipitado. Como o HPMCAS é um polimero anfifilico, esse grupo avaliou e
constatou a formac&o de particulas coloidais a partir do préprio polimero e a habilidade de os
farmacos se inserirem nessa particula como mais uma razdo para o incremento da solubilidade,
sendo este 0 motivo mais plausivel para justificar o incremento da solubilidade de equilibrio da
EPI, que acontece em fungdo do aumento da concentragdo do polimero.

Essas particulas coloidais sdo formadas em pH superior a 5, quando o polimero esta

parcialmente ionizado e sua carga suporta agregados poliméricos estaveis na escala
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manomeétrica (particulas coloidais), que € misturada com a fracéo livre ou solvatada de soluto,
nanoestruturas de polimero/soluto, nanoagregados (estruturas menores que as nanoestruturas)
e particulas maiores de soluto (precipitado). Sua natureza anfifilica somada a presenca de
regides hidrofobicas permite a formacdo de sitios de associacdo com o farmaco lipofilico,
auxiliando ainda mais na formac&o de nanoestruturas amorfas do farmaco/polimero na solucéo,
enquanto que as regides hidrofilicas permitem a formacdo de estruturas coloidais hidratadas
estaveis no meio aquoso (FRIESEN et al., 2008).

Essa mesma hipétese pode ser atribuida ao incremento da solubilidade de equilibrio do
prototipo na presenca do Eudragit L100-55. Uma vez que o carreador se apresenta parcialmente
ionizado no pH 6,8, este se torna propenso a formacdo dessas particulas coloidais.
Adicionalmente, polimetacrilatos podem conter surfactantes, como o dodecil sulfato de sodio
ou polissorbato 80 (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Assim, o resultado obtido para o perfil
de dissolucéo da dispersdo solida composta por este carreador (Figura 53) mostra claramente o
alcance da concentragdo tedrica maxima utilizada (100%), reafirmando que se trata de uma
condicéo sink, mesmo tendo sido aplicado um SI=0,3 relativo a solubilidade de equilibrio dos
cristais de EPI na auséncia de polimero (o que representa uma concentracdo final 3,33 vezes
maior que a concentragéo de saturagéo da EPI em solugéo tampé&o pH 6,8).

Figura 53— Perfil de dissolucdo das dispersdes solidas compostas por Eudragit L100-55 e Epiisopiloturina, em
diferentes proporcdes.
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O incremento da concentracdo de equilibrio de EPI devido a presenca de Eudragit L100-
55 faz com que a condi¢do ndo-sink para esse sistema ndo seja realista, j& que o volume
disponivel a dissolugdo do prot6tipo no intestino passa a ser infinito. A partir desse perfil de
dissolucdo, percebe-se que a composicao de 20% de EPI libera mais rapidamente o prototipo,
provavelmente devido a uma relacdo protétipo-polimero mais favoravel, ja que nesta
concentracdo também se tem uma solugéo sélida. Em outras palavras, parece que a presenca de
90% de polimero (na DS 10%) pode retardar ligeiramente a liberacdo do prot6tipo, embora
ambas alcancem a solubilidade méxima ao final do experimento. A concentracdo de 30% de
EPI apresenta um inicio de dissolucdo semelhante a DS 20%, provavelmente devido a
dissolugdo da fracdo amorfa desse sistema, que alcan¢a um platd inicial inferior, devido a fragéo
cristalina do sistema. Essa fracdo cristalina se dissolve por completo ao fim do experimento,
devido a concentragdo de saturacdo aumentada. Essa mesma hipdtese se aplica a DS 40%, em
que a velocidade inicial da dissolucdo é semelhante as demais concentra¢des, devido a fracéo
amorfa, porém logo se alcanca um platd que corresponde a dissolucéo lenta da fracdo cristalina
de EPI, que também alcanga em algum momento a solubilidade maxima.

J& que 0 aumento da forga motriz a transferéncia de soluto do meio de dissolucao para
a membrana é dado pela fracdo supersaturada da dissolucéo, pode-se presumir que a liberacéo
do protétipo a partir desse sistema ndo trard beneficios a essa transferéncia. Essa foi a
importante conclusdo do trabalho de Theeuwes e colaboradores (THEEUWES; GALE;
BAKER, 1976), em que avaliou a transferéncia de massa através da membrana a partir de
diferentes solucdes de soluto e constatou que, mesmo que a concentragao de equilibrio do soluto
aumente em funcdo da mudanca de solvente, a transferéncia de massa é praticamente fixa. O
aumento dessa transferéncia so € visualizado a partir de solugdes supersaturadas.

Visando manter a condi¢do néo sink, para os demais sistemas foi empregado um Sl =
0,1 (dez vezes a concentragdo de saturacdo do protétipo, considerando aqui a interferéncia da
presenca do polimero na concentracéo de equilibrio da EPI). Em total contraste aos resultados
obtidos para os sistemas compostos por Eudragit L100-55, o perfil de dissolucéo dos sistemas
com HPMC ndo puderam ser obtidos, devido a descontrolada cristalizacdo que acontece antes
mesmo do 5° minuto de experimento. Um perfil de dissolucgdo tedrico é exemplificado aqui,
com base nos achados experimentais (Figura 54). Esse fendmeno mostra que o HPMC tem uma
capacidade bastante reduzida de evitar os eventos de nucleagdo e cristalizagdo da EPI,

indepentente de sua concentragdo no meio. Esse resultado estd em concordancia com o0s
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resultados preliminares que demonstram fracas ou imperceptiveis interacdes fisicas ou
quimicas entre o protétipo e o polimero.

Figura 54— Perfil de dissolugdo teorico das dispersdes sélidas compostas por HPMC 5E e Epiisopiloturina.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

Para os sistemas compostos com o carreador HPMCAS (Figura 55), o SI = 0,1 permite
enxergar o perfil “salto e para-quedas” (do inglés spring and parachute) para todas as
concentragdes de prototipo testadas. A completa auséncia de cristais observada para a disperséo
com 10% de EPI faz com que esta alcance a concentragdo de saturagao critica e inicie 0s eventos
de nucleacdo e cristalizagdo, porém muito lentamente. Esse aspecto “para-quedas” bem
evidenciado para todas as concentracdes testadas é caracteristico dos sistemas dispersos obtidos
com este polimero, devido a formag&o de particulas coloidais, como ja previamente discutido
(CURATOLO; NIGHTINGALE; HERBIG, 2009; FRIESEN et al., 2008). Curatolo e
colaboradores (2009) testou alguns polimeros com 9 diferentes farmacos pobremente sollveis
em &gua e constatou que HPMCAS apresenta uma superioridade como inibidor de precipitacao,
também devido a habilidade de formar particulas coloidais. Assim como visto aqui, 0
retardamento dos eventos de nucleacdo e cristalizagdo duram durante todo o experimento (25
horas). De acordo com Friesen e colaboradores (2008), esse fendmeno pode ser estavel mesmo
durante varias horas ou até mesmo dias, e essas nanoestruturas sao a chave para performance
das dispersdes solidas compostas por HPMCAS.
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Figura 55— Perfil de dissolugéo das dispersdes solidas compostas por HPMCAS e Epiisopiloturina, em diferentes
proporgdes.
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Fonte: dados da pesquisa (2017).

J& para os sistemas compostos por PVP K-30, o estudo do perfil de dissolucéo foi
limitado a concentragdo de 30% de EPI, ja que a tendéncia real é a performance da dissolugédo
reduzir em fungdo do aumento da carga de soluto. Para esses sistemas, o perfil de dissolucéo
(Figura 56) demonstrou uma forte habilidade do polimero em prevenir os eventos de nucleacdo
e cristalizacdo do protétipo. Nota-se que, para a ds 10%, ndo é evidenciado sinal de precipitacéo
até as 6h de experimento, sendo a concentracdo mantida na concentracdo maxima tedrica de
prototipo. Uma vez que o PVP K-30 néo interfere na concentracdo de equilibrio da EPI (de
acordo com o estudo da solubilidade de equilibrio), essa habilidade de sustentar altas
concentragdes do prototipo no meio de dissolucdo durante um largo periodo de pode ser
atribuida a duas possiveis situagfes: 1) ha a nucleagdo de uma estrutura de EPI metaestavel,
que facilita a manutencéo desses niveis de protétipo no meio; ou 2) o polimero é bastante eficaz

para impedir os eventos e nucleacéo e cristalizacdo da substancia em andlise.
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Figura 56— Perfil de dissolugdo das dispersdes solidas compostas por PVP K-30 e Epiisopiloturina, em diferentes
proporgdes.
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Para sanar essa duvida, cristais de EPI oriundos das DS 20 e 30% foram coletados,
filtrados e levados a analise de DRX. Através deste resultado (dado ndo apresentado) concluiu-
se que ndo houve a formagéo de uma nova estrutura cristalina. Desse modo, pode-se concluir
que ndo ha modificagdo na estrutura cristalina do prototipo quando precipitado, e a explicacéo
mais plausivel para manutencdo dos altos niveis de EPI no meio de dissolugdo é devido a
habilidade do polimero em inibir a precipitacdo devio a formacg&o de interagdes com o prototipo
no meio de dissolucéo.

Diante do exposto, a comparacdo das performances s6 pode ser realizada entre 0s
sistemas compostos por HPMCAS e PVP K-30, j& que apenas nessas situacdes extamente as
mesmas condi¢Bes puderam ser empregadas. As &reas sob a curva calculadas para esses
sistemas (Tabela 7) mostram que foi possivel alcancar um incremento da cinética de dissolucéo
do protétipo de 10,57; 4,3; e 2,19 vezes para as dispersdes HPMCAS 10, 20 e 30%,
respectivamente; e de 12,04; 5,54; e 5,46 vezes para as dispersées PVP K-30 10, 20 e 30%,
respectivamente.
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Tabela 7- AUC da média de trés perfis de dissolucdo, durante 24 h, da EPI isolada e dispersdes solidas obtidas
com os polimeros HPMCAS e PVP K-30.

Amostra AUC

EPI 11405
DS HPMCAS 10% 120558,23
DS HPMCAS 20% 49126,84
DS HPMCAS 30% 24978,72
DS PVP K-30 10% 137362,26
DS PVP K-30 20% 63273,18
DS PVP K-30 30% 62377,59

Fonte: dados da pesquisa (2017).

5.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE

O estudo de estabilidade demonstrou comportamentos discrepantes em relagdo as
dispersdes solidas a base de PVP K-30 e HPMCAS. Para o primeiro, em apenas 4 dias de
exposicdo as condicOes de estabilidade acelerada, as amostras contendo todos os percentuais de
prototipo transformaram-se de pd para pasta, indicando que houve absorcdo de quantidade
relevante de &gua do ambiente pela amostra. Esse comportamento é compreensivel devido a
alta higroscopicidade do polimero, sendo capaz de absorver do ambiente grande quantidade de
agua mesmo que submetido a baixa umidade relativa do ambiente (UR) (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009). Dessa forma, os experimentos de dissolucdo e DRX para os sistemas dispersos
a base de PVP K-30 n&o puderam ser efetuados.

Por outro lado, esse problema néo foi evidenciado para a dispersfes sélidas a base de
HPMCAS, apesar de ser descrito como higroscopico pelo handbook de excipientes
farmacéuticos. De acordo com o fabricante ShinEtsu®, a quantidade de agua absorvida pelo
polimero no equilibrio ¢ inferior a 6 % p/p quando sob UR 75%. J& para o PVVP-K30, estima-se
um acumulo de agua de, aproximadamente, 30%, considerando também uma UR de 75%
(ROWE; SHESKEY:; QUIIN, 2009).

Outras caracteristicas do polimero d&o base para o resultado discrepante observado aqui.
O HPMCAS possui uma Tg relativamente alta quando a umidade relativa (UR) do ar é de 0%,
e baixa dependéncia da Tg com as variagdes sofridas no percentual de UR. Por outro lado,
apesar de PVP K-30 possuir alta Tg quando em UR 0%, esta caracteristica € altamente
dependente de suas variagdes, em que reduz quando a UR aumenta. Estima-se que a Tg do PVVP
K-30 pode alcangar 50°C quando submetido a uma UR de 50%. Uma vez que a Tg deve ser 30
- 50°C superior a temperatura ambiente para alcangcar uma baixa mobilidade molecular e evitar,
assim, a recristalizacdo, nota-se que o PVP K-30 é desfavoravel a esta estabilidade fisica (a
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relacdo entre Tg e estabilidade é descrita na equagdo de Gordon-Taylor) (CURATOLO;
NIGHTINGALE; HERBIG, 2009).

As Figuras 57, 58 e 59 apresentam os perfis de dissolucédo e os difratogramas de Raios-
X para as concentragdes de EPI de 10, 20 e 30%, respectivamente. Através delas, nota-se que
para o sistema disperso composto de 10% do protdtipo, a amostra manteve-se amorfa durante
todo o periodo analisado (3 meses). Os valores de eficiéncia de dissolucdo (ED%) obtidos
foram: 88,58 £ 2,93; 70,61 + 4,4; 67,74 £ 3,34; 64,9 + 3,7; € 60,02 £ 3,00 para os tempos 0, 15,
30, 60 e 90 dias. Algum processo de nucleacdo e cristalizacdo provavelmente ocorreu entre o
tempo 0 e o tempo 15 dias, que repercutiu na reducdo da ED% de forma estatisticamente
significativa (p = 0,0048), provavelmente devido a pequena absor¢do de 4gua do ambiente, até
alcancar o equilibrio. Assim, o perfil de dissolugcdo se mantém muito parecido entre 15 dias e 3
meses de avaliagdo. A diferenca observada na ED% do tempo 0 para o tempo 90 dias foi de
28,56%.

Figura 57— (a) Dissolucéo sob condigdo sink para DS HPMCAS (10% de EPI) em 0 dia, 15 dias, 1, 2 e 3 meses
de exposic¢do a 40°C e 75% UR; (b) Difratogramas de Raios-X para DS HPMCAS (10% de EPI1) em 0 dia, 15 dias,
1, e 3 meses de exposicdo a 40°C e 75% UR.

(a)

Concentragdo de EPI (ug.mL?)

Tempo (min)

Fonte: dados da pesquisa (2017).
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(b)

Fonte: dados da pesquisa (2017).

Os sistemas dispersos compostos por 20 e 30% de EPI ja iniciaram a avaliacdo da
estabilidade com a presenca de cristais. Foram obtidos valores de ED% de 72,74+ 4,46; 46,06
+1,91; 38,27 + 2,69; 36,87 £ 1,65; 35,61 + 1,07 para as DS concento 20% de EPI nos tempos
0, 15, 30, 60 e 90 dias, respectivamente; E as ED% de 50,026 + 1,49; 52,39 + 1,37; 45,74 = 0,6;
39,86 + 1,24; e 34,11 + 1,57 para as DS concento 30% de EPI nos tempos 0, 15, 30, 60 e 90
dias, respectivamente. A Figura 58b mostra, portanto, a evolucdo da cristalinidade da amostra
(DRX) e a repercussao disso na performance avaliada pelo perfil de dissolucéo.

Figura 58— (a) Dissolucéo sob condigdo sink para DS HPMCAS (20% de EPI) em 0 dia, 15 dias, 1, 2 e 3 meses
de exposicdo a 40°C e 75% UR; (b) Difratogramas de Raios-X para DS HPMCAS (20% de EPI1) em 0 dia, 15 dias,
1, e 3 meses de exposicdo a 40°C e 75% UR.

(@)

DS 20%

Concentragdo de EPI (pg.mL?)

Fonte: dados da pesquisa (2017).
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(b)

DS 20%

0 dias

4

15 dias

1 més

3 meses

Grau (20)
Fonte: dados da pesquisa (2017).

Em concordancia com a teoria, as dispersdes sélidas compostas por 30% de EPI
apresentam a pior performance no perfil de dissolucéo (Figura 59). Ainda, as curvas se mantém
mais proximas uma vez que a amostra ja iniciou a avaliagdo como cristalina. De forma
interessante, observa-se uma alteracdo do hébito cristalino da EPI apds 1 més de exposi¢do as
condicdes de estabilidade e nas condig¢des desse experimento. Um pico adicional (principal) em

aproximadamente 10°0, de grande intensidade, passa a fazer parte do difratrograma da amostra.
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Figura 59— (a) Dissolucéo sob condigdo sink para DS HPMCAS (30% de EPI) em 0 dia, 15 dias, 1, 2 e 3 meses

de exposicdo a 40°C e 75% UR; (b) Difratogramas de Raios-X para DS HPMCAS (30% de EPI) em 0 dia, 15 dias,
1, e 3 meses de exposicdo a 40°C e 75% UR.

(@)

"09Ds 30%
100 4

LT

—o0—0dia
—o0—15dias
—O0— 1més
—O— 2 meses
—O— 3 meses 7

il | T | MR | | VR | 1 T T 7A 1
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 4%
Tempo (min)

DS 30%
%a

Concentragdo de EPI (ug.mL?)

Fonte: dados da pesquisa (2017).

(b)

15 dias

,,«’J LAA’J")M’\/\‘«Ib\"“¢nés
Mmm

Considerando as condig¢des do experimento e a tendéncia de o soluto iniciar 0s processos

N

N

Fonte: dados da pesquisa (2017).

de nucleacdo e cristalizacdo, é possivel assumir que o sistema formulado com HPMCAS possui
boa estabilidade. A literatura indica as dispersdes baseadas em HPMCAS como muito estaveis,
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justificada pela alta solubilidade da maioria dos compostos no polimero, e também devido a
sua Tg, que além de possuir alto valor, é independente da UR, como ja mencionado
(CURATOLO; NIGHTINGALE; HERBIG, 2009). Assim, esse comportamento ¢ evidenciado
mesmo em temperaturas de 40°C e umidade relativa do ar superior a 60% RH, tornando a
difusdo como etapa limitante a cristalizacdo do farmaco (FRIESEN et al., 2008).

A Figura 60 apresenta um resumo quanto a eficiéncia de dissolugdo dos sistemas em
funcdo do tempo. Com base nos Gltimos quatro pontos dessas curvas, calculou-se uma perda de
0,1347% e 0,23% por dia para as DS compostas por 10 e 30% de EPI, respectivamente (R =
0,97 e 0,95, respectivamente).

Figura 60 - Eficiéncia de Dissolucdo (ED%) em fungdo do tempo para as DS compostas por HPMCAS sob
condicao de estabilidade acelerada.

100

_ —=— DS 10%
. —e— DS 20%
| —0— DS 30%
80 -
70 4
9\’5_: 60
a 50 4
40 4
30
20 EPl risalira
] 1 1 1 T 1
0 20 40 60 80 100

Tempo (dias)

Fonte: dados da pesquisa (2017).

Visando tornar comparavel a estabilidade das dispersbes a base de PVP K-30 e
HPMCAS, foi desenvolvido um estudo mais simples, porém capaz de identificar o processo de
cristalizacdo das amostras. A partir da exposicao de um disco de dispersdo de 6 mm de diametro
as condicOes de estabilidade acelerada, foram registrados os comportametos dos sistemas em

funcdo do tempo, com o auxilio de um microscopio de polarizagdo (Figuras 61 e 62).
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Figura 61— Avaliacdo da estabilidade acelerada das dispersdes solidas a base de PVP K-30 através da microscopia
de polarizagdo.

Dispersdo Sélida PVP K-30

Tempo EPI 10% EPI 20% EPI 30% EPI 40% EPI 50%
| - - v
7h - -
B - -
2 dias - ’
a gi
) 4
A
- - ‘
- -
N -

Fonte: dados da pesquisa (2017).
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Figura 62— Avaliacdo da estabilidade acelerada das disperses solidas a base de HPMCAS através da
microscopia de polarizagéo.

Dispersdo Sélida HPMCAS
Tempo EPI 10% EPI 30%
0 : ; : %

2 dias
5 dias

12 dias

45 dias

Fonte: dados da pesquisa (2017).

Surpreendentemente, a dispersdo sélida a base de PVP K-30 contendo 10% de protétipo
ndo apresentou evento de cristalizacdo em até 45 dias de avaliagdo. Ja para o aporte de 20%, 30
e 40%, o evento de cristalizacdo j& havia acontecido em 2 dias, 7 horas e 7 horas,
respectivamente. As dispersdes formuladas com HPMCAS contendo 10% de EPI s6 apresentou
cristalizacdo no 12° dia de avaliacdo. Considerando a recristalizacdo do protétipo, a disperséo
formulada com PVP K-30 e composta de 10% de prototipo é ainda mais estavel, do ponto de
vista fisico, do que a dispersdo formulada com HPMCAS, na mesma proporcao de prototipo. E
valido destacar, ainda, que o evento de cristalizacdo ndo aconteceu para o primeiro mesmo
havendo uma significativa absorcdo de agua do ambiente, mesmo sabendo-se que a agua
funciona como um plastificante, aumentando a mobilidade molecular e, teoricamente,
facilitando a recristalizacdo. Do ponto de vista quimico e mirobiol6gico, essa absor¢do de agua
é maléfica em virtude da aceleracdo da degradagdo quimica e da contaminag&o e crescimento

dos microrganismos (YU, 2001).
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6 CONCLUSAO

Este trabalho trouxe contribuigdes importantes sobre caracteristicas-chave do protétipo
Epiisopiloturina. Assume-se aqui que, diante da administracdo oral, a EPl permanecera,
majoritariamente, ibnica durante todo o TGI, podendo sofrer precipitacdo no intestino devido a
sua baixa concentragdo de equilibrio no pH 6,8. A taxa de dissolugdo intrinseca caracteristica
de substéncias insolveis conforme o sistema de classificacdo biofarmacéutico reforca essa
hipotese.

O estudo de miscibilidade farmaco-polimero demonstrou ser muito util no
direcionamento racional para obtencdo de dispersdes sélidas, entretanto, destacou-se aqui que
0s métodos convencionais (parametros de Hansen e de Flory-Huggins) foram menos realisticos
do que a abordagem do tempo de inducdo, e esse Ultimo pardmetro pode ser empregado no
estudo de dispersdes sélidas envolvendo outros farmacos no futuro.

Por fim, a cinética de dissolucdo da EPI foi aumentada em até 12 vezes, quando
analisada a area sob a curva dos sistemas em comparagdo a area sob a curva do protétipo
cristalino. As melhores dispersdes obtidas nesse trabalho foram as solucdes sélidas compostas
por HPMCAS ou PVP K-30, ambas contendo 10% de EPI, cujo estudo de estabilidade chama
atencdo para higroscopicidade do PVP K-30.
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7 PERSPECTIVAS

e Realizar teste de permeabilidade com a epiisopiloturina para propor sua classificagéo
biofarmacéutica;

e Ampliar o estudo de miscibilidade para outros polimeros e outras moléculas
biologicamente ativas;

e Aplicar os sistemas desenvolvidos em modelos in vivo visando observar o beneficio do

incremento da area sob a curva nessas circunstancias;
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