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RESUMO

Os farmacos sdo materiais com propriedades bioativas, sendo que, a maioria deles ¢
desenvolvida de forma a permitir a sua administragdo por via oral. Muitos desses materiais
apresentam baixa hidrossolubilidade e, consequentemente, uma baixa biodisponibilidade. A
obtencdo de dispersdes solidas de farmacos (DSFs), tais como os co-amorfos, tem sido uma
alternativa para a melhoria da solubilidade aquosa desses principios ativos. A Rifampicina
(RIF) ¢ um material bioativo usado como antibidtico oral no tratamento de doencas, tais como
a tuberculose e a hanseniase. Este farmaco apresenta baixa hidrossolubilidade e alta
permeabilidade membranar, pertencendo, portanto, a Classe II do Sistema de Classificagao
Biofarmacéutico. Este trabalho objetivou a obtenc¢do e a caracterizagdo de um novo co-amorfo
de RIF utilizando a Trometamina (TRIS) como coformador, bem como avaliar a solubilidade
aquosa e seu perfil de dissolug¢do in vitro deste novo material. Inicialmente, realizou-se a
modelagem molecular dos compostos de partida (RIF ¢ TRIS) pelo método baseado na Teoria
do Funcional da Densidade (DFT) para a obten¢do do mapa de potencial eletrostatico (MPE),
energias dos orbitais HOMO, LUMO e gap, bem como dos indices de reatividade. A
preparacao da DS de RIF foi realizada pelo método de Evaporagao Lenta do Solvente (ELS).
Posteriormente, o co-amorfo foi caracterizado por Difracdo de Raios X pelo Método do Po
(DRXP), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Termogravimetria, Termogravimetria Derivativa e Analise Térmica Diferencial Simultaneas
(TG/DTG-DTA) e por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC). A estabilidade da DS foi
investigada por DRXP, em fun¢do do tempo. Também foram realizados os ensaios de
solubilidade e do perfil de dissolugdo in vitro da RIF presente na DS. Os MPEs obtidos com
estudo DFT dos compostos de partida mostraram regides propensas a realizarem interagdes
intermoleculares por ligagdes de hidrogénio entre os grupos funcionais 4-hidroxila e C=0 da
RIF e os grupos funcionais hidroxila e amino da TRIS. Os dados obtidos a partir das analises
por DRXP mostraram a formacdo de uma DSF do tipo co-amorfo a partir da interacdo da RIF
com a TRIS na razdo molar de (2:1). O espectro FTIR do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) indicou a
formag¢do da nova dispersdo solida por interagdes intermoleculares entre o grupo carbonila das
moléculas de RIF (regido nucleofilica) e os grupos amino e hidroxila da molécula de TRIS
(regido eletrofilica), conforme observado no estudo DFT. O comportamento térmico do co-
amorfo observado a partir das curvas TG/DTG desta DS mostrou que este material apresenta
boa estabilidade térmica até 153°C. Além disso, as curvas DTA ¢ DSC deste material nao

apresentaram evento de fusdo, confirmando a sua natureza amorfa da DS RIF-TRIS (2:1). A
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natureza amorfa desta DSF mostrou-se estdvel por pelo menos cinquenta (50) dias. A
solubilidade aquosa da RIF presente nesta DS apresentou-se 5,5 vezes maior quando
comparada com a solubilidade da RIF base livre cristalina (RIFgLc). Este aumento também foi
observado na taxa de dissolugao in vitro da RIF presente no co-amorfo. Assim, a DSF obtida
neste estudo apresenta-se como uma alternativa muito promissora para a melhoria do
tratamento da hanseniase e da tuberculose, visto que o aumento da hidrossolubilidade da RIF
favorecera o aumento da sua biodisponibilidade e da sua eficicia terapéutica, bem como a

reducdo dos seus efeitos colaterais.

Palavras-chave: Dispersdo so6lida, Rifampicina, Difragdo de Raios X, Analises Térmicas,

Aumento da hidrossolubilidade.
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ABSTRACT

Drugs are materials with bioactive properties, and most of them are developed to allow their
oral administration. Many of these materials have low water solubility and, consequently, low
bioavailability. Obtaining solid drug dispersions (SDDs), such as co-amorphous, has been an
alternative for improving the aqueous solubility of these drugs. Rifampicin (RIF) is a
bioactive material used as an oral antibiotic in the treatment of diseases such as tuberculosis
and leprosy. This drug has low water solubility and high membrane permeability, therefore
belonging to Class II of the Biopharmaceutical Classification System. This work aimed to
obtain and characterize a new co-amorphous of RIF using a Tromethamine (TRIS) as a
coformer, as well as to evaluate the aqueous solubility and its dissolution in vitro profile of
this new material. Initially, a molecular modeling of the starting compounds (RIF and TRIS)
was performed by the method based on the Density Functional Theory (DFT) to obtain the
electrostatic potential map, energies of the HOMO, LUMO and gap orbitals, as well as the
reactivity indices. A preparation of the DSF of RIF was carried out by the Slow Solvent
Evaporation. Subsequently, the co-amorphous was characterized by X-Ray Diffraction using
the Powder Method (PXRD), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR),
Thermogravimetry, Derivative Thermogravimetry and Differential Analysis (TG/DTG-DTA)
and by Differential Scanning Calorimetry (DSC). The material stability was investigated by
this PXRD, in time function. The solubility and dissolution in vitro profile tests of the RIF
present in the SDD were also performed. The results obtained from the DFT study of the
starting compounds are indicating a possible intermolecular interaction by hydrogen bonds
between the available 4-hydroxyl and C=O groups of RIF and the hydroxyl and amino
derived groups of TRIS. The data obtained from the analysis by DRXP determined the
formation of a co-amorphous from the interaction of the RIF with a TRIS in the molar ratio of
(2:1). The FTIR spectrum of the co-amorphous RIF-TRIS (2:1) indicated the formation of the
new solid dispersion by the intermolecular interactions between the ketone groups of the RIF
molecules (nucleophilic region) and the amino and hydroxyl groups of the TRIS molecule
(electrophilic region), as observed in DFT study. The thermal behavior of the co-amorphous
observed from the TG/DTG curves of this SDD showed that this material has good thermal
stability up to 153°C. In addition, the DTA and DSC curves did not show a melting event,
confirming its amorphous nature. The amorphous nature of this SDD proved to be stable for
at least fifty (50) days. The aqueous solubility of the RIF present in this SDD is 5.5 times
greater when compared to the solubility of the crystalline free base RIF (RIFgrLc). This



increase was also observed in the dissolution in vitro rate of RIF present in the co-amorphous.
Thus, a SDD obtained in this study presents itself as a very promising alternative for an
improvement in the treatment of leprosy and tuberculosis, since the increase in RIF's water
solubility will favor the increase of its bioavailability and its therapeutic efficacy, as well as

the reduction side effects.

Keywords: Solid Dispersion, Rifampicin, X-Ray Diffraction, Thermal Analysis, Increased
Water Solubility.
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1. INTRODUCAO

Farmaco ou Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) ¢ definido como um material que
apresenta propriedades com finalidades terapéuticas e que pode ser usado no diagnostico,
alivio ou tratamento de patologias, visando o reestabelecimento da saide nos individuos a
quem sdo prescritos!. A maioria dos IFAs ¢é desenvolvida de forma a permitir sua
administracdo pela via oral, a qual traz grandes vantagens quanto a adesdo do paciente ao
tratamento?. Entretanto, a solubilidade aquosa destes materiais constitui-se como um requisito
prévio a absorcdo e obtengdo de resposta clinica'**.

Estima-se que 40% dos principios ativos aprovados e cerca de 90% das moléculas em
desenvolvimento possuem fraca solubilidade aquosa’. Varias estratégias que visam melhorias
nas propriedades fisico-quimicas de farmacos, tais como a hidrossolubilidade, sao
amplamente exploradas entre as quais podemos destacar a utilizacdo de dispersdes solidas de
farmacos (DSFs), tais como os co-amorfos®’. Estes compostos sdo obtidos por meio de
processos tecnoldgicos que consistem em dispersar um IFA em uma matriz carreadora
conhecida como coformador. Assim, ¢ possivel melhorar as propriedades fisico-quimicas tais
como a hidrossolubilidade, resultando no aumento da sua taxa de dissolu¢do, da sua
biodisponibilidade e, consequentemente, da sua eficicia terapéutica'.

A Rifampicina (RIF) ¢ um farmaco que apresenta baixa solubilidade aquosa ¢ alta
permeabilidade membranar, sendo classificada como Classe II de acordo o Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutica (SCB)®. Este IFA atua como antibidtico sendo amplamente
utilizado no tratamento da tuberculose e da hanseniase. H4 uma alta incidéncia destas
enfermidades em paises em desenvolvimento. Em 2015, segundo dados da Organizagdo
Mundial da Saude (OMS), o Brasil, Indonésia ¢ india somaram 81% dos novos casos de
hanseniase no mundo®. O tratamento feito com RIF pode causar diversos efeitos colaterais
ocasionados pela baixa disponibilidade causada pela sua baixa solubilidade aquosa,
diminuindo sua eficacia terapéutica, levando ao abandono do paciente ao tratamento,
contribuindo para aumentar a resisténcia bacteriana a esse IFA!%!!,

Uma das etapas mais importantes para obtencdo de DSFs ¢ a escolha do coformador.
Este deve conter grupos funcionais complementares aos do IFA para que ocorram interagdes
moleculares entre os compostos. A Trometamina (TRIS) € um composto que possui elevada
solubilidade aquosa e alta permeabilidade membranar sendo classificado como Classe I do
SCB. A sua aplicagdo como coformador t€ém se destacado nos ultimos anos em virtude desta

substancia quimica possibilitar a melhoria de diversas propriedades fisico-quimicas dos
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farmacos, como o aumento da velocidade de dissolugdo e, consequentemente, uma melhor
biodisponibilidade!'?!*. Foram obtidas diversas DSFs utilizando a TRIS como coformador
como, por exemplo, cocristais de Glibenclamida'> e de Gliclazida'® e co-amorfos de
Clorpropamida'’ e de Tolbutamida'®.

Até o momento, poucos estudos foram relatados envolvendo a preparacdo de DSFs da
RIF, sendo que estes trabalhos utilizaram matrizes poliméricas como coformadores'®!. DSFs
obtidas a partir deste tipo de matriz apresentam varias desvantagens, pois sdo frequentemente
hidroscopicos e, nesse caso, a umidade absorvida reduz a temperatura de transicao vitrea (72)
do sistema, levando a separacdo de fases e a recristalizacdo. Além disso, devido a limitada
miscibilidade de alguns farmacos no polimero, muitas vezes sdo necessarias grandes
quantidades de polimero para dose suficiente do principio ativo na formulagdo final, levando
a grandes volumes das formas de dosagem finais*>.

Diante deste contexto, ¢ de suma importancia a obtengao de uma nova dispersao solida
de RIF utilizando a TRIS como coformador, visando o aumento da solubilidade aquosa ¢ da
sua taxa de dissolucdo, melhorando assim sua biodisponibilidade e, consequentemente, a
eficdcia terapéutica no tratamento de doencgas como tuberculose e hanseniase. O aumento da
hidrossolubilidade também contribui para diminuicao da dose administrada e redugdo dos

efeitos colaterais do tratamento, contribuindo assim para um maior bem-estar do paciente e

uma menor taxa de abandono ao tratamento medicamentoso.
2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Preparar e caracterizar um novo co-amorfo de Rifampicina (RIF), utilizando a
Trometamina (TRIS) como coformador, bem como avaliar a solubilidade aquosa e o perfil de

dissoluc¢do in vitro deste fArmaco disperso no referido coformador.

2.2 Objetivos especificos

v' Realizar a modelagem molecular dos compostos de partida (RIF e TRIS) utilizando a
Teoria do Funcional da Densidade (DFT), visando presumir as possiveis interagdes
intermoleculares entre estes compostos;

v" Obter um co-amorfo da RIF utilizando a TRIS como coformador a partir da metodologia

de Evaporagdo Lenta do Solvente;
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v Caracterizar a dispersdo solida RIF-TRIS (2:1), do tipo co-amorfo, por Difra¢do de Raios
X pelo método do p6 (DRXP) e por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR);

v' Caracterizar o comportamento térmico do co-amorfo por Termogravimetria,
Termogravimetria Derivativa e Andlise Térmica Diferencial Simultaneas (TG/DTG-
DTA) e por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC);

v Verificar a estabilidade da dispersdo solida obtida neste estudo em fun¢do do tempo por
DRXP;

v Determinar a solubilidade aquosa e o perfil de dissolug¢do in vitro da RIF presente na

dispersdo solida obtida neste estudo e comparar com a RIF base livre cristalina (RIFpLc).

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Dispersdes solidas de farmacos

As dispersdes solidas de farmacos (DSF), esquematizadas na Figura 1, podem ser
utilizadas com a finalidade de aumentar a hidrossolubilidade ou retardar a sua liberagio®*. O
principal objetivo € obter um sistema no qual sua estrutura cristalina seja alterada a ponto de
se obter sistemas capazes de mudar sua velocidade de dissolucdo e recobrir intimamente o
mesmo com material hidrossolavel?*. Estas podem ser obtidas por diversos métodos, que sdo
escolhidos de acordo com as caracteristicas dos compostos de partida utilizados juntamente
com as caracteristicas que se deseja obter para a forma farmacéutica final. Entre os métodos

destacam-se: moagem mecanoquimica, evaporagdo lenta de solvente, fusdo, liofilizagdo e

spray-drying®>.
Amorfo Polimorfo I Polimorfo II Solvato
o din A (EfE
L
> T @@
Coamm fo Cocristal

@ E % LEE I Coformador
E L IFA 16nico
E I Contra ion

Figura 1 - Representagdo esquematica de alguns tipos de dispersdes solidas.
Fonte: Adaptado de Shan (2008)°.

|}| IFA
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26O amorfo,

Os soélidos farmacéuticos apresentam-se no estado cristalino ou amorfo
contrariamente ao cristalino, consiste num arranjo desordenado de moléculas que nao possui
uma rede cristalina distintiva. A obtencao de um amorfo com propriedades terapéuticas ¢ uma
das abordagens mais promissoras para aumentar a baixa hidrossolubilidade destes
compostos’. Os polimorfos sio materiais que tém podem existir em pelo menos duas
estruturas cristalinas diferentes com mesma composi¢do quimica. O polimorfo com mais
baixa energia sera estavel, enquanto que aquelas menos estaveis ou metaestaveis tenderao a se
transformar em formas mais estaveis, como caso da formagao de um solvato, dependendo das
diferencas de energia’’. Quando um solvente associar-se com o sélido cristalino, podendo
ligar-se a superficie ou a rede do sélido por meio de interagdes intermoleculares, este ¢é
chamado de solvato?®.

Os sais s3o constituidos por espécies solidas carregadas negativamente e
positivamente numa propor¢ao estequiométrica. Estima-se que cerca de metade dos farmacos
disponiveis no mercado estejam sob a forma de sais®®. Os cocristais so formas cristalinas
constituidas de dois ou mais compostos moleculares neutros, sendo um deles o IFA,
geralmente numa proporcao estequiométrica, € que ndo se enquadram na classificagdo de sais

ou solvatos’?.
3.2 Co-amorfos

O desenvolvimento de sistemas de administragdo de farmacos amorfos ¢ de grande
interesse de grupos de pesquisa e da industria farmacéutica com objetivo de aumentar a
solubilidade aquosa de muitos principios ativos. Farmacos amorfos apresentam uma taxa de
solubilidade e dissolugdo significativamente maior do que o mesmo farmaco em seu estado

. . 31 . . . .
cristalino’”. A principal desvantagem do uso destes materiais puramente amorfos e altamente
soltiveis ¢ a sua instabilidade fisica com relagdo a tendéncia inerente de cristalizar no estado
istali 14 131-33
cristalino pouco soluve .

Na Figura 2 podemos observar o padrdo de difragdo de Raios X de um material
cristalino e um amorfo e as diferencas teoricas da energia livre destes sistemas. Em um
amorfo, ha uma auséncia de uma ordem molecular de longo alcance, devido a distribui¢do

aleatoria das unidades moleculares’.
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Figura 2 — Representacéo do padréo de difragdo de Raios X do solido cristalino (vermelho) e s6lido amorfo
(azul) e das diferencas tedricas de energia livre entre materiais cristalinos, solvatos e amorfos. Essas diferengas

de energia ddo origem a diferentes propriedades fisico-quimicas ¢ afeta seu desempenho in vivo.
Fonte: Adaptado de Shah et al. (2014)** e Newman et al. (2015)%.

Como podemos observar na Figura 2, o estado amorfo apresenta auséncia de picos de
difracdo de Raios X, caracteristicamente dos compostos solidos no estado cristalino®*3>. Em
decorréncia a falta de ordem de longo alcance dos compostos amorfos, eles sdo mais
energéticos que seus equivalentes cristalinos. Estes materiais amorfos apresentam vantagens
como um maior volume especifico, maior solubilidade aquosa e biodisponibilidade, mas
também certas desvantagens, incluindo risco de menor estabilidade fisica e quimica®.

Os co-amorfos tém sido preparados com excipientes de baixo peso molecular (ndo
polimérico) e/ou com matrizes poliméricas. Uma matriz polimérica pode aumentar a 7g do
farmaco amorfo, podem agir como estabilizador, diminuir a mobilidade molecular, inibindo a
nucleacdo e o crescimento de cristais, e, consequentemente, inibe a recristalizagdo do IFA.
Existe também algumas desvantagens como a baixa miscibilidade, exigindo grandes razdes
polimero/farmaco que levam a grandes dosagens do produto, a sensibilidade ao calor e a
umidade devido a hidroscopicidade (a umidade reduz a 7g), podem ocorrer separagdo de fases
e recristalizagdo dos compostos de partida®®.

Os co-amorfos produzidos com  excipientes de baixo peso molecular sdo
caracterizados pela combinacdo de dois ou mais componentes que formam um sistema
monofasico amorfo e homogéneo, onde um deles ¢ de baixo peso molecular’’. Na Figura 3

podemos observar as principais diferencas entres os sistemas de um farmaco amorfo, um

cristalino ¢ um co-amorfo.
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Figura 3 — Ilustracdo de algumas diferentes formas utilizadas para aplicagdo de farmacos.
Fonte: Adaptado de Dengale et al. (2016)3".

Hé dois tipos de co-amorfos que se diferenciam pelos tipos de combinagdes. O
primeiro ¢ o farmaco-farmaco, que corresponde a combinacdo de dois farmacos
farmacologicamente destinados as terapias multimedicamentosas, em que ambos os farmacos
estabilizam-se mutuamente na forma amorfa formando monodimeros***. O segundo ¢ o
farmaco-excipiente, onde se utiliza excipientes de baixo peso molecular para dispersar o
farmaco pela formacdo de dimeros, aumentando a estabilidade e taxa de dissolu¢do®*°. Esses
sistemas tendem a exibir uma maior estabilidade fisica do que os compostos individuais,
principalmente pela existéncia de interacdes intermoleculares, tais como ligacdes de
hidrogénio e/ou interagdes m-m*’.

Yuan et al. (2013) obtiveram um co-amorfo de Repaglinina utilizando a sacarina como
coformador. Este co-amorfo apresentou interacdes por meio de ligagdes de hidrogénio e
mostrou grande melhoria na solubilidade aquosa e dissolugdo in vitro*'. Chieng et al. (2009)
realizaram um estudo de uma mistura binaria amorfa altamente estavel de dois medicamentos
indometacina e ranitidina preparada pelo método da trituragdo em moinho de bolas®®. Allese
et al. (2009) sintetizaram um co-amorfo de cimetidina e naproxeno, sendo que este aumentou
a taxa de dissolu¢do de ambos os fiarmacos em comparagdo com os seus homologos
cristalinos. Além disso, a preparacdo do material resultou em uma libera¢do sincronizada,
indicando que os fArmacos podem ser liberados na propor¢io molar (1:1)°.

Algumas formulagdes de co-amorfos de Indometacina e Carbamazepina com
aminoacidos foram fisicamente estaveis por um periodo de pelo menos seis (6) meses,
enquanto os firmacos amorfos apresentaram estabilidade de apenas sete (7) dias*’. Os co-
amorfos surgem como uma abordagem promissora para questdes relacionadas a baixa
estabilidade de farmaco amorfo. Pode-se destacar que estes materiais apresentam melhoria da
solubilidade aquosa, aumentando sua biodisponibilidade que interfere diretamente na
absor¢do do principio ativo no organismo implicando na eficacia terapéutica e melhorando a

adesdo do paciente no tratamento da doenga®>*.
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A aprovagdo da organizacdo FDA (Food & Drug Administration) de produtos que
utilizam dispersdes solidas amorfas indica que essa tecnologia ¢ um método viavel para
aumentar a baixa hidrossolubilidade dos farmacos, e esse tipo de material provavelmente
continuara a ser utilizado como um meio para melhorar a solubilidade aquosa dos IFAs*#%
Na Tabela 1 contém alguns exemplos de medicamentos aprovados pela FDA empregando o

uso de dispersdes solidas amorfas com matrizes poliméricas (MPs).

Tabela 1 — Medicamentos comercializados cujos farmacos encontram-se na forma de dispersdes solidas amorfas

com matrizes poliméricas

44-46

Nome IFA ® MP " Método de obtengio FDA®
comercial
Cesamet® Nabilona PVP Evaporagao de solvente 1985
Progaf® Tacrolimo HPMC Spray drying 1994
Kaletra® Lopinavir, ritonavir PVP Extrusao (fusao) 2007
Intelence® Etravirina HPMC Spray drying 2008
Zortress® Everolimo HPMC Spray drying 2010
Norvir® Ritonavir PVP Extrusdo (fusdo) 2010
Onmel® Itraconazol HPMC Extrusao (fusao) 2010
Incivek® Telaprevir HPMCAS Spray drying 2011
Zelboraf® Vemurafenibe HPMCAS Solvente/Pre01p1taan por 2011
antissolvente
Kalydeco® Ivacaflor HPMCAS Spray drying 2012
Noxafil® Posaconazol HPMCAS Extrusao (fusao) 2013
Astragaf XL® Tacrolimo HPMC Granulac¢ao imida 2013

 Insumo Farmacéutico Ativo; ® Matriz polimérica; ¢ Ano de aprovagdo pela FDA; Polivinilpirrolidona (PVP);
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC); Succinato de acetato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCAS).

3.3 Escolha do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) e do Coformador
3.3.1 Selecdo do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA)

O IFA pode se apresentar em formas solidas distintas de acordo com sua natureza
quimica e composicdo. Existem algumas formas conhecidas como cocristais, hidratos,
solvatos, sais, co-amorfos e alguns compostos de inclusdo. As suas propriedades fisico-
quimicas, como a biodisponibilidade, ¢ um dos fatores importantes para manter a eficacia
terapéutica do principio ativo*’. A biodisponibilidade depende da entrada na corrente
sanguinea (absorc¢ao) e do perfil farmacocinético do material ou do seu metaboélito em funcao
do tempo*. Esta propriedade é determinante na eficicia clinica de um farmaco e depende

diretamente da solubilidade aquosa e permeabilidade membranar.



26

Com isso, o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), consolidou-se como
ferramenta de auxilio na predicdo da biodisponibilidade de farmacos. O SCB tem sido
empregado no desenvolvimento de formas farmacéuticas devido as limitagdes técnicas e
econdmicas, assim sendo a avaliagdo das propriedades de hidrossolubilidade e permeabilidade
membranar dos farmacos oferecem indicagdes sobre a eficacia dos medicamentos*. O SCB

estabelece quatro classes de farmacos que estdo resumidos com alguns exemplos no

Quadro 1°°.

Quadro 1- Classificacdo de farmacos de acordo com o SCB e fator limitante da absor¢io®

Solubilidade | Permeabilidade | Fator limitante .
Classe . Farmacos
aquosa membranar (absorcao)
Esvaziamento Propranolol
I (anfifilicos)? Alta Alta . Captopril
gastrico e
Nortriptina
Dissolucio in Glibenclamida
) . . i )
II (lipofilicos)® Baixa Alta , ¢ Carbamazepina
VIvo ey
Fenitoina
) Cimetidi
III ) Esvaziamento 1mc'3 .1 .1na
) ) Alta Baixa L Ranitidina
(hidrofilicos)® gastrico .
Insulina
Dissolucao in Cetoprofeno
v Baixa Baixa vivo Hidroclorotiazida
Furosemida

*Velocidade de dissolucdo limita a absor¢io in vivo; ® Hidrossolubilidade limita o fluxo do farmaco no processo
de absorgdo. ¢ Permeabilidade ¢ a etapa determinante da absor¢io. ¢ Ndo é esperada correlagio entre o perfil in
Vitro Versus in vivo.

Cerca de 40% das formulagdes orais comercializadas sdo praticamente insoluveis
(<100 pg mL™1), e destes, 30% sdo pertencentes a Classe II e 10% a Classe IV do SCB>'*2,
Além disso, cerca de 70% das formulagdes candidatas a novos farmacos sdo pertencentes a
Classe II e 20% a Classe 1V, ambos apresentando baixa hidrossolubilidade®***. Sabendo
destas informacdes e considerando que a baixa hidrossolubilidade esta diretamente ligada com
a sua biodisponibilidade de um farmaco, a sua escolha para investigacdo de obten¢do de novas
dispersoes solidas tem como base os dados disponivel pelo SCB, visando o aumento da

solubilidade de farmacos das Classes I e [V37:33-35,

3.2.2 Selecdo do coformador

A selecdo do coformador ¢ uma das etapas essenciais para investigagdo para obter

novas dispersdes solidas. Para sua selegdo, esta substancia tem que ser farmaceuticamente
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aceitavel, geralmente, considerada segura para consumo humano, de modo que sua interagao
com o farmaco origine um composto como nova formulag¢do, mas que mantenha o principio
ativo, ele deve ser um composto atéxico e sem efeitos secundarios adversos e deve estar
incluido na lista da agéncia FDA que compreende mais de 3.000 substancias adequadas como
aditivos alimentares?®.

O coformador deve conter grupos funcionais complementares as interacdes
moleculares com o IFA®. Sua escolha deve ser baseada em partes da molécula, observando a
presenga dos grupos funcionais especificos, com vista a formagao de interagdes entre as
moléculas, sendo entdo criadas unidades estruturais basicas, constituintes da rede cristalina da
dispersdo solida®’. Estas unidades conhecidas como sintons supramoleculares, mostrados na

Figura 4, sdo responsaveis por promover alteragdes nas propriedades fisico-quimicas de seus

compostos, sendo uma delas, o aumento na solubilidade aquosa®®.

/0.....H_0\ //C)..........H

a) b)

0—H - c{/ \O—H N
H \S
N—H--0 /

. : 0---H—N

) \ \> D /y )

W, 0—H-0

Figura 4 — Representacdo esquematica de interagdes entre grupos funcionais: a) acido-acido; b) acido-piridina;
¢) amida-amida ¢ d) acido-amida.
Fonte: Adaptado de Miroshnyk et al. (2009)°.

Os sintons supramoleculares podem ser divididos em duas categorias: homosintons —
quando as interagdes ocorrem entre 0s compostos com um mesmo grupo funcional e
heterosintons — em que interagem sdo grupos diferentes, mas complementares, possibilitando
a sintese por meio da interacdo IFA-coformador®’. Os principais grupos funcionais receptivos
a formacao de sintons sdo: alcoois, acidos carboxilicos e amidas, sendo estruturalmente
ligados por ligagdes de hidrogénio. Estas s@o as interagdes atrativas entre um elemento mais
eletronegativo e um hidrogénio com carga parcialmente positiva®’>%%!. A Figura 5 apresenta

alguns dos coformadores ja utilizados para obtencao de dispersdes sélidas de farmacos.
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Figura 5 — Exemplos de alguns conformadores utilizados para preparacéo de dispersdes solidas de farmacos: a)
Acido Oxalico, b) Acido p-Aminobenzoico, ¢) Ureia, d) Acido Fumérico, ¢) Acido Salicilico, f) Acido Malico,
g) Nicotinamida, h) Cafeina, i) Sacarina, j) Arginina e 1) Lisina.

Fonte: Adaptado de Childs; Hardcastle (2007)°? e Goud et al. (2012)®,

3.4 Rifampicina (RIF)

A Rifampicina (RIF) ¢ um composto semissintético da rifampicina B 3-(4-metil-1-
piperaziniliminometil), constituida por um complexo macrociclico produzido pelo
Streptomyces mediterranei. Possui agdo bactericida de amplo espectro, atuando de forma
especifica na inibi¢do da atividade da enzima RNA polimerase DNA-dependente por meio da
formagdo de um complexo estdvel com a enzima®. Este farmaco vem sendo efetivo no
tratamento de enfermidades como tuberculose e hanseniase utilizando poliquimioterapia. O
combate a tuberculose ¢ realizado em combinac¢do com Isoniazida e Pirazinamida, enquanto o
tratamento da hanseniase ¢ realizado com Dapsona e Clofazimina®*®®. Na Figura 6 apresenta a
estrutura quimica deste farmaco.

Este composto apresenta uma molécula complexa, podendo existir em diferentes
conformagdes devido as interagdes entre seus grupos funcionais, promovendo diferentes
morfologias cristalinas com coloragio vermelho-marrom®. Este material apresenta formula
molecular: C43HssN4O12 (62,76 % C; 7,10 % H; 6,81 % de N e 23,33 % de O), sendo
classificado, de acordo com o SCB, como um fiarmaco de Classe II apresentando baixa
167

1;68

solubilidade aquosa (<0,10 mg mL™")"" e alta permeabilidade membranar
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Figura 6 — Estrutura quimica da Rifampicina (RIF)%.

A RIF possui massa molar igual a 822,94 g mol™! e apresenta caracteristicas anfoteras

("zwitterion"), pois possui pKa 1,7 (relacionado ao grupamento 4-hidroxila) e pKa 7,9

(relacionado ao nitrogénio do grupo piperazina). Assim, em solu¢do aquosa, o seu ponto

isoelétrico ¢ igual a 4,87°. Este IFA existe em duas formas cristalinas anidras denominadas

como Forma I e Forma II.5H>O (pseudopolimorfo) como mostrado na Figura 7 (a) e 7 (b).

Este material também pode apresentar-se em duas formas amorfas. A Forma I ¢ a estavel,

enquanto a Forma II ¢ metaestavel. Além destas formas principais, ela ¢ encontrada como

solvatos, que converte a forma amorfa depois da remogio do solvente’!.

Intensidade (u.a)

[ntensidade (u.a)

Monoclinico (C2)

20 (graus)

Ortorrémbico (P2,2,2,)

T T T
20 25 30 35 40 45
20 (graus)

Figura 7 — a) Células unitarias da RIF e seus respectivos padrdes de Difragdo de Raios X, a saber: (a) Forma 1
e (b) Forma I1.5H,0 (hidrato)”.
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A Forma I apresenta estrutura cristalina referente ao sistema cristalino monoclinico,
com quatro moléculas por célula unitaria e pertence ao grupo espacial C2 com parametros de
rede a =25,8844 (2) A,b=14,2964 (2) A,e ¢ =14,2795 (2) A, a =y =90° e B = 122,98 (1)°,
V =44327 (5) A3, Z = 4, Z> = 1%, Ja a Forma IL.5SH,O apresenta estrutura cristalina do
sistema ortorrombico com quatro moléculas por célula unitaria e grupo espacial P2:2:2; com
parametros de rede a = 13,8506 (6) A, b= 17,3867 (8) A, e ¢ = 19,7476 (8) A, 0 =B =7y =
90°, V=47555(4)A3,2z=4,72" =17~

Este farmaco apresenta diferentes solubilidades em meio aquoso, sendo que esta
propriedade varia de acordo com o pH devido a sua natureza anfotera’':’>. Estas diferencas na
solubilidade em meio aquoso podem afetar a absor¢do e biodisponibilidade deste farmaco,
quando no estado solido para ingestdo oral. Entretanto, esta biodisponibilidade é mais
dependente do tamanho das particulas, com absor¢ao 6tima na faixa de distribui¢cdo de 100
um, que do tipo de forma polimérfica utilizada’.

Os produtos disponiveis no mercado apresentam-se mais comumente como uma
mistura da Forma II ¢ da Forma amorfa em diferentes propor¢des’'. Apesar da evidente
importancia da caracterizacdo dos polimorfos da RIF e o seu impacto na biodisponibilidade,
as farmacopeias nao estipulam nem especificam o tipo de polimorfo que deveria ser usado

pelos fabricantes do medicamento’?.

3.5 Trometamina (TRIS)

A Trometamina (TRIS) — Figura 8 - ¢ um composto sélido com alta hidrossolubilidade
(5,5x10° mg L) e de interesse na bioquimica e biologia molecular no estudo para
padronizagdo de 4cidos fortes e preparo de solugdes tampao. Ela ¢ bastante utilizada na area
da medicina e farmacia pois possui aplicagdo no estudo das alteracdes do equilibrio acido-

base e ajuste do pH dos fluidos corporais’’®.

HO

HO

NH,

HO

Figura 8 — Estrutura quimica da Trometamina (TRIS)%.
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Quimicamente, a TRIS corresponde ao tris(hidroximetil) aminometano, com massa
molar de 121,14 g mol™! e formula molecular NH.C(CH,OH);. Este composto se apresenta na
forma de p6 cristalino branco ou cristais incolores e ¢ classificado como Classe I do SCB
apresentando alta hidrossolubilidade. Esta molécula possui pKa 8,1, possibilitando sua
aplicagdo como solugdo tampao pois possui uma faixa eficaz de pH entre 7,1 a 9,1, a qual
coincide com o pH fisiologico tipico do organismo humano'?. A Figura 9 apresenta a célula

unitaria da TRIS com padrao de difragdo de Raios X da Forma a.

/&, Ortorrombico (Pn21a)
/

B a

Figura 9 — Célula unitéria da TRIS na Forma a ¢ o seu padrdo de Difragdo de Raios X7’

&

Intensidade (u.a)

20 (graus)

A TRIS apresenta estrutura cristalina referente ao sistema cristalino ortorrdmbico a
temperatura ambiente (25°C) com quatro moléculas por célula unitaria e pertence ao grupo
espacial Pn21a com pardmetro de rede a = 8,807 (6) A, b=18,872(7) A, ec=7,709 (7) A, a =
B=7v=90° V =0602,348 A3, Z=4,7 =1"". Este composto possui temperatura de fusdo na
faixa de 168 a 174°C; sendo conhecida por existir em duas formas, com uma transi¢ao de fase
solido-so6lido que ocorre proximo da temperatura de 134°C, passando da fase cristalina
ortorrdmbica para a fase cubica de corpo centrado’®”°. Nessa transi¢io a molécula sofre uma
grande variagdo de entalpia, permitindo que a TRIS seja utilizada como um material organico
de armazenagem de energia térmica, tendo aplicagdes em sistemas de células solares®.

A TRIS possui uma estrutura com capacidade de auxiliar no aumento da
hidrossolubilidade de farmacos. Sua aplicacio como excipiente farmacéutico tem se
destacado nos ultimos anos, melhorando propriedades fisico-quimicas de farmacos pouco
hidrossoltiveis e, consequentemente, aprimorando a velocidade de dissolucao,
biodisponibilidade, e estabilidade®'-**. A TRIS foi utilizada como coformador para o preparo
de cocristais de Gliclazida'® e Glibenclamida!> e de co-amorfos de Tolbutamida'® e

Clorpropamida'”’.
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3.6 Quimica Computacional: Estudo de modelagem molecular

Os avangos na area da quimica computacional, junto com desenvolvimento dos
computadores, tornaram os métodos tedricos uma ferramenta fundamental da pesquisa em
quimica. Com isso, o estudo na area de materiais também cresceu nas ultimas décadas, pois
com auxilio dos calculos tedricos pode-se predizer as energias de processos quimicos, obter
com exatiddo as geometrias de sistemas, obter espectros vibracionais, eletronicos e nucleares
de estruturas moleculares, além de auxiliar na interpretacdo de resultados experimentais, e
possivelmente, prever e solucionar novos fenomenos®>-’.

Os métodos usados para determinagdo da energia das moléculas t€m como base duas
aproximacdes tedricas: classica (métodos da mecanica molecular e de dinamica molecular) e a
quantica (métodos ab initio, semiempiricos e a Teoria do Funcional da Densidade — DFT).
Assim, a escolha do tipo de aproximagdo depende das propriedades que se deseja avaliar, da
precisdo desejada e da capacidade computacional para realizagdo dos céalculos?.

As aplicacdes que englobam transi¢des eletronicas, transporte de elétrons e formagao
e/ou quebra de ligagdes estdo além das possibilidades da aproximacgdo classica, porque estas
particulas ndo sdo explicitamente consideradas nos métodos classicos. Quando os elétrons
precisam ser considerados, os métodos mais adequados sdo os quanto-mecénicos, pois
consideram a estrutura molecular como um conjunto de nucleos e elétrons. Todavia, ha uma
problematica desses métodos, onde necessitam de uma expressao matematica que considere o
comportamento ondulatorio dos elétrons (dualidade particula-onda). Deste modo, pode-se
utilizar a Equagdo 1 para cdlculo de propriedades como a energia E, que considera o

comportamento ondulatério:

H¥Y(R,r) = E¥(R,7) (Equagdo 1)

na qual A ¢ o chamado operador Hamiltoniano (a soma de operadores para a energia cinética
e para a energia potencial) e W(R,r) ¢ a fungdo de onda, que depende das coordenadas de
todos os nucleos (R) e elétrons (7).

A Equagdo 1 ndo apresenta uma solugdo exata para célculo da energia quando varios
atomos estdo envolvidos, por isso se faz necessario realizar algumas aproximagdes. Uma
dessas ¢ a aproximacdo de Born-Oppenheimer, onde o tratamento dos movimentos nuclear e
eletronico ¢ feito separadamente. Esta aproximacado faz algumas simplificagdes no calculo do
H, mas ndo ha exatidio quando o calculo envolve sistemas polieletronicos®®*. Portanto,

também pode-se outra aproximagdo, conhecida como método Hartree-Fock (HF). No método
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HF, a fungdo de onda eletronica ¢ um produto de fungdes de onda monoeletronica, onde cada
elétron interage com o potencial médio resultante da presenca dos outros elétrons e nucleos do

sistema®®!,

Com os trabalhos realizados por Hohenberg ¢ Kohn (1964)°> ¢ por Kohn ¢ Sham
(1965)” desenvolveu-se uma teoria baseada no uso do funcional da densidade, a DFT (do
inglés Density Functional Theory). Este modelo leva em considera¢do a energia de um
conjunto de elétrons como sendo um funcional de uma unica variavel, a fun¢do de densidade
eletronica p(r), estando em fungdo de trés coordenadas cartesianas que nao se limita ao
nimero de elétrons°%%4,

Quando um sistema apresenta uma ou mais moléculas com muitos elétrons ¢ adequado
o uso da DFT, como formagdo de novos materiais entre eles novas dispersdes solidas de
farmacos, assim pode-se obter propriedades fisico-quimicas dos compostos de partida e da
dispersdo solida obtida, como as energias de ligagdes quimicas, afinidades eletronicas, modos
de vibragdes moleculares, polarizabilidades ¢ hiperpolarizabilidade, etc’. As equagdes
resultantes do modelo DFT s3o mais simples que as do método HF (varidveis formam um
conjunto de funcdes para cada elétron presente) limitando-se a execucdo de calculos com HF
para moléculas que possuem poucos dtomos>”4,

As aproximacdes contidas na DFT podem utilizar funcionais hibridos desenvolvidos a
partir da mecanica quantica fundamental ou da parametrizacdo de funcdes para reproduzir
melhor os resultados experimentais. Um desses funcionais ¢ o modelo Becke-Perdew (BP ou
BP86), que tem como base um procedimento de campo autoconsistente. O modelo Lee-Yang-
Parr (B3LYP) é um dos modelos mais utilizados devido a qualidade dos seus resultados,
particularmente para moléculas organicas®*®. Alguns dos funcionais de troca sio imprecisos
no calculos de interagdes intermoleculares, sendo que ndo sdo adequados para modelar
processos tais como excitacdes eletronicas para orbitais de mais alta energia. Para calculos
que inclui dispersdo empirica e corre¢des de longo alcance ¢ indicado o uso do funcional
©B97x-D, mais preciso para sistemas com formagio de ligagdes de hidrogénio®’.

Os programas utilizados para realizar os calculos de modelagem molecular apresentam
uma ferramenta que permite obter paras tridimensionais da distribui¢do de potencial
eletrostatico na superficie da molécula®. A aplicacdo de estudos computacionais torna-se um
grande aliado na tentativa de predizer diversas propriedades de principios ativos, viabilizando

processos da pesquisa no estudo da obtencdo de novas dispersdes s6lidas para melhoria da

hidrossolubilidade de farmacos®s.
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3.7 Obtencao de dispersoes solidas de farmacos pelo método de Evaporacao Lenta do

Solvente (ELS)

Diversos métodos podem ser utilizados para a obtencdo de dispersdes solidas, como a
cristalizacdo a partir da fusdo, sublimagao, recristalizacdo a partir de um solvente ou de uma
mistura de solventes, alteracdo do pH da solu¢do, adigdo ou presenca de aditivos, secagem,
moagem, entre outros. Os métodos em solugdo sdo mais comuns, onde se utiliza diferentes
meios para alcancar a saturagdo, como resfriamento, evaporagdo do solvente e uso de
antissolvente, porém vale a pena ressaltar que nem todos sdo facilmente escalonaveis>>*%1%,

A evaporagdo lenta do solvente (ELS) para preparacdo de dispersdes solidas de
farmacos consiste em solubilizar uma mistura fisica de dois componentes (IFA e coformador)
em um solvente ou mistura de solvente. Com a evaporagdo do solvente, esta solu¢ao se torna
saturada, iniciando o crescimento de cristais, podendo ocorrer uma interacao entre o farmaco
e coformador. A principal vantagem ¢ que a evaporacdo pode ocorrer em temperaturas mais
baixas, condigdo ideal para farmacos instdveis em temperaturas clevadas. Entretanto,
apresenta como desvantagem o custo elevado sendo um método mais utilizado em escala
laboratorial®.

A escolha deste método depende da estabilidade fisica da solucao e das propriedades
dos compostos de partida como estabilidade térmica, ponto de fusdo e tendéncia de
cristalizacdo. A remocdo completa do solvente ¢ uma das etapas fundamentais nesta
metodologia'®!. Para aplicar este método, ¢ importante considerar as solubilidades dos
reagentes, definindo se estes sdo soluveis no solvente ou mistura de solventes escolhidos, para
que haja uma solubilizacdo completa dos materiais. Outro passo fundamental ¢ a escolha da
estequiometria adequada, podendo influenciar na preparagdo do material e nas propriedades
do produto formado. Portanto, o controle destes pardmetros do processo deve ser considerado
para a reprodutibilidade na obten¢do do material, definindo tempo de obten¢do, temperatura,
pressdo e agitagio necessaria®’.

Este método permite favorecer a interacdo do IFA-coformador por meio da
homogeneizag¢ao obtida durante o processo de sintese. Este fato origina um aumento da
relacdo entre o farmaco e coformador por meio de ligacdes intermoleculares, promovendo a
inducdo das transformacgdes estruturais e quimicas destes materiais, mediante a formacdo de

6. Foram obtidas diversas dispersdes solidas por meio desta

0

um composto amorfo
metodologia, por exemplo: sal de clofazimina'®?, cocristal de glibenclamida!® ¢ o co-amorfo

de tolbutamida'3.
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3.8 Técnicas utilizadas na Caracterizacio de Dispersoes Solidas de FArmacos

A caracterizacdo ¢ uma etapa essencial para o desenvolvimento de dispersdes sélidas
de farmacos assim como para o desenvolvimento das demais formulagdes farmacéuticas. De
maneira geral, o processo de caracterizagdo ¢ realizado para comparar as caracteristicas do
farmaco, coformador, mistura fisica e da nova dispersdo sélida obtida podendo assim avaliar
as vantagens da formulagdo?. As principais técnicas de caracterizacdo sdo: Difracdo de Raios
X (DRX), Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
Termogravimetria (TG), Analise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratoria

Diferencial (DSC).
3.8.1 Difracdo de Raios X pelo método do pé (DRXP)

Os Raios X sdo definidos como radiagdo eletromagnética que pode ser produzida
quando um feixe de elétrons de alta energia ¢ acelerado ¢ colide com um alvo metalico. Esta
radiagdio apresenta comprimento de onda pequeno, com tamanhos de 0,1 a 100 A, e se
localizam entre a regido dos raios y e ultravioleta do espectro eletromagnético. A difracao ira
ocorrer quando um feixe destes raios incide sobre um material solido e sofre uma dispersao ou
espalhamento em todas as diregdes, originada pelos elétrons associados a cada 4&tomo que se
encontra no caminho optico do feixe'®. A Figura 10 apresenta uma representacdo do

fenomeno de difragdao de Raios X para materiais cristalinos.

Figura 10 — Representacdo da difragdo de Raios X por dois planos paralelos de atomos (A-A’ e B-B’) separados
por uma distancia interplanar dy'%*.

O espalhamento do feixe ocorrera de modo coerente ou incoerente, no qual a difragdo

de Raios X e a possivel identificacdo das substancias em andlise ocorrerdo quando o
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105 No entanto, para que este fendmeno possa ser observado no

espalhamento for coerente
estudo de materiais sélidos, ele deve acontecer segundo critérios estabelecidos por William
Henry Bragg, os quais estabelecem a relagdo entre o angulo de difragdo e a distancia entre os
planos que a originam'%,

Bragg observou que para ocorrer a interferéncia construtiva (colisdo eldstica ou
espalhamento coerente) da radiagdo espalhada, seria necessario que o espalhamento

obedecesse a condi¢ao expressa na Equacao 2, sendo conhecida como Lei de Bragg:

nAd =2 dhkl. sen 0 (Equagdo 2)

onde n representa a ordem de reflexdo, que pode ser qualquer nimero inteiro consistente com
o fato de que sen 0 ndo pode exceder a unidade. Desta forma, temos uma expressdo simples
que relaciona o comprimento de onda dos Raios X com o espacamento interatdmico ao
angulo do feixe difratado.

A Lei de Bragg sugere que a diferenca de caminho oOtico entre os dois feixes
espalhados pelos diversos planos cristalograficos é igual ao comprimento de onda A ou a um
multiplo dele. Nas dire¢des onde ndo se verifica esta relagdo, a interferéncia entre as ondas
espalhadas ¢ destrutiva e ndo se observa intensidade de espalhamento significante!®*. A
difragdo de Raios X assume muitas fung¢des nas analises farmacéuticas. A difracdo de
policristais ¢ uma ferramenta no estudo de polimorfos porque permite alta precisdo nos
resultados de estrutura cristalina e também o estudo de sistemas com mais de uma fase e
consequentemente de diferentes polimorfos, podendo assim ser identificado a contribui¢ao de

cada fase'?’.

3.8.1.1 Método Rietveld

O método Rietveld ¢ um tratamento matematico utilizado para refinamento de
estruturas cristalinas, desenvolvido por Hugo Rietveld em 1969, baseado nas intensidades do
perfil de difracdo de Raios X das substincias. Esta método permite extrair uma grande
quantidade de informagdes contidas nos difratograma de Raios X obtidos para os compostos
policristalinos'%.

A andlise da estrutura pelo método de Rietveld ¢ realizada geralmente utilizando trés
etapas: (1) a geracdo de um perfil de difracdo de Raios X calculado por um modelo teorico,
(2) a comparagao do padrdo de DRXP obtido experimentalmente com o padrio calculado, e

(3) a minimiza¢do do erro entre o difratograma experimental e o difratograma calculado,
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realizando o refinamento pelo método dos minimos quadrados para os parametros
selecionados. Assim, este método realiza um ajuste a cada passo do padrio de difragdo,
refinando simultaneamente os pardmetros instrumentais, estruturais e os relacionados com as
caracteristicas fisicas da amostra analisada'®.

O progresso do refinamento ¢ monitorizado por uma série de indices de concordancia,
dentre os quais se destacam os denominados de fatores R. Destes, os fatores mais utilizados
sdo o indice de perfil ponderado (Rwp) e o indice de qualidade do ajuste S. Sendo este ajuste

a relagdo entre Rwp e Rexp (fator estatisticamente esperado), nos quais podem ser definidos

pelas Equagdes 3, 4 e 5 como!'”:

Y. wi|Yobs-Ycal|? ~

Rwp = \/ > witYobsy? (Equagado 3)
N-P ~

Rexp = /W (Equagao 4)
__ Rwp -

GOF(S) = Rexp (Equagdo 5)

onde Wi ¢ o inverso da variancia de cada respectiva observacao (= 1/Yi); Yobs e Ycalc se
referem aos padrdes de intensidades observadas e calculadas, respectivamente; N € o nimero
de pontos experimentais e P ¢ o nimero de pardmetros ajustados.

Durante o refinamento, o valor de Rwp pode variar na faixa de 10 - 20%. Para o indice
de qualidade, quando os valores de S se aproximar de 1,0 significa que o Rwp atingiu o valor
estatisticamente esperado (Rexp) para aqueles dados e tem-se um padrio DRXP

completamente ajustado para a molécula em anélise''".

3.8.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho (IR) baseia-se no estudo das transi¢des
vibracionais moleculares que ocorrem quando uma espécie quimica absorve radiacdo na

HZI3 A IR envolve a interacdo

regido do infravermelho do espectro eletromagnético
ressonante entre os fotons da radiagcdo incidente e os estados vibracionais dos atomos do
material, sendo que a energia do foton absorvido (4v) deve ser igual a diferenca de energia

entre dois estados vibracionais distintos E; e Ez, conforme a Equagao 6:

hv = E, — E; (Equacgdo 6)
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A radiagdo infravermelha corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético situado entre as regides do visivel e das micro-ondas (700 a 50.000 nm)''.
Normalmente, ela ¢ dividida em trés regides: IR proximo (NIR, do inglés Near Infrared), IR
médio (MIR, do inglés Mid Infrared) e IR distante (FIR, do inglés Far Infrared), sendo a

! a mais utilizada para o estudo dos

regido do infravermelho médio, de 4000 a 200 cm"
compostos organicos, tais como os farmacos!'*!'*. A radiagdo absorvida pelas moléculas
organicas converte-se em energia de vibragdo, onde certos grupos de atomos dao origem a
bandas em frequéncia especifica, e é justamente a presenca destas bandas que permite a
obtencdo de informagdes estruturais uteis''.

As vibragdes moleculares podem ser classificadas em deformagdes axiais e
deformagdes angulares como representadas na Figura 11. Uma vibragao de deformagdo axial
¢ um movimento ritmico ao longo do eixo de ligacdo que faz com que as distancias
interatdbmicas aumentem e diminuam alternadamente. As deformagdes angulares,
correspondem a vibragdes ritmadas de ligacdes que tem um atomo em comum ou O
movimento de um grupo de atomos de relacdo ao resto da molécula sem que as posicdes
relativas dos atomos do grupo se alterem. Assim, por exemplo, as vibragdes de deformagao
angular envolvem alteragdo dos angulos de ligagdo em relagdo a um conjunto arbitrario de

coordenadas da molécula''*.

N/ N7

Estiramento simétrico Estiramento assimétrico
(Svinmetric stretching) (Asymmetric strefching)
Rotacao Corte
(Rocking) (Scissoring)
+ + - -
Balango Torcao
(Wagging) (Twisting)

Figura 11 — Representagdo do movimento vibracional dos 4tomos!*>.
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A Espectroscopia no Infravermelho Médio com Transformada de Fourier (FTIR do
inglés Fourier Transform Infrared) consiste na obten¢do do espectro a partir de uma fungao
matematica que converte o dominio do tempo para o dominio da frequéncia. O FTIR
compartilha do mesmo principio da espectroscopia do IR diferindo apenas no dominio onde o
espectro ¢ mensurado!!'S. Este processo de conversio de dominio é realizado por um
interferometro onde a radiagdo proveniente de uma fonte incide sobre um separador de feixes
que o divide em duas partes iguais, estas entdo sdo dirigidas a dois espelhos planos que
refletem estes feixes fazendo combinarem-se novamente rapidamente, pois ndo coleta os
dados através da variacdo da frequéncia da radiacdo, mas € guiada através do interferdmetro
que torna as medi¢des espectroscopicas mais eficientes!!’.

A espectroscopia FTIR destaca-se por apresentar rapidez, ser uma técnica nao
destrutiva, apresentar consideravel facilidade na preparacdo das amostras, relativa facilidade
de uso e pouco ou nenhum consumo de solvente para a andlise das amostras. Portanto, o FTIR
torna-se um instrumento de imprescindivel no estudo de novos materiais, possibilitando a
avaliagdo das alteragdes nas ligacdes de hidrogénio intermoleculares em sélidos mediante
observag¢do do deslocamento de bandas, e pela ajuda na elucidacdo em sdlidos mediante
observacdo do deslocamento de bandas, e pela ajuda na elucidagdo estrutural e identificagao
de compostos, sendo utilizada pela industria para caracterizagdo do estado solido de

formulagdes farmacéuticas, tais como polimorfos, cocristais, solvatos e co-amorfos’>! %1718,

3.8.3 Caracterizacdo por Andlises Térmicas

Define-se analise térmica como um "conjunto de técnicas por meio das quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus produtos de reagdo ¢ medida em funcio da
temperatura, enquanto essa substancia ¢ submetida a um programa de temperatura controlado
e sob atmosfera especifica". As vantagens da analise térmica sdo muitas, podendo ser
destacadas: necessidade de uma pequena quantidade de amostra para a realizagdo dos ensaios,
facil preparacdo da amostra e sua aplicabilidade em diversas areas (alimenticia, catalise,
ceramica, engenharia, farmacéutica, inorganica, organica, petroquimica, polimeros, vidros e

outros!'’.

3.8.3.1 Termogravimetria (TG)

A Termogravimetria (TG) ¢ uma das técnicas de andlises térmicas mais usada para

caracterizacdo de materiais inorganicos e organicos. Ela fornece resultados quantitativos em
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relacdo a perda de massa de uma amostra em fungao da temperatura ou do tempo. Do mesmo
modo, as medi¢des de TG fornecem informagdes basicas sobre as propriedades térmicas do

120 A TG tem sido utilizada na area farmacéutica como ferramenta

material e sua composi¢ao
util para avaliar rapidamente uma possivel interacdo entre os componentes ativos € 0s
excipientes em estudos de compatibilidade na pré-formulacio, além de avaliar a existéncia de
polimorfismo, compostos de inclusdo e dispersdes solidas, determinagdo de pureza quimica,
estudos de reacdes no estado solido, analise de formas farmacéuticas solidas e controle de
qualidade'?!.

Esta técnica consiste no monitoramento da variagao da massa da amostra em fungao
da temperatura e/ou do tempo. A medida € realizada com uma termobalanca e registrada em
uma curva termogravimétrica como mostrado na curva de comportamento térmico do oxalato
de calcio monohidratado apresentado Figura 12'?%!23, A termobalanca é um instrumento que
permite a pesagem continua de uma amostra em fun¢do da temperatura, com sensibilidade da
ordem de 0,1 pg até 1 g. Geralmente, a razio de aquecimento pode atingir de 1°C min™ até
100°C min! dependendo do fabricante. A temperatura final depende do forno, podendo

chegar até 2000°C'%*,

TG Amostra: Oxalato de calcio monohidratado, 19,030 mg
CaC,0..H,0

Perda de agua

Formagéo de
carbonato de célcio

CaC0, Formagéo de éxido

de célcio CaO

O4—+—rrrr—rrrrrrrrror e

T T T T LB A
100 200 300 400 500 600 700 800 900°C

0.002
1rc

ML L B S B S S B B S B S S B B B e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 °C

Temperatura (°C)
Figura 12 — Curvas TG/DTG do oxalato de calcio monohidratado!%.

Determinadas perdas de massa podem estar sobrepostas na curva TG, podendo assim
utilizar a Termogravimetria Derivativa (DTG), permitindo uma melhor visualizagdo dos
eventos térmicos correspondentes a variagcao de massa quando comparadas as curvas TG. Na
curva DTG observa-se picos, em vez de uma curva gradual da TG, que determinam areas
proporcionais as variacdes de massa, tornando as informagdes com melhor resolugdo. Esta

curva permite obter a razdo de Am (variagdo de massa) naquela temperatura, as temperaturas
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correspondentes ao inicio e final da reagdo com maior exatiddo e, na maioria das vezes,
calcular a Am no caso de sobreposicio de reagdes'?>.

As curvas termogravimétricas fornecem a informacdo sobre a composicdo e a
estabilidade térmica da amostra, dos produtos intermediarios e de residuos finais'*®. Existem
alguns fatores que podem influenciar nos resultados experimentais que afetam o aspecto das
curvas TG, sendo eles: os fatores instrumentais ¢ os fatores relacionados a amostra. Os
instrumentais ¢ devido a razdo de aquecimento e atmosfera do forno, geometria do suporte de

amostras e do forno, ja os fatores relacionados a amostra sdo devido ao tamanho de particulas

e quantidade de amostra, solubilidade dos gases liberados, calor de reacdo e compactagio!?®,

3.8.3.2 Analise térmica diferencial (DTA)

A Andlise Térmica Diferencial (DTA) determina continuamente a diferenca entre as
temperaturas de uma amostra e da referéncia termicamente inerte, a medida que ambos vao
sendo aquecidos ou resfriados em um forno. Essas medi¢des sdo diferenciais porque se
registra a diferenga entre a temperatura da referéncia Tr, e a da amostra Ta, ou seja, (Tr — Ta =
AT), em funcdo da temperatura ou do tempo, dado que o aquecimento ou resfriamento sao

sempre feitos em ritmo linear!?®

. Uma curva DTA do oxalato de calcio monohidratado pode
ser observada na Figura 13.

Aexo

Atmosfera: ar Taxa de aquecimento: 15 K/min

Atmosfera: nitrogénio Taxa de aquecimento: 30 K/min

L L R S S S B S S B R S S S S S B S S S S S S S S S
100 200 300 400 500 600 700 800 e

Temperatura (°C)

Figura 13 - Curvas DTA do oxalato de calcio monohidratado!?.

As curvas de DTA fornecem informagdes tanto de alteragdes fisicas (tais como
vaporizagdo, absorc¢do, fusdo) como de reagdes quimicas (como por exemplo, oxidagdo

polimerizacdo, desidratacdo e decomposi¢do), induzidas por variagdes de temperatura na
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amostra. As principais aplicacdes da DTA incluem: estudo e caracterizacdo de polimeros;
aplicagdo nas industrias cerdmicas e metalirgicas (no estudo da estabilidade térmica de
produtos fabricados a temperatura elevada); e determinacdo do ponto de fusdo ou
decomposi¢do de compostos organicos. Atualmente, existem no mercado equipamentos que
realizam as medi¢des de TG simultaneamente com as medi¢des das curvas DTA (TG-DTA),
tendo como principal objetivo obter maior resolugdo em temperaturas especificas, onde
ocorrem pequenas € sucessivas variagdes de massa, na qual dificultam a observacdo ou
interpretacdo das tipicas curvas de TG por meio de sua simples visualizagio'%S.

Além de mostrar a natureza energética dos eventos que envolvem perda de massa, o
sinal DTA também pode mostrar efeitos térmicos que ndo sdo acompanhados por uma
alteracdo na massa, por exemplo, fusdo, cristalizagdo ou transicao vitrea. A avaliacdo ¢
geralmente restrita a determinacdo do inicio e do pico de temperatura. Processos que
envolvem uma perda de massa comum dado origem a efeitos DTA endotérmicos devido ao
trabalho de expansdo. Entretanto, se gases combustiveis sdo formados a uma temperatura
suficientemente alta e oxigénio suficiente esta disponivel, a entalpia de combustdo é maior € o

efeito liquido é exotérmico'>.

3.8.3.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A DSC mede a diferenga de energia fornecida a substancia em relagdo a um material
de referéncia, termicamente inerte, em funcdo da temperatura ou do tempo, enquanto a
substancia e a referéncia sio submetidas a uma programagio controlada de temperatura'?6. A
curva DSC obtida ¢ uma fung¢do do fluxo de calor pela temperatura. Alguns parametros, tais
como: temperatura onset (Tonser), temperatura endset (Tendser), temperatura de pico (Tpico) € @
variacdo de entalpia (AH), sdo obtidas a partir das curvas com intuito de caracterizar os
eventos'?’.

No DSC de compensacao de poténcia, o calor ¢ fornecido a amostra ou ao material de
referéncia para que as duas substincias permane¢am na mesma temperatura. O calor ¢é
fornecido para amostra e material de referéncia por meio de aquecedores separados e sdo
mantidos em temperatura iguais por meio de um sistema controlado através de termometros
de resisténcia de platina e resultando em diferentes quantidades de calor fornecidas a cada
amostra. Os eventos térmicos na amostra aparecem como desvios da linha de base do DSC,
em uma dire¢do endotérmica ou exotérmica, dependendo se mais ou menos energia é

fornecida a amostra em relagio ao material de referéncia'?®.
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No DSC de compensacao de poténcia, as respostas endotérmicas sdo geralmente
representadas como positivas, ou seja, acima da linha de base, corresponde ao aumento da
transferéncia de calor para a amostra em comparagdo com a referéncia. O oposto € o caso no
DSC de fluxo de calor, no qual as respostas endotérmicas sdo representadas como diferengas
negativas no fluxo de calor, abaixo da linha de base. Os equipamentos DSC comerciais
podem operar de -200,0°C até 750,0°C, onde a temperatura de andlise pode ser mantida
isotérmica ou programada em uma razio de aquecimento de 0,1°C min' até 500,0°C min!
128 Na Figura 14 apresentada um esquema da curva de DSC hipotética com as indicacdes de

alguns eventos térmicos.
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Figura 14 - Esquema de uma curva DSC hipotética que mostra alguns tipos de transi¢des tipicas. Sao indicados
seis eventos térmicos, ampliagdo da faixa de temperatura do evento € a terminologia empregada'?’.

O evento 1 esta associado ao inicio do aquecimento e ndo ¢é relacionado com nenhum
comportamento térmico da amostra. Estes desvios na linha de base, em relagdo ao zero
diferencial, ocorrem devido a diferenga de capacidade calorifica entre a amostra ¢ a referéncia
e sua intensidade varia dependendo da razdo de aquecimento empregada e das condicdes da
cadinho utilizado'. Esse evento ¢ comumente observado na maioria das curvas DSC e sio
atribuidos a estabilizacdo do sistema a custa da poténcia enviada para aquecer o forno.

O evento 2 ilustra uma pequena mudanca de linha de base no sentido endotérmico
caracteristico de uma transicdo de fase de segunda ordem, conhecida também como
temperatura de transi¢do vitrea (7g)'*:!*2. O pico endotérmico indicado pelo evento 3 é
atribuido ao aparente processo de fusdo da amostra. O evento 4 corresponde a um pico
exotérmico abaixo da temperatura de decomposi¢do, que pode ser decorrente da cristalizacao

1130

de um material *”. Ressalta que para uma interpretacdo mais precisa da curva DSC deve-se

comparar as curvas TG-DTA. O evento 5 ¢ endotérmico caracterizando uma transi¢cao
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cristalina (pico estreito) ou pode estar associado ao inicio do processo de decomposicao
térmica iniciado com absor¢do de energia. O ultimo evento ¢ tipico de processos oxidativos
ou de processos térmicos associados a varias etapas de decomposicio térmica'*?,

Podemos estudar os efeitos relacionados as alteragdes fisicas ou quimicas (ebulicao,
fusdo, oxidacdo, desidratagdo e decomposi¢dao) da amostra, capazes de causar variagdes de
calor. Assim, as constantes termodinamicas, tais como o calor liberado ou absorvido (calor
latente) em uma transformacdo de fase, a determinacdo do grau de cristalizacdo, e
identificacdo da temperatura de transi¢des de segunda ordem (por exemplo, transicao vitrea)
s30 os principais efeitos que podem ser determinado por DSC¥3*133 Na 4rea farmacéutica, as
analises de DSC sdo utilizadas na caracterizagdo térmica e determinagdo da pureza de
farmacos, estudos de compatibilidade entre os constituintes da formulagao e identificagdo de

polimorfismo com determinagio das entalpias de cada forma cristalina'34.

3.8.4 — Ensaios de solubilidade e de perfil de dissolucao “in vitro”

Solubilidade ¢ uma propriedade fisica fundamental para o estudo do comportamento
das substancias quimicas, principalmente dos compostos organicos. A solubilidade aquosa
dos farmacos influencia as suas propriedades farmacocinéticas, tais como absor¢do do
IFA!3136 - As substancias podem ser classificadas de acordo com sua hidrossolubilidade,
desde “muito soliivel” até “praticamente insoluvel ou insoluvel”, como observado na Tabela
2.

Tabela 2 — Termos descritivos de solubilidade em 4gua e seus significados!3°

Solvente Termo descritivo™
Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Solavel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soltvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10 000 partes
Praticamente insoluvel ou insolivel Mais de 10 000 partes

* quantidades aproximadas de solvente, em mililitros (mL), para um grama da substancia.

A melhoria da solubilidade aquosa de um IFA com baixa hidrossolubilidade sem
comprometer sua estabilidade ¢ um desafio no desenvolvimento de DSFs'3”. Para farmacos
Classe 11, o aumento da solubilidade aquosa contribui para uma maior absor¢ao!**. O método
de dissolugdo in vitro ¢ utilizado para caracterizagdo do mecanismo de libertagdo do farmaco,

importante nos estudos de formulagdes e melhoramento para fairmacos pouco soluveis, para
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desenvolver e avaliar novas formulagdes, por meio do monitoramento da taxa de libertagdo do
farmaco, avaliar estabilidade, verificar a consisténcia do produto, assegurar alteragdes na
formulagdo e estabelecer correlagdes in vitro/in vivo'>.

Os ensaios de solubilidade aquosa e de perfil de dissolu¢do sdo avaliados utilizando
meios de ensaio dentro do intervalo de pH fisiolégico (pH = 1,2 a 6,8). O ensaio ¢ conduzido
em equipamento que demonstre adequabilidade conforme a USP (do inglés United States
Pharmacopeia. Pode-se utilizar dois métodos: 1) cestos, formas farmacéuticas sélidas orais
com uma velocidade de agitacao de 50 a 100 rpm, (Apparatus 1), e, 2) pas, também pode ser
utilizado, mas em uma rotagio menor entre 50 a 75 rpm (USP Apparatus 11)14%141,

Para quantificagdo de fAirmaco soluvel nos ensaios de solubilidade aquosa e perfil de
dissolugdo in vitro pode-se utilizar a técnica de Espectroscopia no Ultravioleta/Visivel (UV-
Vis). A UV-Vis detecta absor¢do da radiagdo nas regides do ultravioleta ou visivel onde ¢
obtido um espectro da solucdo por meio de uma leitura numa cubeta de quartzo ou vidro. A
intensidade depende da concentracdo das solugdes ¢ do comprimento do caminho 6ptico da
medida'*?. Esses dois fatores sio combinados numa relagio de Beer-Lambert, o qual ¢

normalmente expressa em termo de intensidade de luz incidente (Io) por luz emergente (I)

como observado na Equagao 7:
[/ _— ,-ecl I — A = ~
/Io = e * oulog ( /10) =A= ecl (Equagdo 7)

onde ¢ ¢ o coeficiente da absortividade molar, a qual é constante para a solucdo no
comprimento que a medida ¢ feita, ¢ € a concentra¢do da solugdo e / ¢ a espessura da cubeta.
A ¢ a absorbancia que ¢ medida diretamente no espectrofotometro de ultravioleta/visivel.
Entdo A relaciona-se linearmente com a concentragdo (c) porque ¢ ¢ / sdo constantes nas

condigdes experimentais dadas'¥144,

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes

Neste trabalho foram utilizados reagentes de grau analitico da fabricante Sigma-

Aldrich, onde informagdes bésicas sobre estes compostos podem ser observadas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Compostos utilizados neste trabalho e informacdes sobre: formula molecular, massa molar,
temperatura de fusdo e pureza

RO Funciio Formula Massa molar Thusio Pureza
molecular (g mol™) (°C) (%)

Rifampicina IFA C43H53N4O12 822,94 193 >97,00

Trometamina | Coformador CsH11INO3 121,14 168-172 >99,00

Solvente Funcio Formula Massa molar Tebuligio Pureza
molecular (g mol ™) (°C) (%)

Metanol Solvente CH4O 32,04 65 >99,80

4.2 Modelagem molecular dos compostos de partida (RIF e TRIS), utilizando o método

baseado na Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

As estruturas quimicas dos compostos de partida foram obtidas utilizando o software
ChemCraft em uma visualizacdo tridimensional (3D), gerando as matrizes de coordenadas
cartesianas correspondentes para geragdo de arquivos de entrada para os calculos
computacionais. Realizou-se a otimizag¢do de geometria empregando-se a teoria do funcional
da densidade (DFT), fazendo uso do funcional wB97x-D com conjunto de fun¢des de base 6-
31G(d) com modelo continuo polarizdvel de solvatacgdo PCM (do inglés Polarizable
Continuum Model), como implementado no software Gaussianl6. Para confirmagdo da
otimizacdo de geometria obteve-se um sistema com minimo de energia na curva de energia
potencial para cada composto com todas as frequéncias positivas®>*>143-148 Qg célculos foram
processados no cluster de computadores da ComputeCanada.

Com as energias dos orbitais HOMO e LUMO, foram obtidos os indices de

149

reatividade ™, que estdo resumidos na Tabela 4, onde mostra a propriedade eletronica com

seu respectivo significado.

Tabela 4 - Identificagdo das propriedades eletronicas do tipo indice de reatividade®®

Propriedades * Significado
HOMO Orbital molecular ocupado de mais alta energia
LUMO Orbital molecular ndo ocupado de mais baixa energia
gap Energia para retirar um elétron de um estado para outro
n Dureza
S Maciez
u Potencial quimico
X Indice de eletronegatividade

4 Unidade utilizada ¢ o elétron-Volt (¢V).
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4.3 Procedimentos Experimentais

4.3.1 Obtencdo do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) via Evaporagdo Lenta de Solvente (ELS)

Visando a obtenc¢do de DSs de RIF, inicialmente, foram utilizadas as metodologias por
moagem mecanoquimica liquido-assistida (MMLA) e pelo método da fusdo (MFus).
Entretanto, ndo foi possivel a preparacao de DSs deste farmaco utilizando estas metodologias,
pois ndo houve evidéncia de interagdo entre a RIF e a TRIS nas condigdes experimentais
utilizadas, conforme mostram os resultados de analises por DRXP das misturas binarias RIF-
TRIS (1:1) descritos nos Apéndices I e II.

A Figura 15 mostra um esquema do método de obten¢do do co-amorfo por evaporacio
lenta de solvente. Pesaram-se 95,94 mg de RIF e 6,92 mg de TRIS na razdao molar (2:1)
obtendo uma massa total de 102,86 mg que foram solubilizadas em 25 mL de MeOH. Esta
solugdo foi colocada em repouso em uma incubadora, marca Biothec, modelo BT 60, a
temperatura de 8,0°C+1,0°C durante dezesseis (16) dias até evaporagdo total do solvente
(béquer com plastico filme com 20 furos para saida do solvente)!”. Para garantir a evaporagio
completa do solvente, o material obtido foi colocado em estufa com circulagdo forgada de ar
marca ETHIK TECNOLOGY modelo 400-3ND, a 50°C, durante duas (2) horas.

O material obtido foi recolhido e armazenado em dessecador para posterior
caracterizacdo. Este procedimento também foi realizado para proporgdes molares (3:1), (1:1),
(1:2) e (1:3) para investigacdo da melhor estequiometria para forma¢do do material. Para fins
de comparacdo e verificagdao da ocorréncia de polimorfismo, os compostos de partida (RIF e
TRIS) individualizados foram recristalizados usando mesmo procedimento, sendo

denominados como RIFrec e TRISrEC.
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Figura 15 — Esquema da obten¢éo do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) pelo método de evaporagéo lenta de solvente.
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4.3.2 Caracterizacoes do co-amorfo RIF-TRIS (2:1)

4.3.2.1 Caracterizagado por Difra¢do de Raios X pelo método do p6 (DRXP)

Os padrdes de DRX foram coletados no laboratério de Difragdo de Raios X (LDRX)
da UFMA Campus Imperatriz - Unidade Avancada. As andlises foram realizadas por meio de
um difratometro PANanalytical Empyrean, utilizando geometria de reflexdo Bragg-Brentano
(0-0) e radiacdio Cu Ka (A = 1,5418 A), operando a uma tensdo de 40 kV e corrente de 30 mA.
As medidas foram realizadas utilizando um detector PIXcel’®, com passo de 0,02°, tempo por
passo de 2 segundos e varredura angular (20) de 5° a 45°. Os difratogramas foram avaliados
pelo refinamento de estruturas cristalinas usando o método Rietveld, ajustando o padrdo de
difracdo dado na literatura dos compostos de partida, até obtermos a melhor concordancia
com o resultado experimental, a fim de identificar os polimorfos dos materiais. O método foi

realizado utilizando o programa GSAS com interface EXPGUI'*,

4.3.2.2 Caracterizacdo por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

Os espectros de absor¢do no infravermelho foram obtidos usando amostras cristalinas
em pd no Laboratorio de Espectroscopia Vibracional do programa de Pds-graduagdo em
Fisica da Universidade Federal do Para (UFPA). As analises foram feitas no modo
transmitancia com o espectrometro no infravermelho com transformada de Fourier Vertex 70v
com cristal de Ge, na faixa espectral de 400 a 4000 cm™' que estd dentro da regido
considerada como infravermelho médio. Um moddulo de reflectancia total atenuada (ATR,
attenuated total reflectance) A225/Q Platinum e um detector de ampla faixa RT-Dla TGS
com abertura de 6 mm foram usados na amostra, permitindo, assim, medidas acima de 400

cm™! com resolucdo espectral de aproximadamente 4 cm™! para 240 varreduras.
4.3.2.4 Caracterizagdo por analises térmicas

4.3.2.4.1 Termogravimetria, Termogravimetria Derivativa e Andlise Térmica Diferencial

Simultaneas (TG/DTG-DTA)

As curvas de TG/DTG-DTA foram obtidas simultaneamente utilizando um analisador

térmico da Shimadzu Instruments modelo DTG-60, equipado com balancga do tipo “Top plan”
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no Laboratorio de Analise Térmica (LAT) na UFMA Campus Imperatriz - Unidade
Avangada. As analises foram realizadas com massas das amostras entre 4,00 a 5,50 mg em
cadinho de a-alumina e intervalo de temperatura de 25 a 900°C com taxa de aquecimento de

10°C min™', sob atmosfera de nitrogénio com vazio de 50 mL min™'.

4.3.2.4.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC dos compostos de partida e das sinteses foram obtidas em um
analisador térmico no Laboratorio de Anélise Térmica (LAT) na UFMA Campus Imperatriz -
Unidade Avangada, realizando ciclos Uinicos de aquecimento dentro da faixa de temperatura
de estabilidade térmica de cada composto, sob atmosfera de nitrogénio com uma vazao de 50
mL min! e com uma taxa de aquecimento de 10°C min!. Foram utilizados cadinhos de
aluminio aberto para realizagdo das andlises. O equipamento de DSC foi previamente
calibrado para a temperatura e energia utilizando como padrao o ponto e entalpia de fusio do
indio metalico (Tonse= 156,4°C; AHzis = 28,5 J g) com pureza de 99,99%. Os fatores de
correcdo foram calculados conforme procedimento e especificagdo do fabricante. Todas as
medidas foram realizadas sob pressdao atmosférica, utilizando-se massas de amostras

aproximadamente de 2,00 mg.

4.3.2.5 Avaliacdo da estabilidade do co-amorfo RIF-TRIS (2:1)

O estudo da estabilidade do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) foi realizado a 25,0°C+1,0°C,
60% umidade relativa (parametros do ambiente ao redor do dessecador) durante cinquenta e
seis (56) dias. A amostra foi armazenada em dessecador a vicuo ¢ em intervalos de sete (7)
dias foi analisada por DRXP no laboratorio de Difracdo de Raios X (LDRX) da UFMA

Campus Imperatriz — Unidade Avancada.
4.3.3 Ensaios de solubilidade e de perfil de dissolucdo “in vitro”

4.3.4.1 Ensaio de solubilidade aquosa

A solubilidade da RIF, da RIF-TRISmr (2:1) e do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) foram
determinadas em solugdo tampao fosfato pH = 6,80. As solugdes foram preparadas utilizando
cerca de 10,00 mg do farmaco em 10 mL de solucdo tampao fosfato em um tubo de ensaio.

Estes permaneceram em uma incubadora shaker a 100 rpm em temperatura de 37,0°C + 1,0°C
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durante vinte e quatro (24) horas. Posteriormente, estas solu¢des foram filtradas (0,45 um) e
este filtrado foi diluido e analisado utilizando o espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific
Evolution 220 na regido 580-380 nm. Para determinagdo de RIF soltvel no meio, foi
preparada uma curva analitica em trés repetigdes (n=3) em oito niveis (pontos) de

concentragdes conhecidas conforme mostrado na Tabela 5.

Tabela 5 — Pontos da curva analitica com seus respectivas concentragdes de RIF obtidas a partir da concentragdo
da solugdo padrdo (0,5 mg mL!)

Ponto Aliquota da solucdo padrdo (uL) | Concentragio final (mg mL™")
1 100 1,00x10
2 200 2,00x1072
3 300 3,00x1072
4 400 4,00x1072
5 500 5,00x10~
6 600 6,00x1072
7 800 8,00x1072
8 900 9,00x10°?

4.3.4.2 Ensaio de perfil de dissolugao in vitro

A taxa de dissolucao in vitro da RIF, da RIF-TRISmr (2:1) e do co-amorfo RIF-TRIS
(2:1) foram determinados em 900 mL de tampao fosfato de pH = 6,80 a 37°C+£1,0°C em
agitador Fisatom 713D com rotacdo de 75 rpm. Em intervalores regulares de 0, 5, 10, 15, 30,
45, 60, 90, 105, 120, 135, 150, 180, 195 e 210 minutos foram retiradas aliquotas de 5 mL do
meio de dissolucdo e substituidos por um volume igual ao meio, para manuten¢do constante
do sistema.

As amostras foram adequadamente analisadas no espectrofotometro UV-Vis Thermo
Scientific Evolution 220. Os ensaios foram realizados em trés repeticdes (n=3). A eficiéncia
de dissolucao in vitro (DE, do ingl€s Dissolution Efficiency) foi selecionada, como um
parametro independente do modelo, para avaliar a taxa de dissolugdo in vitro da RIF. O ED ¢
definido como a area sob a curva de dissolugdo até o tempo ¢, expressa como uma
porcentagem da area do retangulo descrita por 100% de dissolu¢do no mesmo tempo. A ED3o
e ED¢o (30 e 60 minutos) foram calculados a partir dos dados de dissolug¢do e usados para

comparagao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico apresenta os principais resultados alcangados durante o desenvolvimento
desta pesquisa, nos quais serdo abordados os estudos de modelagem molecular dos compostos
de partida (RIF e TRIS) a partir da Teoria do Funcional da Densidade (DFT) visando
presumir as possiveis interagdes intermoleculares entre estes compostos, resultando assim na
formagdo da dispersdo soélida tipo co-amorfo RIF-TRIS (2:1). Também serdo abordados, os
resultados das caracterizagdes por DRXP, FTIR e da caracterizacdo por analises térmicas por
meio das técnicas de TG/DTG-DTA e DSC. Por fim, foi realizado o estudo da estabilidade em
funcdo do tempo e os ensaios de solubilidade aquosa e de perfil de dissolucdo in vitro da

dispersao solida obtida neste estudo.

5.1 Modelagem molecular dos compostos de partida (RIF e TRIS) por DFT

As propriedades eletronicas dos compostos de partida RIF e TRIS foram modeladas
com base em caracteristicas estruturais. A Figura 16 mostra as geometrias otimizadas com
seus momentos de dipolo da RIF e TRIS. Estas estruturas foram obtidas a partir de calculos
realizado com uso do método wB97x-D/6-31G(d) no qual se encontra o estado de menor
energia desta molécula. O vetor de momento dipolar esta direcionado para a regido com maior

densidade eletronica.
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Figura 16 — Estrutura quimica da (a) RIF e (b) TRIS derivadas da otimizagdo de energia mostrando seus
respectivos vetores de momento dipolar, utilizando o método wB97x-D/6-31G(d).

A estrutura da RIF e da TRIS apresentaram valores de momento de dipolo de 11,90 D
¢ 1,82 D (Debye), respectivamente. Este momento de dipolo estd relacionado com a soma

vetorial dos momentos relacionados com as ligagdes polares individuais, estando, portanto,
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relacionada também com a disposicao espacial dos atomos e com a presenca de elétrons nao
ligantes. Podemos concluir que estes materiais sao substancias organicas polares (momento
dipolar # 0). A baixa solubilidade aquosa da RIF esta relacionada a presenga de atomos de
carbono (parte hidrofobica) tornando o material menos solivel. Nesse caso, as ligagcdes de
hidrogénio ndo conseguem compensar as ligagdes de hidrogénio dgua-agua, que precisam ser
rompidas para que ocorra o processo de dissolugdo!.

A ligacdao de hidrogénio pode ser definida como uma interagdo entre um doador de
préton e um centro contendo alta densidade eletronica (pares de elétrons desemparelhados ou
ligagdes m)!*¥15!, Mediante isso, a obtencio do MPE dos compostos de partida auxilia na
identificacdo dos grupos funcionais (doadores e aceptores de protons) que podem participar
de interagdes intermoleculares como as ligagdes de hidrogénio.

O mapa de potencial eletrostatico (MPE) ¢ uma ferramenta da quimica computacional
capaz de fornecer a densidade de cargas de uma molécula, fornecendo regides que
concentram uma alta densidade eletronica (carga parcial negativa §°), bem como regides cuja
a nuvem eletronica estd mais deslocada, apresentando, portanto, carga parcial positiva
§*152133 A Figura 17 apresenta os mapas de potencial eletrostatico dos compostos de partida

com sua superficie transparente.

RIF

(c)

Figura 17 - Mapas de potencial eletrostatico do orbital HOMO dos compostos de partida: (a) e (b) RIF ¢ (¢) ¢
(d) TRIS.
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A partir da analise das regides mostradas no MPE da RIF na Figura 17 (a) e (b), foi
possivel identificar as regides nucleofilicas (potencial eletrostatico negativo) que estdo
apresentadas em vermelho, e as regides eletrofilicas (potencial eletrostatico positivo)
representadas em azul'>2. Assim, conforme o MPE do orbital HOMO (estado fundamental) da
RIF, pode-se presumir que os locais de ligacdo especificos com as regides eletronegativas
mais altas (destacadas em vermelho) sdo nos grupos funcionais 4-hidroxila (doador de préoton)
e carbonilas (aceptor de proton), viabilizando sua participagdo em interagdes intermoleculares
do tipo ligag¢des de hidrogénio com o coformador TRIS.

Analisando as regioes da Figura 17 (c) e (d), notam-se as regides que apresentam mais
alta densidade eletronica na TRIS estdo localizadas nos oxigénios das hidroxilas e no
nitrogénio do grupo amino, propondo que essa regiao seja forte doadora de protons, e, que
consequentemente participe de interagcdes com a molécula do farmaco como ligacdes de
hidrogénio para formacdo do co-amorfo. Nota-se que as regides dessa molécula apresentam
baixa densidade eletronica principalmente nos hidrogénios ligados aos oxigénios, logo sugere
se que estes podem interagir com as regides de alta densidade eletronica da RIF.

Com a obtengdo das energias dos orbitais HOMO (energia de ionizacdo) e LUMO
(afinidade eletronica) e com base na Teoria do Funcional da Densidade (DFT) podem ser
obtidas varias propriedades dos compostos de partida (RIF e TRIS) como os indices de
reatividade®®. Na Tabela 6 estdo reunidos os valores destas propriedades calculadas para os
compostos de partida (RIF e TRIS), além também de apresentar os valores de suas respectivas

energias livre de Gibbs.

Tabela 6 — Valores dos principais indices de reatividade e energia dos compostos de partida RIF-TRIS

Composto HOMO | LUMO gap n S 1=0Cp) | G105
RIF -7,000 -0,111 6,889 | 3,444 | 0,290 | 3,555 -1,75
TRIS -8,724 4,028 12,752 | 6,376 | 0,156 | 2,348 -0,27

HOMO = Orbital molecular ocupado de mais alta energia; LUMO = Orbital molecular desocupado de mais
baixa energia; gap = (LUMO — HOMO); n = dureza; p = potencial quimico; x = indice de eletronegatividade;
S = maciez; valores em eV; *valor em Kcal mol.

A eletronegatividade de um elemento ligado ao hidrogénio pode ser utilizado para

explicar a tendéncia das moléculas formarem ligagdes de hidrogénio!>*

. A condi¢ao para que
ocorra interagdo entre moléculas sdo seus respectivos orbitais HOMO e LUMO, esta interagdo
ocorre por meio de transferéncia de carga'®'. O gap é a energia necessdria para ocorrer a
transicao eletronica do orbital HOMO para o orbital LUMO, sendo definido como a diferenga

de energia entre estes orbitais. Quanto menor seu valor, menos energia ¢ necessaria para que
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ocorra uma transicdo de um elétron'*!3%. Os valores de gap dos compostos de partida (RIF e
TRIS) mostraram que a RIF necessita de menos energia para que ocorra a transicao eletronica.

Os valores indices dos indices dureza (n) e maciez (S) mostrados na Tabela 7
corroboram com os valores de gap dos compostos de partida, demostrando que na molécula
da RIF pode ocorrer uma transicdo eletronica mais facilmente e necessitando de menos
energia. O potencial quimico (p) define a direcdo da transferéncia de cargas e estabilizacdo do
sistema quando duas moléculas se aproximam, o u tende a ser igualado para que ocorra
equilibrio do sistema®®. Assim, analisando o indice de eletronegatividade de cada composto, a
transicao de elétrons ocorre da RIF para TRIS até equilibrio do sistema. Em relacdo a energia
livre de Gibbs, ambas as moléculas apresentaram valores negativos desta propriedade,

demonstrando que na otimizagao da geometria obteve-se uma conformagao estavel.

5.2 Obten¢ao do co-amorfo de RIF-TRIS (2:1) via Evaporacao Lenta do Solvente

Para obtengdo do co-amorfo foi utilizado o método de evaporacdo lenta de solvente.
Na Figura 18 sdo apresentados os aspectos macroscopicos dos compostos de partida
recristalizados (RIFrec € TRISrEc) e das propor¢gdes molares investigadas na obtencdo do co-

amorfo RIF-TRIS.

Figura 18 — Compostos de partida recristalizados: (a) RIFrec, (b) TRISrec e em diferentes propor¢des molares
obtidos pelo método de evaporagdo lenta de solvente: (¢) RIF-TRIS (3:1), (d) RIF-TRIS (2:1), (e) RIF-TRIS
(1:1), (f) RIF-TRIS (1:2) e (g) RIF-TRIS (1:3).

Na Figura 18 (a), a RIFrgc apresenta-se como um sélido vermelho escuro com cristais
arredondados e com fundo do béquer com coloracido vermelha do fairmaco. Na Figura 18 (b),

a TRISrec apresenta-se em cristais brancos com formato de ramificagdes no fundo do béquer.
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Na Figura 18 (c) e (e), estas misturas bindrias apresenta cristais vermelhos parecidos com a
RIFRrec. Na Figura 18 (d), 18 (f) e 18 (g) mostram semelhangas entre si, apresentando como

um material vermelho escuro, mais uniforme e homogéneo no fundo do béquer.

5.3 Caracterizac¢oes do co-amorfo RIF-TRIS (2:1)
5.3.1 Difracdo de Raios X pelo método do po (DRXP)

Para avaliacdo de polimorfismo, o comité do 6rgdo de harmonizagdo internacional,
ICH (International Conference on Harmonization) estabeleceu protocolos para o controle da
qualidade dos insumos farmacéuticos, que sdo publicados como guias ou leis em diversos
paises. S@o estabelecidos, os critérios para caracterizar a forma polimoérfica e o grau de
criticidade em relag@o ao produto. As técnicas indicadas nesta caracterizacao sao: difracao de
Raios X, andlise térmica e espectroscopicas'>2.

Como os compostos de partida (RIF e TRIS) apresentam polimorfismo, estes foram
recristalizados em MeOH (RIFrec € TRISgec) € os difratogramas foram comparados com os
compostos ndo submetidos a recristalizacdo (RIFnrec € TRISnrec) para verificagdo de

formagdo de polimorfos nas amostras. Os difratogramas das amostras RIF.rec € RIFrec

podem ser observados na Figura 19 com seus respectivos refinamentos pelo método Rietveld.

a) RIF .. ©  Qbservado
Calculado
Diferenca
| Rwp=13,15%
) ] Rp=17.75%
2 S =147
E s
@ b)RIF, .
8]
=
Rwp = 6,67%
Rp = 5,04%
§=1,79
I R Raa
i | 1 | ! ¥ | ! | 1 | ! | ! | {
5 10 15 20 25 30 35 40 45
20 (graus)

Figura 19 — Padrdo de difrag@o de Raios X: a) RIFnrec e b) RIFrec refinados pelo método de Rietveld.

O difratograma da RIF.rec foi refinamento frente ao padrao de difragdo tedrico da

Forma I e Forma II pentahidratada’>. A Forma I ¢ mais estavel, apresentando estrutura
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cristalina referente ao sistema monoclinico, com quatro moléculas por célula unitaria e grupo
espacial C2 e é caracterizado pela presenga de picos de difracdo em 13,50° e 14,50° (20).
Enquanto a Forma II é metaestdvel com sistema cristalino ortorrdombico, com quatro
moléculas por célula unitaria e grupo espacial P2:2:2;, e possui picos cristalograficos em de
9,93° ¢ 11,11° (20). Pelo resultado do Refinamento, foi possivel observar que a concordancia
entre as intensidades observadas e calculadas pelo método para a RIF.rec foram satisfatorias,
comprovado pelo bom ajuste obtido apresentando valores médios de Rwp = 13,15 %, Rp =
7,75 % e S = 1,47, confirmando que a amostra consiste em 83,10 % da Forma I ¢ 16,90 % da
Forma I1.5H>0O.

No difratograma da RIFrec da Figura 19 (b) mostra que o processo de recristalizacao
em meio de MeOH induz a formagdo do pseudopolimorfo na amostra (Forma I1.5H>0),
confirmado pelo bom ajuste obtido pelo refinamento. A concordancia entre as intensidades
observadas e calculadas no método de Rietveld foram satisfatorias, apresentando valores
médios de Rwp = 6,67%, Rp =5,04% ¢ S = 1,79. O coformador TRIS também foi submetido
ao processo de recristalizagdo via ELS. A partir da andlise dos difratogramas obtidos foi
possivel constatar a semelhanga entre os padrdes de difracdo, indicando que as duas amostras
(TRIShrec € TRISrEC) apresentam o mesmo polimorfo e para confirmar este resultado foi

realizado o refinamento pelo método Rietveld apresentado na Figura 20.

a) TRIS .. O Observado
Calculado
— Diferenga
Rwp =12,32%
w Rp=17.94%
= $=1,52
L
e
]
=
% b) TRIS, ..
E

Rwp=11,32%
Rp =17,90%
S=1,10

5 10 15 20 25 30 35 40 45

20 (graus)
Figura 20 - Padrio de difragdo de Raios X: a) TRISqrec € b) TRISrec refinados pelo método de Rietveld.

A concordancia entre as intensidades observadas e calculadas foram satisfatorias,

permitindo obter fatores de qualidade Rwp = 12,32%, Rp = 7,94% e S = 1,52 para TRISqrec e
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Rwp = 11,32%, Rp = 7,90% e S = 1,1 para TRISrec. Podendo concluir que o processo de
recristalizacdo n3o gerou nenhuma alteragdo polimoérfica nas condigdes utilizadas neste
estudo, mantendo-se na Forma o de estrutura cristalina ortorrombica.

Foi realizado a investigagdo da melhor propor¢ao molar para formagao do co-amorfo
RIF-TRIS utilizando as razdes molares de (3:1) a (1:3). Na Figura 21 sdo apresentados os
difratogramas destas amostras. Estes resultados mostraram que para o sistema RIF-TRIS (1:1)
observa-se a sobreposi¢cao de picos nos padrdes de difracdo, caracterizando a identificacao de
duas fases cristalinas, evidenciando que nesta propor¢do nao resultou em uma interagao entre
as moléculas e, consequentemente, na formacdo de uma nova dispersdo solida. Esta nao
interacdo foi confirmada pelo refinamento mostrado na Figura 37 (Apéndice III), mostrando

valores de Rwp = 7,69%, Rp=5,74 % ¢ S = 1,96.
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MMM RIE-TRIS (3:1)
__.m RIF-TRIS (2:1)
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RIF-TRIS (1:1)
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M o RIF-TRIS (1:2)
o
o oL
.. 2 RIF-TRIS (1:3)
A TRIS, .
L I L ‘I L F— L I L I L I L
5 10 15 20 25 30 35 40 45

20 (graus)
Figura 21 - Difratogramas da RIFrgc, proporgdes molares da mistura binaria RIF-TRIS e TRISrec
recristalizados pelo método de evaporagdo lenta de solvente.

O difratograma da proporc¢ao molar (2:1) apresentou duas bandas largas caracterizando
a formagdo de uma dispersdo solida do tipo co-amorfo, indicando a formacdo de um novo
material nesta propor¢do molar. O sistema RIF-TRIS (3:1) apresentou excesso de farmaco,
enquanto as proporgdes (1:2) e (1:3) apresentaram excesso do coformador com picos de
difracdo observados em 18,13° e 20,17° (20) para RIF-TRIS (1:2) e em 14,10°, 18,13°,
20,12°,22,61°, 25,17°, 26,84° e 30,50° (20) para RIF-TRIS (1:3).

Na Figura 22 s3o apresentados os difratogramas dos compostos de partida (RIFrec €

TRISrec), do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) e da mistura fisica RIF-TRISmr (2:1). O



58

difratograma da RIF-TRISwmr (2:1) mostrou que os compostos de partida ndo interagem com
imediato mistura dos materiais, e sim, ao serem submetidos ao processo de ELS em meio de

MeOH. Este resultado foi confirmado pelo refinamento apresentado na Figura 23.
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Figura 22 - Difratogramas da RIFrec, do co-amorfo RIF-TRIS (2:1), da mistura fisica RIF-TRISmr (2:1) e da
TRISgrec obtidos pelo método de evaporagdo lenta de solvente.
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Figura 23 - Difratograma da mistura fisica RIF-TRISyr (2:1) com seu refinamento pelo método Rietveld.
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5.3.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros FTIR dos compostos de partida (RIFrec € TRISrEc), da mistura fisica
RIF-TRISmr (2:1) e do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) sdo apresentados na Figura 24, onde as

principais bandas de absorcdo estdo reunidas na Tabela 7.
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Figura 24 — Espectros no infravermelho da RIFggc, co-amorfo RIF-TRIS (2:1), mistura fisica RIF-TRISwmr (2:1)
€ TRISREc.

Tabela 7 — Frequéncias vibracionais FTIR (¢cm') da RIFggc, do co-amorfo RIF-TRIS (2:1), da mistura fisica
RIF-TRISMF (22 1) eda TRISREC

Numero de onda (cm™)
Atribuigdes 81}0157512; RIF-TRIS (2:1) | RIF-TRISwr (2:1) Tsl:fss;‘l‘zoc
v (OH) 3445 3399 3445 -
Vas,s (NH2) - - - 3346, 3287
v (OH) ; ; ; 3172
v (OH) + v (NH) | 2936, 2881 - 2936, 2881 -
v (C=0) 1732, 1710 1715 1732, 1710 :
5 (NHz) : 1585 3 1585
5 (CHa) - - : 1447
v (CO) ; ; 1039
v (CO) ; 1056 ; 1020
5 (HNC) ; ; 980
o (HCC) - 893 - 893
v(NH)+ v (OH) | 896-657 896-657 896-657 -
v (CC) : 766 : 783
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Os principais modos vibracionais da RIFrec sdo caracteristicos da Forma II.SH>O,
polimorfo gerado no processo de recristalizagdo e identificado por DRXP. Podem-se observar
vibragdes de estiramento simétrico do grupamento (OH) em 3445 cm™!, estiramento simétrico
dos grupos funcionais (OH) e (NH) em 2936 e 2881 cm’!, respectivamente. A banda de
absor¢do causada pelo estiramento simétrico do grupo (C=0) pode ser observada em dois
picos em 1732 cm™ e 1710 cm™. A regido delimitada pelo retAngulo na Figura 24 corresponde
as deformacdes angulares do tipo rotagdo (rocking) dos grupos (OH) e (NH).

O espectro FTIR da TRIS apresentou modos vibracionais caracteristicos da Forma o
deste composto, ja identificado por DRXP. O modo vibracional relacionado com a ligagao
CO mostra duas bandas de absor¢do com picos em 1039 cm™ e 1020 cm™. As absor¢des na
regido com niimeros de ondas entre 3346 e 3287 cm™! foram observadas para o material, sendo
atribuidas aos modos de estiramento antissimétrico e simétrico vass (NH2) do grupo amino. A
banda de absor¢do com pico em 3172 cm™' esta relacionada ao modo de estiramento simétrico
v (OH). Também ocorrem deformacdes angulares em niimero de onda de 1447 cm™ atribuido
a deformacao do tipo corte (scissoring) do grupo CHa, tipo tor¢ao (twisting) o (HNC) em 980
cm’!, tipo corte (scissoring) 8 (HCC) em 893 cm™ e v (CC) em 783 cm’'.

Realizando a comparagao dos espectros da Figura 24, podemos observar que no
espectro FTIR da mistura fisica RIF-TRISmr (2:1) ndo ocorreu nenhum deslocamento
significativo ou modificagdo nas bandas espectrais resultantes. Observa-se que as bandas
vibracionais da RIF estdo sobrepostas as bandas do coformador, devido ao maior tamanho da
molécula, tendo assim uma maior contribui¢ao para as vibragdes moleculares. Nota-se ainda
que o espectro FTIR do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) apresenta diferengas em relagdo aos dos
compostos de partida e mistura fisica, indicando assim uma interacdo intermolecular dos
materiais para formagao de uma nova dispersdo sélida.

No espectro FTIR do co-amorfo € possivel observar uma alteragdo no nimero de onda
da banda de vibracdo do grupo C=O. Verifica-se o deslocamento da banda vibracional com
dois picos em 1732 ¢ 1710 cm™ da RIFggc para 1715 cm™ no co-amorfo, estando evidente no
espectro deste composto. Pode-se notar também que as vibragdes do coformador em 1039,
1020 e 893 cm™ apresentam-se em uma banda Unica e um pouco alargada no espectro da
dispersdo solida obtida neste estudo, indicando assim que a interagdo pode estar ocorrendo
entre um centro com alta densidade eletronica (grupo cetona) localizada na regido nucleofilica
da molécula da RIF e os grupos doadores de protons (NH e OH) localizados na regido

eletrofilica da TRIS como mostrado pela DFT.
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5.4 Caracterizagoes por Analises Térmicas

5.4.1 Termogravimetria, Termogravimetria derivativa e Andlise Térmica Diferencial
Simultineas (TG/DTG-DTA)

Neste estudo foi investigado o comportamento térmico dos compostos de partida RIF e
TRIS, visando auxiliar na interpretacdo e previsdo de eventos que ocorrem no co-amorfo RIF-
TRIS (2:1). A Figura 25 apresenta as curvas TG/DTG-DTA da RIFrec. Os parametros
termodinamicos dos comportamentos térmicos obtidos para as amostras analisadas estdo

resumidos nas Tabelas 13 e 14 (Apéndice IV).
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Figura 25 — Curvas TG/DTG-DTA da rifampicina recristalizada (RIFrgc).

O comportamento térmico da RIF foi investigado por Agrawal et al. (2004)® cujos
resultados obtidos por estes autores concordaram com aqueles obtidos neste trabalho. Assim,
as curvas TG/DTG para RIFrec apresentaram quatro eventos térmicos. A primeira etapa de
perda de massa pode ser atribuida a desidratagdo do material correspondendo a 9,228% da
massa total com temperatura de inicio (Tonset) €m 27,72°C. A segunda etapa corresponde a
9,577% de perda de massa simultdnea ao processo de inicio de decomposi¢do do farmaco,
conforme também foi relatado por Alves (2007)7°. A possibilidade de sublimacdo do material
nesta etapa foi descartada a partir da realizagdo do teste de sublimagdo no Laboratorio de
Analise Térmicas (LAT) da UFMA. A terceira etapa equivale a continuagdo da decomposi¢ao
da amostra correspondendo a 6,618% de perda de massa, seguindo de sucessivas perdas de

massa de 62,187% da massa total, formando cerca de 12,390% de residuo carbonaceo.
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A curva DTA da RIFrec apresentou quatro eventos térmicos. O primeiro evento
endotérmico ¢é caracteristico da desidratagdo da amostra com Tonset €m 50,64°C. O segundo
evento endotérmico iniciou em 163,91°C correspondendo a fusdo do material. Em seguida,
ocorreu o terceiro evento exotérmico caracteristico do inicio da decomposi¢ao do material em
192,81°C e, posteriormente, outro evento exotérmico caracteristico da decomposi¢cdo do
material em 245,72°C. Este comportamento térmico ¢ caracteristico da Forma II
pentahidratada da RIFrec, confirmando os resultados obtidos pelo DRXP e FTIR.

As curvas TG/DTG da TRISrec mostradas na Figura 26 apresentaram uma tnica etapa
de perda de massa bem definida correspondente & decomposicao do material. Esta etapa teve
inicio em 152,69°C e foi responsavel pela perda de 99,752% da massa total da amostra. Estes
resultados estio de acordo com aqueles observados por Silva Filho (2018)'® ao investigar o

comportamento térmico da TRIS.
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Figura 26 - Curvas TG/DTG-DTA da trometamina recristalizada (TRISrgc).

A curva DTA apresentou trés eventos endotérmicos. O primeiro evento ocorre com
Tonset €m 129,57°C e estd em concordancia com transi¢do so6lido-solido do composto (o-
ortorrdmbico para y-cibico de corpo centrado)”®. O segundo evento ocorre em torno de
166,66°C atribuido a fusdo do material de acordo com Zhai et al. (2017)''. O coformador
ainda apresentou um terceiro evento caracteristico da decomposi¢ao do material iniciando em
228,58°C, ressaltando que este evento ¢ responsdvel pela perda de massa quase em sua
totalidade observado pela curva TG/DTG. Este evento ¢ caracteristico da Forma a da TRIS,

confirmando o resultado do DRXP.
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A Figura 27 apresenta as curvas TG/DTG-DTA da RIF-TRISwmr (2:1). Esta mistura
fisica apresentou alguns eventos térmicos dos compostos de partida (RIF e TRIS). As curvas
TG/DTG mostraram trés eventos de perda de massa. A primeira etapa corresponde a uma
pequena desidratagdo do material de cerca de 0,426% da massa total, observado na curva
TG/DTG da RIFrec. A segunda etapa corresponde a uma perda de massa simultaneas
correspondente aos processos de inicio da decomposi¢do dos compostos de partida iniciando
em 147,70°C, correspondendo a uma perda de massa de 27,637%. O terceiro evento de perda
de massa correspondente a continuacao da decomposi¢do do material iniciando em 294,27°C

com perda de cerca de 59,208% da massa total.
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Figura 27 - Curvas TG/DTG-DTA da mistura fisica RIF-TRISwmr (2:1).

A curva DTA também apresentou trés eventos caracteristicos dos compostos de
partida (RIF e TRIS). O primeiro evento endotérmico € atribuido a transi¢do solido-sélido da
TRIS (o-ortorrombico para y-cubico de corpo centrado). O segundo evento térmico ¢
atribuido a fusdo simultdnea da RIFrec € TRISrec apresentando com um evento endotérmico
mais largo iniciando em 132,65°C. O terceiro e Ultimo evento térmico ¢ atribuido a
decomposicao exotérmica da RIFrec ocorrendo em 222,79°C e posteriormente, a curva DTA
tem comportamento endotérmico caracteristico da continuacdo da decomposi¢do da mistura
fisica (2:1).

Na Figura 28 apresenta o comportamento térmico do co-amorfo RIF-TRIS (2:1). Ao
analisar as curvas TG/DTG do co-amorfo RIF-TRIS (2:1), verificam-se trés eventos térmicos

relacionados aos trés estagios de perda de massa do co-amorfo. O primeiro evento estd
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localizado na regido I, iniciando em 31,54°C, cuja perda de massa corresponde a desidratagdo
do material e equivalente cerca de 4,226% da massa inicial. A segunda etapa de perda de
massa corresponde ao primeiro estdgio de decomposi¢ao iniciando em 153,63°C com perda
de massa de 19,781%. A terceira etapa corresponde ao segundo estagio da decomposi¢do do
material onde resultou na perda de massa de 51,051% e teve inicio em 288,72°C. Desse
modo, a partir da analise verificou-se que o co-amorfo apresenta boa estabilidade térmica com

inicio de decomposi¢cdo em 153,63°C.
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Figura 28 - Curvas TG/DTG-DTA do co-amorfo RIF-TRIS (2:1).

A Curva DTA do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) mostrou trés eventos térmicos. O
primeiro ¢ caracteristico da desidratagdo iniciando em 36,66°C. O segundo evento pode ser
atribuido a decomposicdo do material em 222,79°C, ja que nesta faixa de temperatura ocorre
perda de massa do material. O ultimo evento ¢ atribuido a decomposi¢do da dispersdo solida

obtida neste estudo.

5.4.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Foi realizada a caracterizacdo térmica da RIFrgc, co-amorfo RIF-TRIS (2:1), mistura
fisica RIF-TRISmr (2:1) e TRISrec por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC). A
Figura 29 apresenta as curvas de DSC para estes compostos, no qual sdo indicadas as
temperaturas Tonser de ocorréncia dos eventos térmicos observados, cujos principais

parametros termodindmicos observados encontram-se resumidos na Tabela 8.
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Figura 29 - Curvas de DSC obtidas para os compostos de partida RIFrec ¢ TRISrgc e do co-amorfo (2:1) com
sua respectiva mistura fisica.

Tabela 8 - Eventos térmicos observados nas curvas DSC para os compostos de partida (RIFrec € TRISrec), do
co-amorfo RIF-TRIS (2:1) e mistura fisica RIF-TRISur (2:1)

. Temperatura (°C) Calor
Amostra | Evento Tipo Tonset | Tpico | Tenaset | (KJ mol™)

La Desidratacao 38,49 50,23 58,88 64,5

ILb Desidratacao 62,46 65,02 73,52 1,4

RIFRrEC —
11 Fusdo 176,56 | 188,05 | 194,03 22,3
I Decomposicao 194,62 | 200,00 | 213,13 21,9
RIF-TRIS (2:1) - - - - - 0

I Transi¢ao de fase | 134,45 | 136,94 | 139,97 70,9

RIF-TRISmr 11 Fusao 185,92 | 188,69 | 192,67 4,7
21 11 Decomposic¢ao 214,00 | 215,70 | 218,70 9,3
TRISgec I Transicao de fase | 132,91 | 135,41 | 137,91 38,8
11 Fusao 168,81 | 169,88 | 170,96 2,7

As curvas DSC dos polimorfos da RIF foram obtidas por Agrawal et al. (2004)%. Os
resultados obtidos por estes autores concordaram com aqueles resultados obtidos neste estudo.
Dessa forma, a curva DSC da RIFrgc mostrou a presenca de trés eventos térmicos
caracteristicos da Forma II pentahidratada. O primeiro evento ¢ atribuido a desidratagdo

ocorrendo em duas etapas simultaneas, a primeira etapa iniciou em 38,49°C e a segunda em
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62,46°C decorrente da presenca de moléculas de agua para estabilizar este polimorfo, ja que
ele ¢ metaestavel em temperatura ambiente. O segundo evento térmico foi atribuido por
Agrawal et al. (2004) como evento de fusdo do material, entretanto pode estar ocorrendo
amorfiza¢do da RIF apos a sua desidratagdo, sendo que andlises por Difragdo de Raios X com
variagdo de temperatura podera elucidar a natureza deste evento. Apds o segundo evento
térmico, ocorreu o inicio da decomposicdo em 194,62°C representado pelo pico exotérmico
na curva DSC. A curva DSC da TRISgrec mostrou dois eventos endotérmicos. A curva DSC
foi caracterizada por Silva Filho et al. (2018)!°. O primeiro evento ¢ devido a transicdo de fase
do material em 132,91°C e o segundo evento ¢ caracteristico da fusdo do mesmo em
168,81°C.

A curva DSC para a mistura fisica RIF-TRISmr (2:1) mostrou trés eventos térmicos
bem definidos. O primeiro ¢ caracteristico da transicdo de fase da TRISrec, enquanto o
segundo e terceiro evento térmico pode ser atribuido a fusdo com decomposicdo dos
compostos de partida em temperatura mais elevada. A curva DSC do co-amorfo (2:1) ndo
mostrou nenhum evento térmico que fosse possivel de ser identificado, apesar de que era
esperado que este material amorfo apresentasse uma temperatura de transi¢ao vitrea (7g) bem
definida, indicando que mais analises devem ser realizadas para a identificacdo desta
propriedade térmica do material.

A deteccdo da 7g usando técnicas de DSC convencionais pode ser dificil em alguns
casos para compostos organicos, devido ao pequeno tamanho da mudanca na capacidade
calorifica e a possibilidade de relaxamento entalpico e perda de solvente na mesma faixa de

temperatura onde ocorre a Tg de interesse.

5.5 Estabilidade do co-amorfo RIF-TRIS (2:1)

Os materiais amorfos possuem uma fraca estabilidade termodindmica, podendo
cristalizar ao longo do tempo de armazenamento, removendo assim a sua vantagem em
termos de solubilidade aquosa®*!*3. Dessa forma, foi realizado um estudo da estabilidade do
co-amorfo RIF-TRIS (2:1) conforme pode ser observado na Figura 30.

O co-amorfo RIF-TRIS (2:1) foi armazenado em dessecador a vacuo e apresentou boa
estabilidade de pelo menos cinquenta (50) dias como mostrado na Figura 30. Esta estabilidade
pode estar atribuida a diversos fatores, como redu¢ao da mobilidade molecular e aumento da
barreira de energia para a recristalizagio do principio ativo'®2. Nas dispersdes solidas de

meloxicam com polivinilpirrolidona K-30 (PVP) e hidroxipropilcelulose (HPC) ocorreu a
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recristalizacao do farmaco apos trinta (30) dias de armazenamento a 40°C e 50% de umidade
relativa'®®. Este fato sugere que a estabilidade deste co-amorfo obtido neste estudo forneca
uma abordagem potencial para o desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas,
devido de que os fAirmacos amorfos apresentam inviabilidade de manipulagdo, devido a sua

baixa estabilidade.
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Figura 30 - Estudo da estabilidade do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) realizado durante cinquenta e seis (56) dias.

5.6 Ensaios de solubilidade aquosa e de perfil de dissolucio in vitro
5.6.1 Ensaio de solubilidade aquosa

O ensaio de solubilidade aquosa realizado neste trabalho permitiu obter a
hidrossolubilidade da RIF presente no co-amorfo RIF-TRIS (2:1) e compard-la com a
solubilidade em 4gua da RIFgLc. A quantificacdo da RIF soluvel no meio aquoso realizada a
partir do método espectrofotométrico proposto por Melo, et al. (2020)!%*. Para tanto, foi
obtida uma curva analitica com oito pontos (P) (Figura 31.) na faixa de concentracdo de
1,00 x 102 a 9,00 x 102 mg mL"! de RIF (Tabela 9). Os espectros de absor¢io molecular
médios (n=3) de cada um destes pontos (Figura 31y) foram obtidos na faixa de 580-380 nm.
Nessa faixa de comprimento de onda, a TRIS (coformador) ndo apresentou absor¢do
molecular como mostrado na Figura 38 (Apéndice V).

O coeficiente de variagdo percentual foi calculado de acordo com a realizagdo em trés

repeti¢des (n=3) de cada ponto da curva analitica e apontaram uma variacao inferior a 2,0%.
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Esta curva forneceu a seguinte equagao da reta: y = (0,09527) + (16,40051) . X, e apresentou
um bom coeficiente de determinagio (R?> = 0,9980), indicando uma boa linearidade do
método utilizado. Assim, a partir desta equagio foi possivel a determinag¢io da RIF (mg mL™")
solavel no meio solugdo tampao fosfato, (pH = 6,80) proveniente das amostras analisadas

neste trabalho.

Tabela 9 — Valores de absorbancia em 472 nm para cada ponto da curva analitica para quantificagdo de RIF
soluvel em tampéao fosfato (pH = 6,80)

Ponto (P) Concentra¢io (mg mL!) | Absorbéincia (472 nm) P CV (%)°
1 1,00x107 0,234467 + 0,004041 1,7
2 2,00x1072 0,417810 £+ 0,008460 2,0
3 3,00x107 0,599478 + 0,007820 1,3
4 4,00x1072 0,766048 + 0,006701 0,9
5 5,00x107 0,919341 + 0,098890 1,1
6 6,00x1072 1,101811 + 0,002623 0,2
7 8,00x1072 1,406633 + 0,003319 0,2
8 9,00x107 1,538344 +0,023114 1,5

@ Absorbancia média = desvio padrdo (n = 3), ® CV (%) = coeficiente de variagdo porcentual.

Os resultados obtidos a partir do ensaio de solubilidade aquosa da RIF presente nas

diferentes amostras sao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Estudo da solubilidade da RIFgic, da RIF presente na mistura fisica RIF-TRISwr (2:1) e da RIF
presente no co-amorfo RIF-TRIS (2:1)

Solubilidade da RIF (mg mL™")
Amostra NediaZDP® CV (%) "
RIFgLC 9,72x10 + 4,03x10 0,4
RIF-TRISwmr (2:1) 9,02x102+ 8,3x10* 0,9
RIF-TRIS (2:1) 53,46x102% + 2,70x10 0,5

@ Absorbancia média = desvio padrao (n=3), ® coeficiente de variagdo porcentual.

A partir destes resultados, foi possivel observar que as concentragdes soluveis de RIF
proveniente da RIFpLc e da mistura fisica RIF-TRISmr (2:1) sdo muito similares. Logo, o
simples contato fisico entre a RIF e a TRIS ndo favoreceu o aumento da solubilidade deste
farmaco. Em contrapartida, a concentra¢do soltivel de RIF proveniente do co-amorfo RIF-
TRIS (2:1) foi 5,5 vezes maior que aquela apresentada pela RIFpLc, indicando que a DSF
obtida neste trabalho aumentou em 5,5 vezes a solubilidade da RIF em meio aquoso.

Os resultados apresentados por Khan, et al. (2017)%7 mostraram que a RIFpLc possui

uma baixa hidrossolubilidade aquosa (<0,10 mg mL"), tal como observado neste estudo neste
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estudo. E os estudos envolvendo a obten¢ao de nanocristais de RIF mostraram um aumento da

sua solubilidade em até 1,74 vezes quando comparado ao produto comercializado no Brasil'®.
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Figura 31 — (a) Curva analitica obtida em trés repeti¢des para cada ponto (P) e utilizada para determinagao de
RIF e (b) Espectros médios de absor¢do molecular para cada um dos pontos (P) da curva analitica.

Além disso, a tolbutamida (TBM) presente no co-amorfo TBM-TRIS (1:1) foi duas
vezes mais soltivel que a TBMpgLc'®. O cetoconazol presente no co-amorfo de KTZ-SUC (1:1)

165 A dapsona presente em uma DSF do

foi 4,9 vezes mais soluvel que seu farmaco base livre
tipo co-amorfo DAP-OXA (1,0:1,5) apresentou aumento de solubilidade aquosa de 5,4 vezes
mais soltivel que seu farmaco base livre!¢®.

Devido a falta de ordem estrutural de longo alcance, as formas amorfas (tais como os
co-amorfos) sdo mais energéticos que as formas cristalinas, e, com isso, elas apresentam
vantagens, tais como uma maior hidrossolubilidade, contribuindo para o aumento da sua

35;167

biodisponibilidade
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5.6.2 Ensaio de perfil de dissolugdo “in vitro”

Na Tabela 11 sdo apresentadas as concentracdes de RIF dissolvidas em meio aquoso
em fungdo de cada intervalo de tempo de dissolugdo in vitro para cada uma das amostras
analisadas. Estes valores estdo representados na Figura 32 que mostra os perfis de dissolucdo

in vitro da RIFLc, da mistura fisica RIF-TRISwr (2:1) e do co-amorfo RIF-TRIS (2:1).

Tabela 11 — Concentragdes da RIF dissolvida proveniente RIFgic, da mistura fisica RIF-TRISur (2:1) e do co-
amorfo RIF-TRIS (2:1) em fungdo do tempo de dissolugdo in vitro

RIF RIF-TRISyr (2:1) RIF-TRIS (2:1)
Tempo Cv CvV Cv
(min) mg mL' (x10)® | (%) | mg mL'(x10%)® | (%) | mg mL'(x102%) ® | (%)
(b) (b) (b)
0 N.D - N.D - 0,25+ 0,04 16,6
5 N.D - 2,86 +1,42 49,8 14,38+ 0,17 1,2
10 5,30+ 1,90 36,0 7,59+ 3,48 45,7 19,32+0,72 3,8
15 9,57+5,40 56,5 12,33 + 2,80 22,7 39,78+,2,00 5,1
30 19,03+ 7,92 41,6 24,04+ 5,97 24,8 41,98 £1,54 3,7
45 30,03 + 5,64 18,8 32,18+ 5,73 17,8 42,93 +1,51 3,5
60 37,46+ 7,58 20,2 41,82+ 3,22 7,7 46,74+1,16 2,5
90 4720+ 7,78 16,5 53,43+ 3,74 7,0 47,87 +0,98 2,1
105 52,10+ 5,66 10,8 56,92+ 5,15 9,0 48,20+ 0,55 1,0
120 56,17 £ 5,41 9,6 62,30+ 3,30 5,3 47,53+ 2,08 4.4
135 61,30+ 5,54 10,7 65,00+ 4,10 6,3 49,21+ 0,74 1,5
150 66,0+ 2,80 4.2 71,44+ 4,30 6,0 48,42+ 0,15 0,3
180 70,77+ 4,50 6,3 73,44+ 2,35 3,2 48,47+ 0,25 0,5
195 72,35+ 5,52 7,6 74,88+ 0,70 0,9 48,40+ 1,84 2,2
210 72,80+ 6,35 8,7 76,63+ 2,0 2,6 49,02+ 0,47 0,9

N.D = Nio detectado; * Concentragdo média + desvio padrio (n=3); ® coeficiente de variagdo porcentual.

A partir das curvas dos perfis de dissolucdo in vitro (Figura 32) foram calculadas as
ED30 e EDgo (eficiéncias de dissolugdo in vitro em 30 e 60 minutos). A Tabela 12 apresenta os
valores destas eficiéncias de dissolucao e, para fins de comparagdo, das eficiéncias de outras
DSFs relatadas em outros estudos.

Pode-se observar que esta dispersdo sdlida apresentou uma porcentagem
significativamente maior que seu respectivo farmaco base livre e sua mistura fisica
RIF-TRISwmr (2:1). O co-amorfo RIF-TRIS (2:1) apresentou ED3o e EDso com valores de taxa
de dissolugdo em porcentagem de 9,36% e 23,26%, respectivamente. Estes resultados
demostram que a dispersdo solida obtida neste estudo foi mais eficiente, sendo 3,5 vezes

(ED3o) e 2,0 vezes (EDgo) mais eficientes em relagdo a taxa de dissolucdo in vitro da RIFgLc.
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Figura 32 — Curvas dos perfis de dissoluc@o in vitro da RIFgic, da mistura fisica RIF-TRISwmr (2:1) e do co-
amorfo RIF-TRIS (2:1) obtidas até 210 min.

Tabela 12 — Eficiéncia de dissolugdo in vitro do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) obtido neste estudo em comparagéo

com outras dispersdes soélidas

Amostra

Eficiéncia da dissoluc¢ao (%)

Referéncia
ED3o EDeo
RIFgLC? 2,65 11,38
RIF-TRISwmr (2:1) 3,27 12,25 Resultados deste estudo
RIF-TRIS (2:1) 9,36 23,26
Raloxifeno HCI (RLX)? 28,92
Dispersio sélida:MW 3 min® - 30,87 168
Dispersio sélida:MW 4 min® 33,42
Nicardipina (NC)? 19,2
NC:BCDwmr - 19,9 169
NC:BCD 26,7

@ Farmaco na sua forma de base livre cristalina; ® Dispersdo s6lida preparada por método da fusdo induzida por

microondas (MW).

No co-amorfo de raloxifeno que utiliza polimero hidroxipropilmetilcelulose como

coformador, houve somente um pequeno aumento de 1,15 vezes na EDso quando a dispersao

solida obtida utilizando método de obten¢do por quatro (4) minutos'®®. No complexo de

inclusdo da nicardipina com B-ciclodextrina (BCD) também apresentou um aumento de 1,40

vezes na EDeo da dispersio solida'®’.
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6. CONCLUSAO

As dispersdes solidas de farmacos tem sido uma alternativa muito atrativa para a
melhoria das propriedades fisico-quimicas destes compostos com vistas a melhoria do
tratamento medicamentoso de doengas. Neste trabalho foi possivel obter e caracterizar uma
nova dispersdo solida de Rifampicina, utilizando a Trometamina como coformador. Para tanto
foi utilizada a metodologia da evaporacao lenta do solvente (ELS) que tem se destacado por
ser simples e de baixo custo.

Para dar suporte a esta obten¢do, inicialmente foi realizado um estudo computacional
por DFT dos compostos de partida (RIF e TRIS) para verificar quais grupos funcionais destes
compostos sao mais propensos a interagdo intermolecular. Apos a preparacao do co-amorfo
RIF-TRIS (2:1), este material foi caracterizado por DRXP, FTIR e por TG/DTG-DTA e DSC.
Em seguida, foi verificada a estabilidade do material amorfo em fun¢do do tempo e realizada
a determinagdo da solubilidade aquosa e¢ do perfil de dissolugdo in vitro desta dispersdao
solida.

O estudo computacional dos compostos de partida (RIF e TRIS) possibilitou a
obtencdo do mapa de potencial eletrostatico (MPE), além das energias dos orbitais HOMO,
LUMO e gap, bem como dos indices de reatividade. Este estudo demostrou que os grupos
funcionais 4-hidroxila e C=0O da RIF e os grupos funcionais hidroxila e amino da TRIS
podem participar de interagdes intermoleculares tipo ligagdes de hidrogénio. Partindo-se
destes pressupostos, foi realizada a obtengao do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) por ELS e, em
seguida, este material foi caracterizado.

Os resultados obtidos por DRXP confirmaram a natureza amorfa do novo material
obtido neste trabalho e permaneceu estavel por pelo menos cinquenta (50) dias. As anélises
por FTIR indicaram que as interacdes intermoleculares ocorridas entre os compostos de
partida se deram entre os grupamentos cetona da RIF e os grupamentos hidroxila e amino da
TRIS, conforme observado no estudo por DFT.

As curvas TG/DTG do co-amorfo RIF-TRIS (2:1) mostraram que este material
apresenta uma boa estabilidade térmica em até 153°C. As curvas DTA e DSC desta dispersao
solida ndo evidenciaram evento térmico referente a fusdo, confirmando a sua natureza amorfa,
como observado nas analises deste material obtidas por DRXP.

A solubilidade aquosa da RIF presente nesta DSF apresentou-se 5,5 vezes maior que a
solubilidade da obtidas para a RIFpLc. Esta melhoria da hidrossolubilidade da RIF quando

dispersa na TRIS também foi confirmada a partir do estudo do seu perfil de dissolugdo in
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vitro. Neste ensaio, a RIF presente no co-amorfo apresentou aumentos muito significativos da
sua ED3o (3,5 vezes) e da sua EDso (2,0 vezes) em relacdo a estes parametros apresentados
pelo RIFg:c.

Assim, a melhoria da solubilidade aquosa do novo material obtido neste estudo o
coloca como uma alternativa altamente promissora para a melhoria do tratamento da
hanseniase e da tuberculose. O aumento da solubilidade da RIF quando dispersa no
coformador TRIS favorecera o aumento da biodisponibilidade e da eficicia terapéutica deste
farmaco, bem como ird corroborar para a reducdo dos seus efeitos colaterais e da taxa de

abandono da terapia medicamentosa destas doengas.
7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestoes para trabalhos futuros, sugere-se realizar os seguintes procedimentos

com o co-amorfo de RIF-TRIS (2:1) obtido neste trabalho:

v’ Avaliar a interagdo da RIF com TRIS por meio do estudo computacional utilizando a DFT;

v" Caracterizar o co-amorfo por Espectroscopia Raman e por Espectrocopia de Reflectincia
Difusa (ERD);

v’ Caracterizar as propriedades microestruturais da dispersdo solida usando Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV);

v' Avaliagdo da equivaléncia e bioequivaléncia farmacéuticas, bem como realizar os estudos
de citotoxicidade do co-amorfo;

v  Estudo da estabilidade do material obtido neste estudo em diferentes condi¢bes de

temperatura ¢ umidade (estabilidade de prateleira).
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APENDICE I

» Moagem Mecanoquimica Liquida Assistida (MMLA)

Pesaram-se 89,78 mg de RIF e 12,9 mg de TRIS na razdo molar de 1:1, e transferiu-se
as massas para um almofariz de dgata adicionando 6 gotas de MeOH. Triturou-se
manualmente a mistura por aproximadamente 20 minutos. Em seguida, a amostra foi seca em
uma estufa de circulagdo forcada de ar marca ETHIK TECNOLOGY modelo 400-3ND
200°C, a temperatura de 50°C durante 2h eliminando assim os todos os residuos do solvente
utilizado. Para fins de comparacao e verificacdo da ocorréncia de polimorfismo, os compostos

de partida (RIF e TRIS) individualizados foram moidos por esta técnica.

> Método de Fusio

Pesaram-se 134,67 mg de RIF e 19,43 mg de TRIS na razio molar de 1:1. Estas
massas foram misturadas manualmente em um almofariz de 4gata. Em seguida, transferiu-se a
amostra para um tubo de ensaio, que posteriormente foi submetido a aquecimento em
temperatura de 160°C por duas (2) horas com auxilio de um Reator D. Q. O marca Biothec
modelo BT 750/25. Para fins de comparacdo e verificacdo da ocorréncia de polimorfismo, os

compostos de partida (RIF e TRIS) individualizados serdo recristalizados por esta técnica.
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APENDICE II

CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Os compostos de partida (RIF e TRIS) foram submetidos aos métodos de evaporagdo
lenta de solvente, mecanoquimico e fusdo, com o intuito de avaliar a influéncia destes
processos na possivel formagdo de polimorfos e para fins de comparagdo com os resultados
obtidos para as amostras sintetizadas. Nas Figuras 33 e 34 sdo apresentados os aspectos
visuais dos compostos de partida e das amostras obtidas para cada método. Nas Figuras 35 e
36 sao apresentados os padrdes de difragdo obtidos por DRXP dos compostos de partida e dos

materiais sintetizados pelos métodos MMLA e Fusdo em razdo equimolar.

Figura 34 - Sintese realizada por fusdo: (a) RIFqrec (esquerda); RIF-TRIS (1:1) (centro); TRISqrec (direita) e (b)
RIFRrgc (esquerda); RIF-TRIS (1:1) (centro); TRISrgc (direita).
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Figura 35 - Difra¢ao de Raios X da RIF, TRIS e da mistura bindria na propor¢ao molar 1:1.
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Figura 36- Difracdo de Raios X da RIF, TRIS e da mistura binaria na propor¢do molar 1:1.

Analisando os difratogramas, observamos que ndo houve formagdo de novos picos,
apresentando somente a sobreposicdo dos picos cristalinos da RIFrec e TRISrec,
evidenciando a ndo interacdo dos compostos de partida quando utilizado estas metodologias

de preparo de dispersdes solidas.
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APENDICE I1I

A Figura 37 apresenta o difratograma da mistura binaria RIF-TRIS (1:1) com seu

respectivo refinamento pelo método de Rietveld.
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Figura 37 — Difratograma da amostra RIF-TRIS (1:1) com seu refinamento pelo método Rietveld.
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APENDICE 1V

Tabela 13 - Eventos térmicos observados nas curvas TG/DTG para os compostos de partida RIFrec ¢ TRISrec €
do co-amorfo (2:1) com sua respectiva mistura fisica

Perda de Faixa de temperatura (°C) Am Residuo
Amostra o
massa Tonset | Tpico | Tendset | mg % (%)
I 27,72 71,75 100,00 | 0,502 | 9,228
II 167,95 | 215,52 23826 |0,521 | 9,577
RIFRreC
111 238,26 | 265,81 293,29 10,360 | 6,618 12,390
v 293,29 | 365,88 900,00 | 3,383 | 62,187
RIF- I 31,54 53,36 83,08 0,185 | 4,226
TRIS I 153,63 | 242,20 288,72 10,866 | 19,781 24,942
(2:1) I 288,72 | 367.84 | 901,15 |2.235 51,051
RIF- I 26,82 48,21 90,29 0,017 | 0,426
TRISwmF II 147,70 | 224,19 29427 | 1,103 | 27,637 12,729
(2:1) 111 294,27 | 358,65 901,69 | 2,363 | 59,208
TRISRrEC I 152,69 | 259,69 280,44 | 5,222 | 99,752 0,248

Tabela 14 - Eventos térmicos observados nas curvas DTA para os compostos de partida RIFrec e TRISrec € do
co-amorfo (2:1) com sua respectiva misturas fisica

Temperatura (°C) Calor

Amostra Evento Tipo L
Tonset Tpico Tendset (J g )

1 Desidratacao 50,64 74,86 113,46 2510

II Fusao 163,91 | 168,96 | 180,51 25,35
RIFrec 111 Recristalizagdo 192,81 | 210,51 | 228,31 178,11
v Decomposicao 245,72 | 262,32 | 289,57 444,44
I Desidratagao 36,66 56,18 97,51 852,19

RIF-TRIS (2:1) -

II Decomposicao 222,79 | 240,06 | 266,10 546,45
I Transicao de fase | 132,65 | 137,06 | 149,59 317,80

RIFE?ESMF Il Fusiio 172,96 | 183,97 | 19448 | 69,72
111 Decomposicao 208,21 | 222,73 | 233,72 138,06

1 Transicao de fase | 129,57 | 136,83 | 165,41 2030
TRISRrEC 1T Fusao 166,66 | 169,40 | 182,46 151,45
I Decomposi¢ao 228,58 | 261,24 | 283,00 4330
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Figura 38 - Espectros UV-Vis do branco e dos compostos de partida na concentragdo do ponto 5 da curva
analitica (5,0x102 mg mL™).



