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RESUMO
Os farmacos sdo materiais obtidos com a finalidade medicamentosa de prevenir, curar
doencgas ou aliviar seus sintomas. A obtencédo de dispersdes sdlidas de farmacos (DSFs), tais
como os co-amorfos, tem sido uma alternativa para a melhoria da solubilidade aquosa desses
principios ativos. O Ramipril (RAM) é um farmaco anti-hipertensivo, apresenta baixa
hidrossolubilidade, o que acaba reduzindo a sua biodisponibilidade e eficacia terapéutica. Este
trabalho objetivou a obtencdo e a caracterizacdo de co-amorfos do RAM, utilizando o Acido
Oxalico (OXA) como coformador. Realizou-se a modelagem molecular dos compostos de
partida (RAM e OXA) para a investigacdo da interacdo por meio de cdlculos computacionais
desenvolvidos com base na Teoria do Funcional da Densidade (DFT). A preparacdo dos co-
amorfos de RAM foi realizada pelo método da moagem mecanoquimica liquido-assistida
(MMLA). Os materiais foram caracterizados por difracdo de raios X pelo método do pé
(DRXP); espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);
espectroscopia por reflectancia difusa (ERD); termogravimetria, termogravimetria derivativa
e andlise térmica diferencial (TG/DTG-DTA) e por calorimetria exploratéria diferencial
(DSC). A estabilidade fisica dos co-amorfos foi investigada por DRXP, em fungéo do tempo e
permaneceram estaveis por pelo menos 80 dias. Os resultados obtidos por DRXP mostraram
um perfil de difracdo do tipo amorfo, devido a auséncia de picos cristalograficos. A
investigacdo da interacdo do RAM-OXA via estudo DFT mostrou grupos propensos a
participarem de interacdes intermoleculares por ligacdes de hidrogénio através dos grupos
funcionais de carater nucleofilico e eletrofilico. Os co-amorfos foram obtidos nas razdes
molares de 3,0:1,0; 2,5:1,0; 2,0:1,0; 1,5:1,0 e 1,0:1,0. Os espectros FTIR dos co-amorfos
evidenciaram a interacdo intermolecular entre os grupamentos carboxila dos compostos de
partida, confirmando os resultados obtidos via estudo DFT. Os espectros de ERD desses co-
amorfos também evidenciaram a interagcdo intermolecular RAM-OXA. As curvas TG/DTG
mostraram que estes materiais apresentaram boa estabilidade térmica em pelo menos 170 °C.
As curvas DTA e DSC ndo mostram eventos térmicos referentes a fusdo, confirmando a
natureza amorfa desses materiais. Assim, 0s co-amorfos de RAM-OXA apresentam-se como
alternativas promissoras no tratamento da hipertensdo arterial, partindo do principio que
materiais com natureza amorfa tendem a ser mais hidrossollveis que materiais cristalinos,
favorecendo o aumento da sua biodisponibilidade e da sua eficacia terapéutica, bem como a

reducdo dos seus efeitos colaterais.

Palavras-chave: Dispersoes sélidas, Co-amorfos, Ramipril, Acido Oxalico, Hipertensio



ABSTRACT

Pharmaceuticals are materials obtained with the medicinal purpose of preventing, curing
diseases or alleviating their symptoms. Obtaining solid dispersions of drugs (DSFs), such as
co-amorphs, has been an alternative for improving the aqueous solubility of these active
principles. Ramipril (RAM) is an antihypertensive drug, it has low water solubility, which
ends up reducing its bioavailability and therapeutic efficacy. This work aimed to obtain and
characterize RAM co-amorphs, using Oxalic Acid (OXA) as a co-former. Molecular
modeling of the starting compounds (RAM and OXA) was carried out to investigate the
interaction through computational calculations developed based on the Density Functional
Theory (DFT). The preparation of RAM co-amorphs was carried out using the liquid-assisted
mechanochemical milling (MMLA) method. The materials were characterized by powder X-
ray diffraction (XRD); Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR); diffuse reflectance
spectroscopy (DRE); thermogravimetry, derivative thermogravimetry and differential thermal
analysis (TG/DTG-DTA) and differential scanning calorimetry (DSC). The physical stability
of the co-amorphs was investigated by XRD as a function of time and they remained stable
for at least 80 days. The results obtained by XRD showed an amorphous diffraction profile,
due to the absence of crystallographic peaks. The investigation of the RAM-OXA interaction
via the DFT study showed groups prone to participate in intermolecular interactions by
hydrogen bonds through functional groups of nucleophilic and electrophilic character. Co-
amorphs were obtained in molar ratios of 3.0:1.0; 2.5:1.0; 2.0:1.0; 1.5:1.0 and 1.0:1.0. The
FTIR spectra of the co-amorphs evidenced the intermolecular interaction between the
carboxyl groups of the starting compounds, confirming the results obtained via the DFT
study. The ERD spectra of these co-amorphs also showed intermolecular RAM-OXA
interaction. The TG/DTG curves showed that these materials showed good thermal stability at
at least 170 °C. The DTA and DSC curves do not show thermal events related to melting,
confirming the amorphous nature of these materials. Thus, RAM-OXA co-amorphs are
promising alternatives in the treatment of arterial hypertension, based on the principle that
materials with amorphous nature tend to be more water soluble than crystalline materials,
favoring an increase in their bioavailability and therapeutic efficacy, as well as reducing its

side effects.

Keywords: Solid dispersions, Co-amorphs, Ramipril, Oxalic Acid, Hypertension
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1. INTRODUCAO

Os materiais estdo cada vez mais presentes no nosso dia-a-dia, em diversas areas como
producdo de alimentos, comunicacdo, transportes, farmacologica, entre outras. O
desenvolvimento da sociedade esta relacionado a sua capacidade de produzir e manipular
materiais para satisfazer suas necessidades. As propriedades de um material podem ser
alteradas por meio de tratamentos térmicos e pela adicdo de outros constituintes, e 0
desenvolvimento dessas tecnologias, que nos disponibilizam materiais otimizados, podem
facilitar a nossa vida®.

Os farmacos ou insumos farmacoldgicos ativos (IFAs) sdo materiais elaborados para
prevenir, curar doencas ou aliviar seus sintomas. Estes compostos sdo definidos como a
principal substancia quimica responsavel pela acdo medicamentosa, apresentando estrutura
quimica definida e dotado de propriedades farmacoldgicas. Além disso, a eficacia terapéutica
de um farmaco esta associada as suas propriedades fisico-quimicas, caracteristicas estruturais,
tamanho de particulas e ocorréncia depolimorfismo?.

No processo de obtencdo de um IFA, a via de administracdo do medicamento e o
padrédo de distribuicdo do farmaco sdo considerados como principais fatores na eficiéncia do
medicamento. Dentre estas vias estdo a intramuscular, subcutanea, intravenosa e ingestao
oral®. Contudo, a via considerada mais segura, conveniente e econdmica € a via oral, que
representa uma forma simples e relativamente segura de acesso do farmaco a circulacao
sistémica através do trato gastrointestinal®. Ao longo dos anos,a industria farmacéutica busca
melhorar as propriedades fisico-quimicas dos IFAS, visto que abaixa taxa de dissolucdo e a
reduzida hidrossolubilidade podem afetar consideravelmente a eficacia terapéutica dos
farmacos. Assim, uma das abordagens que tem sido muito utilizada com o intuito de sanar
essas dificuldades, consiste na obtengdo de dispersdes solidas de farmacos®.

As dispersfes solidas de farmacos (DSFs) podem ser obtidas a partir da mistura de
duas ou mais espécies quimicas por moagem mecanoquimica liquido-assistida. Esta técnica
produz uma reducdo no tamanho da particula do farmaco, aumentando a uniformidade e
superficie de contato do mesmo, resultando em uma dissolucdo e absor¢do mais rapida. As
DSFs podem ser do tipo cocristais, co-amorfos, polimorfos, sais, hidratos e solvatos®. Assim,
a acdo da DSF consiste em dispersar um componente farmacologicamente ativo em um
carreador ou matriz no estado solido, a fim de aumentar a solubilidade e a taxa de dissolucéo
do IFAZ,
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Estas dispersGes apresentam caracteristicas estruturais e quimicas diferentes da
apresentada pelo farmaco em sua forma cristalina, podendo causar mudancas na estabilidade
térmica e na absorcdo do farmaco, o que esta relacionado diretamente com a eficiéncia do
mesmo, assim como sua capacidade de ser soltvel em agua, influenciando no percentual de
aproveitamento da substincia pelo organismo’. Os IFAs que apresentam baixa solubilidade
aquosa pertencem as Classes Il e 1V do Sistema de Classificacio Biofarmacéutica (SCB)?,
tal como o Ramipril (RAM), que pertence a Classe I1°.

O RAM ¢é um farmaco amplamente utilizado no tratamento da Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS). Esta patologia caracteriza-se por ser cronica, multifatorial e levar a niveis
elevados e sustentados de pressio arterial (PA)'°. Geralmente, ela esta associada a alteragoes
metabdlicas, funcionais e estruturais de 6rgaos alvos como o encéfalo, coracdo, rins e 0s vasos
sanguineos!! o que pode trazer sérios prejuizos a satde humana, especialmente quando na
presenca de fatores de risco como sedentarismo, tabagismo, obesidade e ingestéo elevada de
sal'f,

O RAM atua como um inibidor da enzima de conversdo da angiotensina (ECA). Ele é
um composto altamente lipofilico e pouco solivel em &gua, favorecendo uma baixa
biodisponibilidade oral absoluta (entre 28 a 35%)!% 3. Portanto, aumentar a solubilidade
aquosa e a dissolucdo do RAM ¢ de importancia terapéutica. Para tanto, o método de
dispersdo solida é uma das abordagens seletivas para alcancar esta terapia ideal,
particularmente para drogas com baixa solubilidade aquosa'*. Até o0 momento, poucos estudos
foram publicados envolvendo a obten¢do de DSFs de RAM. Os seguintes autores obtiveram
DSs de RAM com os respectivos coformadores: Vakhariya (2020) utilizou os polimeros -
ciclodextrina e Hidroxipropilcelulose®®, Jagdale (2012) Hidroxipropilcelulose e poloxdmero,
Kumar (2020) e Choudhary (2019) utilizaram Polivinilpirrolidona (PVP) e Polietilenoglicol
(PEG)® 16, Mutagond (2018) utilizou quitosana na obtencdo de um co-amorfo de RAMY/,
Bhattacharya (2012) obteve um sal de ramipril com o coformador tris (hidroximetil)
aminometano?®.

O 4cido oxalico (OXA) é um dos mais simples &acidos dicarboxilicos e pode ser
encontrado naturalmente em vegetais folhosos como alface e espinafre!®. Alguns estudos
publicados utilizaram o &cido oxalico (OXA) como coformador para a obtencdo de DSFs.
Assim, Alatas (2015) obteve um cocristal de Telmisartan®®, Tanaka (2020) cocristal de
Teofilina?, Othman (2018) cocristal de Ibuprofeno?, Fung (2018) co-amorfo de
cetoconazol?.

Diante deste contexto, torna-se necessaria a realizacdo de estudos visando a obtencéo
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de dispersdes sdlidas do RAM, objetivando a melhoria da sua dissolugdo, favorecendo o
aumento da sua biodisponibilidade oral e da sua eficicia terapéutica no tratamento

medicamentoso da HAS.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo principal a obtencdo e a caracterizacdo térmica,
espectroscopica e estrutural de co-amorfos do Ramipril (RAM), utilizando como coformador
o0 Acido Oxalico (OXA).

2.2. Objetivos Especificos

o Realizar a modelagem molecular dos compostos de partida (RAM e OXA), bem como
a investigacdo da interacdo entre estes compostos, utilizando a teoria do funcional da
densidade (DFT);

o Obter co-amorfos do RAM, utilizando o OXA como coformador via moagem
mecanoquimica liquido-assistida (MMLA);

o Caracterizar os co-amorfos obtidos por difracdo de raios X pelo método do pé
(DRXP), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);
espectroscopia de reflectancia difusa (ERD);

o Termogravimetria, termogravimetria derivativa e analise térmica diferencial
simultaneas (TG/DTG-DTA) e por calorimetria exploratdria diferencial (DSC);

o Verificar a estabilidade fisica dos co-amorfos obtidos neste estudo por DRXP.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Dispersoes solidas de FArmacos

A maioria dos farmacos na sua forma solida possui baixa solubilidade aquosa, e isso
vem sendo um desafio para a industria farmacéutica, visto que, a solubilidade é um fator
importante para a absorcdo do medicamento®*. O objetivo é obter um sistema onde a estrutura
cristalina seja alterada, modificando a sua velocidade de dissolugio?®. As dispersdes solidas
sdo obtidas a partir de uma mistura sélida de duas ou mais espécies quimicas, e podem existir
em diferentes formas, apresentando estrutra e caracteristicas diferentes, dentre eles temos os
cocristais, amorfos, polimorfos, sais, hidratos e solvatos®. As DS podem ser obtidas por
diferentes métodos, os quais sdo definidos a partir das caracteristicas dos compostos de
partida utilizados (farmaco e coformador). Entre os métodos de obtencdo de dispersdes
solidas, destacam-se: evaporacdo lenta de solvente, fusdo, moagem mecanoquimica e spray
drying?® 27,

A utilizacdo de formas amorfas dos farmacos pode ser uma abordagem vantajosa no
aumento da solubilidade de farmacos da Classe Il do SCB. Um material amorfo encontra-se
num estado de energia mais elevado, quando comparado com a sua forma cristalina. Com o
aumento da mobilidade no sistema ocorre entdo um aumento da solubilidade do farmaco
amorfo?®. Contudo, compostos no estado amorfo sdo conhecidos por possuirem fraca
estabilidade termodindmica, e podem cristalizar durante o tempo de armazenamento,
diminuindo a sua vantagem em termos de solubilidade?®. Os polimorfos sdo materiais em que
as moléculas de um dado composto se organizam em duas ou mais formas, com estruturas
cristalinas diferentes. Tais variagcdes podem ser vistas nos padrdes de difracdo de Raios X. Os
polimorfos possuem entdo diferentes caracteristicas fisicas e quimicas, nomeadamente no que
concernem pontos de fusdo e solubilidades?®.

Os solvatos sdo IFAs com moléculas de solventes agregadas a sua rede cristalina. O
solvente € capaz de associar-se com o solido cristalino de diversas maneiras podendo ligar-se
a superficie ou a rede do sélido por meio de interagbes intermoleculares. Em geral, ndo €
desejavel utilizar solvatos para produtos farmacéuticos, uma vez que a presenca de material
organico retido pode ser considerada como uma impureza desnecessaria no produto .
Hidratos sdo formados quando a agua participa da cristalizacdo. Em hidratos, a 4gua ocupa
uma posicdo definida na estrutura cristalina, geralmente por ligacdes de hidrogénioe/ou

ligacdo covalente coordenada com molécula do fa&rmaco. Formulagbes de hidratos ndosao
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muito frequentes e representam apenas uma porcentagem do nimero total de IFAs. A razdo é
a sua instabilidade térmica e possibilidade de desidratacdo durante a secagem?®.

Os sais sdo IFAs resultantes de reacOes entre acidos e bases, em que ocorre uma
transferéncia de cargas entre a molécula do IFA e o 4cido ou base incorporado a unidade
constituinte do cristal. Uma vantagem dos sais é que sua solubilidade depende do pH do
meio3l, Os cocristais sd0 compostos solidos farmacéuticos & temperatura ambiente e com
Otimas possibilidades de aplicacGes. Sdo formas cristalinas constituidas de dois ou mais
compostos moleculares neutros, sendo um deles o IFA, geralmente numa proporcao
estequiométrica definida. A definicdo do termo farmacéutico “cocristal” ainda esta em
discussdo, mas é definido com um composto sélido multicomponente que contém moléculas

de IFA e de coformador, e ndo se enquadram na classificacio de sais ou solvatos2.

3.2 Sele¢édo do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) e do Coformador

A selecdo do farmaco e do coformador € uma das principais etapas para o
desenvolvimento e obtencdo da dispersdo sélida. Neste processo é estudada a estrutura da
molécula do composto utilizado, com o intuito de identificar os grupamentos funcionais que
poderdo interagir entre eles, através de ligacdes de hidrogénio, Van der Waals, ou interaces
do tipo -3, Mais de 90% dos IFAs apresentam baixa solubilidade aquosa, e a eficiéncia de
um farmaco esta diretamente relacionada a isso®. De acordo com o Sistema de Classificacéo
Biofarmacéutica, os farmacos sdo divididosem quatro classes: I, Il, 1, IV (Figura 1). Essa

classificagdo esta relacionada as propriedades de solubilidade e permeabilidade membranar®®
35

O coformador tem que ser um composto atoxico, sem efeito adversos, e deve estar na
lista do Food and Drug Administration (FDA), que apresenta mais de 300 substancias
utilizadascomo complementos alimentares. Os grupos funcionais dos coformadores precisam
interagir com os grupos funcionais disponiveis no farmaco, resultando em uma nova

formulagio, mas que mantenha o principio ativo do IFA®.
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Figura 1 — Classificacéo dos farmacos de acordo com o SCB.
Fonte: Adaptado de REY?,

3.3 Ramipril (RAM)

O ramipril (RAM) é um agente anti-hipertensivo da classe farmacoldgica dos
inibidores da ECA e também é usado em combinagdo com outros medicamentos para tratar
vérias doencas cardiovasculares®’. O RAM ¢ o pro-farmaco de seu metabolito ativo, o
ramiprilato. Enzimas hepaticas do tipo esterases realizam a conversdo do ramipril em
ramiprilato. A absorcdo desse metabdlito ocorre de forma rapida, alcancando méxima
concentracdo plasmatica trés horas ap6s sua ingestdo. O ramiprilato inibe a enzima conversora
de angiotensina - ECA (Dipeptidilcarboxipeptidase 1), causando efeito farmacoldgico
vasodilatador e reduzindo a pressao arterial®.

O RAM ¢é um farmaco amplamante utilizado no tratamento da hipertensdo arterial
sistémica associados & insuficiéncia cardiaca congestiva. De acordo com a OMS, a principal
causa de morte no mundo sdo as doengas cardiovasculares®, sendo a hipertensio uma das
principais doencas cronicas que levam as disfuncdes cardiacas®. O RAM é indicado para
pacientes pds-infarto do miocardio e/ou com complicagdes renais, por isso tem significativa
importancia clinica frente aos outros anti hipertensivos, e sua excrec¢do é feita pelos rins, apos
a conversdao em ramiprilato e em alguns metabdlitos inativos. A dose diéria oral do ramipril
varia de 1,25 mg a 20,00 mg, podendo ser ingest3o Unica ou fracionada'® °.

A Figura 2 apresenta a estrutura quimica do RAM, que é denominado quimicamente
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como (2S,3aS,6aS)-1-carboxila-3fenilpropilalanil octahidrociclopenta[b]pirrol-2-acido
carboxilico, 1-etil-éster. Sua formula molecular é C23Hz2N2Os. Este composto possui grupos
ionizaveis, com 1 carboxila &cida (ioniza adotando carga negativa) e 1 amina secundaria
basica (ioniza adotando carga positiva)*! com valores de pKa= 3,74 (acido carboxilico) e
pKaz= 5,15 (amina secundaria)®.

Figura 2 - Estrutura quimica do RAM.

O RAM é suscetivel a decomposicdo em condigdes comuns de processamento e
armazenamento, pois € sensivel a fatores como estresse mecanico, umidade, temperatura e
pH*'. Ele é um farmaco altamente lipofilico e pouco sollivel em agua, solivel em metanol.
Com biodisponibilidade absoluta de 28-35%%, possui peso molecular de 416,5 g/mol e
temperatura de fusio a 109 °C*. De acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica
(BCS), o RAM ¢ da Classe Il com baixa solubilidade e alta permeabilidade!*, e apresenta
grupo espacial ortorrbmbico P2:12121,a = 7.4845 (11) A, b = 13.937 (2) A, ¢ = 22.012 (3) A,
a(®) = 90, B(°) = 90, y(°) = 90*°. A Figura 3 (a) apresenta a célula unitaria e (b) o padrdo de
difracdo de raios X do RAM.
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Figura 3 — Célula unitaria (a) e padréo de difracéo de raios X (b) do RAM®,

O RAM, por apresentar baixa hidrossolubilidade é classificado pelo SCB como
farmaco da Classe Il. Assim, ele pode apresentar acdo terapéutica reduzida devido a sua baixa
taxa de dissolucdo. Desta forma, € importante a busca por novas formas farmacéuticas de
RAM, visando o aprimoramento de suas propriedades fisico-quimicas. A Tabela 1 apresenta
alguns trabalhos que foram propostos para a sintese de dispersdes sélidas deste IFA.

Tabela 1 — Dispersdes sdlidas relatadas para 0 RAM

Dispersao sdlida Coformador Solvente Obtencéao Referéncia
Co-amorfo Quitosana Spray-drying 1
Sal Tris (hidroximetil) Etanol/Agua Método da 18
aminometano Suspensao
B-ciclodextrina e 15

Hidroxipropilcelulose

Sistema Eutético | Hidroxipropilcelulose e Metanol Evaporacao 14
poloxémero de Solvente
Polivinilpirrolidona (PVP) | Metanol/Agua | Liofilizagéo 9

e Polietilenoglicol (PEG)

Polivinilpirrolidona (PVP) Metanol Evaporagdo 4

e Polietilenoglicol (PEG) de Solvente
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3.4 Acido Oxalico

O acido oxalico (OXA) é um composto organico com a férmula C2H204 (Figura 4),
formado por uma ligagdo covalente entre dois acidos carboxilicos*®. Este composto ¢ um
solido cristalino que forma uma solugéo incolor na agua. O mesmo pode ser encontrado em
diversos alimentos, como chocolate e em alguns vegeteis, como alface e espinafre?’ 48 4° O
OXA possui dois valores de pKa, referentes aos dois grupos carboxilicos, no qual, pKai = 1,25

e pKa2 = 4,48, e pode ser encontrado nas formas anidra e dihidratada.

o)

O

Figura 4 — Estrutura quimica do acido oxalico.

O OXA anidro apresenta duas formas polimorficas: a forma a e a forma . A Fase a
(Figura 5) € a mais estavel e ela exibe estrutura cristalina do tipo ortorrémbica, com quatro
moléculas por célula unitaria e grupo espacial Pbca e parametros de rede iguais a: a =
6,559(1) A, b =6,094(1) Aec=7,852(1) A
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Figura 5 — Célula unitaria do acido a-oxalico e seu perfil difratométrico, segundo o CSD — cédigo de referéncia
OXALAC06.

A fase p (Figura 6) cristaliza no grupo espacial P21/c com duas moléculas
centrossimétricas em uma célula unitaria de dimens@es a = 5,330 (4), b = 6,015 (5), ¢ = 5,436
4), p=115,83 (3) A%
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Figura 6 — Célula unitaria do &cido pB-oxalico e seu perfil difratométrico, segundo o CSD — cédigo de referéncia
OXALACO075L,

Enquanto o OXA na sua forma dihidratada (Figura 7) possui estrutura cristalina
correspondente ao sistema cristalino monoclinico, com grupo espacial P21/n e parametros de
rede: a = 6,090(1) A, b = 3,496(1) A, ¢ = 11,835(1) A%, Tais caracteristicas polimorficas e
pseudopolimorficas podem influenciar nas propriedades termodindmicas, fisico-quimicas e

fisicas, como solubilidade, temperatura de fusdo e ponto de ebulicio®.



28

Intensidade u.a

10 20 30 40 50
20/graus

Figura 7— Célula unitaria do Acido Oxalico dihidratado e seu perfil difratométrico, segundo o CSD — cddigo de
referéncia OXACDHO04%,

A Tabela 2 apresenta alguns estudos publicados utilizam o OXA como coformador

para a obtencdo de dispersdes solidas de farmacos.

Tabela 2 — Dispersdes solidas relatadas utilizando o OXA como coformador

Disperséo sélida IFA Solvente Obtengéo Referéncia
Cocristal Telmisartan Metanol MMLA 20
) . . Liofilizagéo por
Cocristal Teofilina Agua 21
spray
Cocristal Ibuprofeno Etanol/ Propanol MMLA 22
Co-amorfo Cetoconazol Metanol Spray dryer 23
Co-amorfo Dapsona Metanol MMLA 19

3.5 Quimica Computacional

A quimica tedrica compreende métodos baseados em mecénica quantica (métodos ab
initio, semiempiricos e a Teoria do Funcional da Densidade — DFT) e mecanica classica
(métodos de mecanica molecular) e tem-se tornado bastante popular nos ultimos anos. A
evolugédo da quimica tedrica possibilitou sua aplicacdo em diversas areas de pesquisa, sendo
utilizada como ferramenta para a realizagdo de célculos que visam determinar propriedades de

diversas classes de materiais, ajudando na obtencdo de resultados, mesmo quando € dificil a



29

determinacéo experimental de algumas dessas propriedades®®.

Atualmente, os calculos tedricos nos permitem predizer as energias de varios
processos quimicos, calcular com exatiddo as geometrias de diferentes sistemas, obter
espectros vibracionais, eletrdnicos e nucleares de diversas estruturas moleculares, além de
prever resultados experimentais e de nos auxiliar na interpretacdo destes®®.

Os métodos quanto-mecanicos sdo 0s mais apropriados quando se trata de transicdes
eletrénicas, formacdo ou quebra de ligagcbes, pois estes consideram a estrutura molecular
como um conjunto de ndcleos e elétrons. No entanto, esses métodos necessitam de um
formalismo matematico que considere o comportamento ondulatério dos elétrons (dualidade
particula-onda). Podemos considerar a Equacdo 1 para o célculo de propriedades como a

energia E, que considera o comportamento ondulatorio®’:

A¥Y(R,r) = E¥(R 1) (Equagéo 1)

Onde, H €é o operador Hamiltoniano (a soma de operadores para a energia cinética e
para a energia potencial) e W(R, r) é a funcdo de onda, que depende das coordenadas de todos
os ntcleos (R) e elétrons (r)°’.

Como a Equacado 1 ndo apresenta solucdo analitica, solucdo exata para calculo de
energia quando se tem muitos 4&tomos presentes, faz-se necessario recorrer a alguns métodos
de aproximacio. O método de Hartree-Fock (HF) é um dos mais conhecidos®®.

Uma classe alternativa a este método, baseada na densidade eletrdnica e originada na
década de 60 € a Teoria do Funcional de Densidade (DFT — Density Functional Theory). O
tempo computacional para calculos via DFT é da mesma ordem de célculos HF, permitindo,
assim, que sistemas de porte médio e grande possam ser estudados e, além disso, incluem
efeitos de correlagéo eletronica, tornando-o um interessante e importante aliado na obtencao
de propriedades eletronicas de a&tomos, moléculas e sélidos em seu estado fundamental®®: 8,

No método DFT, a energia de um sistema eletrdnico pode ser descrita em termos da
densidade de probabilidade eletronica total, p. Para um sistema de N elétrons, p representa a
densidade eletrénica total em um ponto do espaco. A energia eletronica, E, ¢ um funcional
desta densidade, representada como E [p], no sentido de que para uma dada fungédo existe uma
Unica energia correspondente®®. Tal método possui determinadas caracteristicas como
parametros otimizados ou empiricos em seus funcionais, que o tornam de uso “limitado e
restrito” a escolha do sistema em estudo®® ¢,

Os métodos teodricos e computacionais podem ser grandes aliados na descoberta de
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novos materiais, como por exemplo, dispersdes sélidas de farmacos. Quando for necessario o
estudo de sistemas com muitos elétrons, da estrutura eletrénica da matéria, o desenvolvimento
de calculos via DFT torna-se mais conveniente, e pode ser considerada como a melhor
proposta para a realizacdo destes célculos, pois muitas aproximac6es via DFT podem prever
propriedades termoquimicas, parametros cinéticos, constantes espectroscopicas, viabilizando
a obtencdo de diversas propriedades fisico-quimicas dos sistemas a serem estudados com uma
maior precisdo em termos de concordancia com a parte experimental, sejam eles 0s
compostos de partida e a interagdes que vdo ocorrer na formacdo das dispersdes solidas®:. O
uso de métodos computacionais evitam estudos experimentais que demandam bastante tempo
e recursos, ja que podem viabilizar a economia de reagentes e de tempo, por permitir antever
propriedades relacionadas ao sistemas de investigacdo, como por exemplo, as interacdes
intermoleculares®? ¢,

Embora a DFT seja considerada uma alternativa promissora no estudo de sistemas
com muitos atomos por apresentar uma maior precisdo, ainda existe uma busca para melhorar
0 estudo de interacBes que ocorrem a longa distancia, e com isso é necessario o uso de
funcionais de densidade que apresentem um aprimorado desenvolvimento®. O funcional
hibridizado B3LYP, contém 20% de troca Hartree-Fock (HF), e é geralmente utilizado para
calcular a mobilidade do portador de processos de transporte de carga. Os funcionais DFT
MO06-2X, CAM B3LYP, LC-oPBE e¢ ®B97xD sdo mais adequados em relacdo ao B3LYP,
pois contabilizam adequadamente interacdes ndo covalentes, sendo melhores para calcular a
mobilidade de carga de sistemas maiores de elétrons m conjugados. Entre os funcionais
citados anteriormente, o0 ®B97xD foi considerado o mais preciso na explicagdo das interagdes
n&o covalentes®®.

Durante a aplicacdo de métodos de quimica quantica, estes estudos sdo associados
com conjuntos de funcdes de base, que sdo empregados para o desenvolvimento de calculos
de propriedades de diversos sistemas. Os conjuntos de funcdes de base sdo funcdes
matematicas utilizadas para a construcdo de fungdo de onda. A precisdo dos calculos
relaciona-se diretamente com um conjuntos de funcdes de base adequado para o sistema, ou
seja, a escolha adequada trata-se de um importante fator para a obtencdo de resultados
proximos ao sistema real estudado®. Dentre os conjuntos de fungdes de base temos 0 6-311,
que é muito utilizado pois oferece uma maior flexibilidade na apresentacdo de sistemas com
polarizagdo de elétrons de valéncia, sendo comprometidos com o ajuste de funcbes de base
minima saturadas. Estes conjuntos apresentam niveis internos de energia que sdo saturados

com seis fungdes de base, onde essas funcdes desempenham aproximacgdes da energia total e
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desconsideram o efeito de correlacio eletrénica®: 67 68,

Alguns estudos publicados utilizam o estudo DFT para prever a ocorréncia de
interacdo intermolecular entre farmacos pouco soltveis e diferentes coformadores e assim
presumir a obtencdo de dispersdes solidas. Dentre alguns trabalhos destacam-se a obteng&o de
co-amorfos de Rifampicina®®, de Clorpropamida e Tolbutamida utilizando a Trometamina
como coformador®®. Além disso, o estudo DFT também foi utilizado na investigagdo da

Dapsona utilizando o acido oxalico como coformador, para a obtencdo de co-amorfos®®.

3.6 Obtencao de dispersdes solidas de farmacos

A escolha do método de obtencdo é um importante pré-requisito no desenvolvimento
da DS, sendo necessaria a avaliacdo do método utilizado, objetivando escolher aquele que seja
mais eficiente com relagdo a dissolugdo e a estabilidade dos produtos obtidos’™. Dentre as
metodologias frequentemente utilizadas podem ser citadas a evaporacdo de solvente’?,
cristalizacdo em solucdo, adicdo de anti-solvente, método da suspensdo (slurry), moagem
mecanoquimica, moagem liquida assistida, entre outras, como a metodologia de sintese
assistida por ultrassom, liofilizag&o, atomizag&o com fluido supercritico e spray drying’ 73,

Durante a moagem mecanoquimica liquida assistida (MMLA), ap0s a mistura do IFA
com o coformador, é adicionado junto a mistura uma pequena quantidade de solvente, e em
seguida é realizada a moagem’. A MMLA comparada a outras metodologias de obtencAo,
mostra-se mais eficiente na formagdo de novas dispersdes solidas, devido ao tempo e
quantidade de material obtido ao final. Outra grande vantagem, trata-se da quantidade de
solvente utilizada na sintese”™. Considerando todo os beneficios citados, ainda ha uma
preocupacgdo com algumas desvantagens relacionadas ao processo, uma vez que apresentam
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, bem como menor estabilidade térmica e estrutural.

Quando se realiza a sintese de obtencédo de Dispersdes sélidas por MMLA, a adi¢édo de
uma pequena gota de solvente apropriado a mistura de IFA e coformador, resulta em
melhorias significativas com cinética de formacdo mais elevada. Tais melhorias podem ser
justificadas pelos graus adicionais de liberdade orientacional e conformacional das moléculas
nas varias interfaces, bem como pelo aumento das oportunidades de colisées moleculares. O
método MMLA utiliza pouco solvente portanto, € um método econémico, ambientalmente

agradavel e confiavel para o desenvolvimento de novas dispersdes solidas’®.
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3.7 Técnicas de Caracterizagdo de Dispersfes Solidas de FArmacos

A caracterizacdo é uma importante etapa para prever a ocorréncia de interagdo
intermolecular entre farmacos pouco sollveis e diferentes coformadores e assim presumir a
obtencdo de dispersBes solidas. O processo de caracterizagdo € realizado para comparar as
caracteristicas do farmaco, coformador, e da nova dispersdo sélida obtida podendo assim
avaliar as vantagens da formulagio?’. As principais técnicas de caracterizacio sdo: difracdo de
raios X, espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, espectroscopia por
reflectancia difusa, termogravimetria derivativa, analise térmica diferencial e calorimetria

exploratdria diferencial.

3.7.1 Difragéo de Raios X (DRX)

A difracdo de raios X é uma das técnicas mais eficientes para a identificacdo da
formacédo de dispersfes solidas, visto que, estes materiais apresentam novas caracteristicas
cristalograficas’®. Trata-se de uma ferramenta confiavel para obter informages qualitativas
relativas a interacdo de espécies quimicas presentes na constituicdo de materiais cristalinos.
Atraves da observagdo de eventos como desaparecimento de picos, aparecimento de novos
picos ou distorcdo em picos, estima-se que dois sistemas sélidos estdo interagindo juntos e
formando um novo sistema que apresenta caracteristicas diferentes dos compostos de partida.
Quando usada em conjunto com analise térmica, pode definir a melhor razo estequiométrica
na identificacdo de polimorfos, e resolugdo de estrutura cristalina’”.

Os Raios X sdo uma forma de radiacdo eletromagnética com altas energias e
comprimento de onda pequenos com tamanhos de 0,1 a 100 A, e se localizam entre a regi&o
dos raios y e ultravioleta do espectro eletromagnético. A difragdo ira ocorrer quando um feixe
destes raios incide sobre um material solido e uma parte sofre uma dispersdo ou espalhamento
em todas as direcdes, originada pelos elétrons associados a cada atomo que se encontra no
caminho optico do feixe’®. Esse espalhamento pode ocorrer de duas formas, coerente e
incoerente. Na forma coerente, onda espalhada possui direcdo definida, com mesma energia e
fase daquela incidente, e é caracterizada como interacéo elastica. Na forma incoerente, a onda
espalhada ndo apresenta direcdo definida, apresentando energia e fase diferentes da inicial,
caracterizada como interagdo inelastica. Apenas com o espalhamento coerente se faz possivel a
identificacdo das substancias em analise”.

A Figura 8 apresenta uma representacdo do fendmeno de difracdo de Raios X para
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materiais cristalinos.

Figura 8 — Representagdo da difracdo de Raios X por dois planos paralelos de atomos (A-A’ e B-B’)

separados por uma distancia interplanar dhkl*.

Para que ocorra a observacao deste fendmeno no estudo de materiais sélidos, ele deve
acontecer de acordo com fundamentos estabelecidos por William Henry Bragg e seu filho
William Laurence Bragg, os quais estabelecem a relacdo entre o angulo de difracdo e a
distancia entre os planos da estrutura cristalina. Bragg observou que para ocorrer a
interferéncia construtiva (colisdo elastica ou espalhamento coerente) da radiacdo espalhada,
seria necessario que o espalhamento obedecesse a condicdo expressa na Equacao 1, que ficou

conhecida como lei de Bragg®.

nA = 2dhkl.sen© (Equacéo 2)

Onde n é a ordem de reflexdo, que pode ser qualquer nimero inteiro consistente com o
fato de que sen 0 nao pode exceder a unidade. Desta forma, temos uma expressao simples que
relaciona o comprimento de onda dos Raios X com o espacamento interatbmico ao angulo do
feixe difratado.

A DRXP permite um grande nimero de analises, bem como a identificacdo e
quantificacdo das fases de um sistema policristalino, e é muito utilizada na industria
farmacéutica principalmente no controle de qualidade e identificacdo de fases amorfos de
medicamento, fato importante uma vez que propriedades como eficacia terapéutica, toxidade,

estabilidade e biodisponibilidade podem ser afetadas®.
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3.7.1.1 A DRX e 0 Método de Rietveld

O método Rietveld foi desenvolvido por Hugo Rietveld em 1969, baseado nas
intensidades do perfil de difragdo de raios X das substancias. O meétodo é utilizado para
refinamento de estruturas cristalinas, o que reforca os dados obtidos por DRXP quando é
preciso identificar amostras cristalinas e formas polimorfas, pois 0 método permite extrair
uma grande quantidade de informac@es contidas nos difratogramas de Raios X. O método
fundamenta-se no ajuste de um difratograma experimental a uma curva téorica, possuindo
caracteristicas dos picos correspondentes ao atomo e sua organizacdo na célula unitaria de um
determinado sistema cristalino. Para a realizacdo deste ajuste utiliza-se o tratamento
matematico dos minimos quadrados, o que objetiva minimizar a diferenga entre os pontos de um
padrdo calculado em relagdo ao padrio de experimental de uma amostra®? 8384

O progresso do refinamento é controlado por indices de concordancia, onde os mais
utilizados sdo o indice de perfil ponderado (Rwp) e o indice de qualidade do ajuste (S), que é
a razdo de Rwp sobre o Rexp estatisticamente esperado. Este ajuste € a relagdo entre Rwp e
Rexp (fator estatisticamente esperado), os quais sio definidos como®?:

B = 2 WilYops — Ycalc|2 (Equacéo 3)
wp 2Wi (Yobs)z
o & (Equacéo 4)
exp 2Wi (Yobs)2
R
(S) = pr (Equacéo 5)
exp

Apos a realizacdo do refinamento, o valor de Rwp pode variar na faixa de 10 - 20%.
Quanto mais o valor de S se aproximar de 1,0 significa que o Rwp atingiu o valor
estatisticamente esperado (Rexp) para aquele determinado dado, resultando em um padrédo
DRXP ajustado® ,
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3.7.2 Espectroscopia no Infravermelho (IR)

A espectroscopia no infravermelho (IR) € uma técnica que mede a absor¢do da
radiacdo infravermelha por ligacdes quimicas em um material. Grupos funcionais, tendem a
absorver radiacdo IR na mesma faixa de frequéncia, independentemente da estrutura do resto
da molécula em que o grupo funcional esta. Essa correlacdo entre a estrutura de uma molécula
e as frequéncias em que absorve radiacdo IR permite que a estrutura de moléculas
desconhecidas seja identificada®’.

A radiacdo infravermelha corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético situado entre as regides do visivel e das micro-ondas (700 a 50.000 nm).
Geralmente, divide-se em trés regides: IR proximo, IR médio e IR distante, onde a regido do
infravermelho médio, de 4000 a 200 cm?, trata-se da mais utilizada nos estudos dos
compostos organicos. A radiacdo que € absorvida por essas moléculas organicas é convertida
em energia de vibracdo, onde determinados grupos funcionais ddo origem a bandas em
frequéncia especifica, e é justamente a presenca destas bandas que permite a obtencdo de
informacdes estruturais®® 8. A interacio entre a radiacdo e as moléculas pode ser explicada
como a transferéncia do foton de IR para a molécula, via absorcédo, caso a vibracdo molecular
ocasione uma variacdo no momento dipolo da molécula. Deste modo, a molécula ira produzir
o sinal®.

As posicBes dos &tomos em uma determinada molécula tendem a variar continuamente
em consequéncia de diversos tipos de vibracoes e rotacdes em torno das ligacdes da molécula.
As vibracdes sdo caracterizadas como estiramentos e deformacdes angulares. Quando no eixo
de uma ligacdo entre dois atomos ocorre uma variagdo continua ha uma vibracdo de
estiramento na molécula, se a variacdo for no angulo entre duas ligagdes, ha uma vibracdo de
deformacgédo angular, que se caracteriza em quatro tipos: scissoring, rocking, wagging e

twisting®’.

3.7.2.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), trata-se de
uma funcdo matematica que converte 0 dominio do tempo para o dominio de frequéncia. A
técnica utiliza o mesmo principio da espectroscopia no IR, diferenciando somente do dominio
onde o espectro é mensurado®. A espectroscopia no infravermelho com transformada de

Fourier é uma técnica analitica amplamente utilizada na caracterizagdo de materiais®®. Trata-
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se de uma técnica rapida, ndo destrutiva, de facil preparacdo das amostras, pouco ou nenhum
consumo de solvente para a analise das amostras. Por estes motivos, o FT-IR é uma
importante técnica no estudos de materiais, pois proporciona avaliar alteracGes nas ligacdes de
hidrogénio, ao observar o deslocamento de bandas. A referida técnica vem sendo muito

utilizada pela indstria na caracterizacdo de formulagGes farmacéuticas™ .

3.7.3 Espectroscopia por Reflectéancia Difusa (ERD)

A interacdo da radiacdo eletromagnética com um meio material pode gerar alguns
fendmenos dticos. Se o material for transparente, a radiacdo eletromagnética € transmitida
através dele com uma velocidade menor que sua velocidade no vacuo. Esse fendmeno é
chamado de transmissdo. Ao atravessar 0 meio material transparente parte da radiacdo pode
ser absorvida por espécies, e esse fendmeno é chamado de absorc&o®.

Muitos métodos de identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas em solucéo tém
sido desenvolvidos. Em tais métodos, o principio basico é fundamentado nos fendmenos
oOticos de absor¢do e transmissdo da radiacdo eletromagnética. Dentre esses métodos, se tém
0s métodos espectroscopicos de absorcdo nas regides do ultravioleta, visivel, infravermelho,
além da espectrofotometria de absorcdo atdmica, fluorescéncia de raios-X, entre outros. As
amostras sdo tratadas de forma que se tornem um meio transparente para que a radiagédo
monocromatica atravesse e a luz transmitida ou emitida seja detectada®® %',

Alguns fendbmenos como, espalhamento, reflexdo, dispersdo e transmissédo, podem
acontecer quando a radiacdo eletromagnética incide sobre a superficie de um meio material.
Tais fendmenos acontecem de acordo com as caracteristicas da radia¢do, do angulo de
incidéncia e do material analisado. A reflexdo é um fenbmeno O6tico em que a radiacdo
eletromagnética incide sobre a superficie polida (interface que separa dois meios com indices
de refracdo diferentes), com um determinado angulo em relacdo a normal, retorna em
extensdo variavel, de forma que o raio refletido em um ponto qualquer da superficie forma um
angulo com a normal igual ao angulo incidente.

A reflexdo da radiacdo pode ser de quatro tipos: reflexdo especular, reflexdo difusa,
reflexdo interna e reflexdo atenuada®®. No caso de substancias sélidas, a solugdo que pode ser
adotada é a aplicagdo da espectroscopia de refletdncia difusa®. Em amostras opacas, a
reflexdo acontece também depois de varias interagdes da radiacdo com a superficie de varias
particulas. Depois da interacdo a radiagdo é refletida em vérias direcdes. As técnicas de
analises que se baseiam na medida da intensidade da radiacdo refletida em todas as direcdes

por uma amostra opaca sio denominadas de espectroscopia de reflectancia difusa®” %,
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Através da espectroscopia de reflectancia difusa podemos obter informacGes sobre a
natureza quimica da amostra, tanto qualitativas como quantitativas. As informacoes
qualitativas dizem respeito a capacidade de que cada grupo funcional da molécula organica
tem de absorver energia, em determinada regido do UV-VIS, para promogéo de vibracao entre
dois centros (4&tomos) que compdem determinada ligagdo. Ja a quantificacdo dessas
informacdes quimicas segue a funcdo Kubelka-Munk que relaciona os espectros de
reflectancia difusa com a concentracdo de cada molécula presente na amostra, transformando
0 espectro de reflectancia difusa em formato que se assemelha a um espectro de
absorbancial®. A funcdo Kubelka-Munk é representada por:

(1-R)?

(Equacéo 6)
2R

F(R) =

Onde R é a reflectancia difusa absoluta do feixe, ou seja, a razdo entre a intensidade
refletida pela amostra e a de um padrdo ndo absorvente.

A técnica de reflectdncia difusa na regido do visivel e do infravermelho vem se
tornado uma importante ferramenta na analise de materiais, sendo aplicada em diversas areas,
como na industria farmacéutica. A técnica apresenta a vantagem de fornecer informac@es sem

destruir a amostra analisada®®.

3.7.4 Analise Térmica

As técnicas de andlise térmica sdo definidas como um conjunto de técnicas por meio
das quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus produtos de reacdo ¢ medida
em funcdo da temperatura, enquanto essa substancia € submetida a um programa de
temperatura controlado e sob atmosfera especifica. As vantagens da andlise térmica sdo
muitas, podendo ser destacadas: necessidade de uma pequena quantidade de amostra para a
realizacdo dos ensaios, facil preparacdo da amostra e sua aplicabilidade em diversas areas

(farmacéutica, inorganica, organica, vidros, alimenticia, engenharia e outros!®?,
3.7.4.1 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) é uma técnica experimental utilizada na caracterizagdo de

materiais, conhecida como andlise termogravimétrica. A técnica foi definida pela
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Confederacdo Internacional para Andlise Térmica e Calorimetria, como uma técnica na qual a
mudanca de massa de uma substancia € medida em funcdo da temperatura, enquanto a
substancia é submetida a um programa de temperatura controlada®®,

A TG é uma das técnicas de analises térmicas mais utilizadas na caracterizacdo de
materiais organicos e inorganicos, e tem sido muito utilizada na &rea farmacéutica, como
técnica de avaliacdo nas possiveis interacfes entre 0s componentes ativos e 0s excipientes,
além de auxiliar na caracterizacdo de novos materiais, como as dispersdes solidas de
farmacos®. A técnica fornece resultados quantitativos relacionados a perda de massa de uma
amostra em funcdo do tempo ou da temperatura.

As informacgbes sobre as propriedades térmicas do material, como a estabilidade,
composicdo inicial da amostra, composicao do residuo, sdo fornecidas através das medidas de
TG, enquanto a sua derivada, a termogravimetria derivada (DTG) € utilizada para investigar
as diferencas entre termogramas, que proporciona melhor visualizacdo dos eventos térmicos
correspondentes & variacio de massa quando comparadas as curvas TG% 1%, As curvas DTG
apresentam as temperaturas iniciais com exatiddo e 0s picos mais intensos ajudam a
especificar a reagdes imprecisas nas curvas TG,

Alguns fatores podem interferir nos resultados obtidos, e acabam afetando as
caracteristicas das curvas TG. Tais fatores, podem estar relacionados a amostra, como a
quantidade, o tamanho das particulas e outros fatores como a atmosfera do forno, a razdo de

aquecimento®?’,

3.7.4.2 Anélise Térmica Diferencial (DTA)

A DTA monitora as variagOes de temperatura de uma determinada amostra (Ta) de um
material de referéncia termicamente estavel (Tr), (Tr — Ta = AT), enquanto ambas vdo sendo
aquecidas ou resfriadas em um forno, a um programa controlado de temperatural®. A DTA
fornece dados sobre eventos térmicos endotérmicos e exotérmicos fisicos, como como fusao,
transicdo de fase, ou eventos de alteragcbes quimicas, como desidratacdo, oxidagéo,
decomposicdo, eventos estes que ocorrem devido a variacdo de temperatura. Alguns
equipamentos de TG realizam também medicGes das curvas de DTA, possibilitando uma
maior precisdo das temperaturas e facilitando na observagdo das curvas de TG106: 107109,

Os dados térmicos obtidos pela curva DTA podem ser plotados por um gréfico de
diferenca de temperatura ou tensdo termoelétrica em funcdo da temperatura em que a amostra

se encontra’®, A DTA é uma técnica que vem sendo bastante empregada no estudo e
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caracterizagdo de polimeros, estudo de estabilidade térmica de materiais fabricados em altas
temperaturas, e em compostos organicos, para determinacdo do ponto de fusdo e
decomposicio®?’,

3.7.4.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma técnica de analise térmica
derivada da DTA. Com a DSC pode-se medir as temperaturas e o fluxo de calor relativos as
transformac6es dos matérias em funcao da temperatura e do tempo, enquanto a temperatura é
programada em uma atmosfera especifica. Essas medidas, fornecem informacdes qualitativas
e quantitativas acerca de mudancas quimicas e fisicas decorridas de processos de absor¢do de
calor (endotérmicos), liberacdo de calor (exotérmicos) ou mudancas na capacidade
calorifical®.

As andlises de DSC ocorrem com a colocagdo, em um forno, da amostra (geralmente
em pequenas quantidades de amostra, aproximadamente 5 mg) em cadinho de metal, junto a
um outro cadinho de referéncia (geralmente vazio). A amostra e a referéncia sdo entdo
submetidas a um programa controlado de temperatura, ao qual é medido a diferenca de
energia fornecida a substancia amostra e a referéncia. Com a variacdo da temperatura podem
ser acompanhados os efeitos de calor, associados a eventos térmicos como transicoes de fase
(fusdo, sublimacdo, mudanca na estrutura cristalina), desidratacdo, decomposicéo entre outras
transformacdes, capazes de ocasionar variagdes de calort?”: 110

A Figura 9 apresenta uma curva DSC com eventos geralmente encontrados nesta

analiseltt 112,
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Figura 9- Representacdo de uma curva DSC com eventos térmicos observados em materiais.
Fonte: Adaptado de %112
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Eventos como desidratacdo, decomposi¢cdo, mudanca na estrutura cristalina, aparecem
na curva DSC como eventos endotérmicos. J& os eventos de oxidacdo, cristalizacdo, aparecem
como eventos exotérmicos. Através da técnica DSC também € possivel observar eventos
caracteristicos de materiais amorfos e polimeros, como a temperatura de transicdo

vitreal0 107,

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e Solventes

Os materiais utilizados para os experimentos encontram-se indicados na Tabela 3
(farmaco, coformador e solvente), juntamente com as informagfes como: peso molecular,

ponto de fusdo, ponto de ebulicdo, pureza e fornecedor.

Tabela 3- Reagentes utilizados para obtencdo dos co-amorfos de RAM-OXA (3,0:1,0), (2,5:1,0), (2,0:1,0),
(1,5:1,0) e (1,0:1,0)

x Massa Molar o Pureza | Formula
Reagente Funcéo Fornecedor (g mol) T (°C) %) Molecular
Ramipril (RAM) IFA Zﬁﬁ{a'ﬁgf’ 416,51 109 | >995 | CxHzN;05
Acido Oxalico CoHO
dihidratado Coformador | Sigma-Aldrich 126,07 102,02 | >99,0 2
2H,0
(OXA)
x Massa Molar o Pureza | Foérmula
Solvente Funcéo Fornecedor (g mol) T (°C) %) Molecular
Metanol Solvente Sigma-Aldrich 32,04 65° >99.8 CH.O

Nota: Faixa de temperatura de fusdo (a), temperatura de ebulicdo (b).

4.2 Estudo DFT dos compostos de partida (RAM e OXA) e de suas interacgdes

O estudo das moléculas quimicas isoladas RAM e OXA, e da interacdo farmaco-
coformador RAM-OXA (1,0:1,0), se deu inicialmente com a aplicacdo de calculos
computacionais utilizando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT). As estruturas
moleculares do RAM e OXA foram obtidas no banco de dados cristalograficos Cambridge
(CCDC)®, com os respectivos codigos QOQQWAU* OXALAC06%. Para a investigacdo da
interacdo mais favoravel entre as moléculas farmaco-coformador foi utilizado o software
ChemCraft''® em uma visualizacio tridimensional (3D), onde foram geradas as matrizes de

coordenadas cartesianas correspondentes ao sistemas estudados, para a geragao de arquivos de
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entrada, utilizados na realizag¢do dos célculos computacionais (inputs). Neste mesmo software
foram realizadas as analises de resultados dos céalculos, bem como a visualizacdo das
geometrias otimizadas e outras propriedades dos referidos sistemas. Apds a criacdo dos
arquivos de entrada, no qual foi inserido o funcional @B97xD com o conjunto de fungdes de
base 6-311++G(d,p), tanto no estudo dos compostos isolados, como no estudo dos sistemas
formados a partir das interac@es do farmaco-coformador, estes foram submetidos no software
Gaussian 16 que € um programa amplamente empregado em estudos teoricos, para calculos
de estrutura eletrénical®. Os calculos foram realizados utilizando o Gaussian16 através de
clusters em parceria com ComputeCanada, através da colaboracdo do grupo do professor
pesquisador Stanislav R. Stoyanov, para a realizacdo da otimizacdo de geometria de cada
composto, sendo considerado um minimo de energia na curva de energia potencial, com todas
as frequéncias positivas!®®. A escolha do funcional @B97xD associado ao conjunto de fungdes
de base 6-311++G(d,p) se deu por apresentarem uma maior precisdo nos calculos dos
sistemas em estudo.

Apds a realizacdo dos célculos, que foram realizados no vacuo, novamente foi
utilizado o software Chemcraft, sendo analisados os arquivos de saida dos céalculos
computacionais (output) contendo os resultados tedricos calculados. Assim foi possivel obter
para a molécula do farmaco e do coformador a sua geometria otimizada e as frequéncias
vibracionais. Com as energias dos orbitais HOMO e LUMO foram obtidos os indices de
reatividade!'’ que estio resumidos na Tabela 4, onde mostra a propriedade eletronica com seu
respectivo significado. O calculo de interacdo intermolecular RAM-OXA (1,0:1,0) também
foi realizado no vécuo.

Baseando-se na Teoria do Funcional da Densidade (DFT), varias propriedades
importantes, tais como o indice de dureza (1), o potencial quimico (u), o indice de maciez (S),

o indice de eletronegatividade () sdo definidos, respectivamente, pelas expressdes abaixo®:
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n == (eLUMO — eHOMO) (Equagio 7)
U =~ (eLUMO + eHOMO) (Equacio 8)
g=1 (Equacéo 9)
n
X= —H (Equacéo 10)

Tabela 4 - Identificacdo 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 Diferenca entre os valores de energia dos orbitais HOMO e LUMO

n Dureza
S Maciez
i Potencial quimico
x indice de eletronegatividade

4.3 Procedimentos Experimentais

Visando realizar a interagcdo supramolecular do RAM com diferentes coformadores
(Acido Oxalico — OXA, Acido Glutamico — GLU, Alanina — ALA, Glicina — GLI, Prolina —
PRO, Metionina — MET, Serina — SER, Taurina — TAU), Tirosina (TIR), Treonina (TRE) e
Histidina — HIS) para a obtencdo de DSFs de RAM, foram utilizadas as seguintes
metodologias: método da suspensdo (MS), moagem mecanoquimica liquido-assistida
(MMLA) e o método da evaporacdo lenta do solvente (ELS). Entretanto, como observado a
seguir, somente 0 RAM interagiu com 0 OXA via MMLA, resultando na formacéo de co-
amorfos. Assim, nas condi¢cdes experimentais utilizadas, ndo ha evidéncia de interagdo dos
demais coformadores com o RAM, conforme observado nos resultados descritos no

Apéndice I.
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4.3.1 Caracteriza¢ao dos Compostos de partida (RAM e OXA)

Os compostos de partida RAM e OXA foram caracterizados por DRXP, ERD, FTIR,
TG/DTG-DTA e DSC, utilizando os mesmos parametros analiticos empregados nas analises
das DSFs obtidas neste estudo. Em seguida, para verificar a possivel ocorréncia de
poliformismo nestes compostos, eles foram submetidos a MMLA, nas mesmas condi¢des
utilizadas para a obtencdo das DSFs de RAM-OXA, como descrito no item 4.3.2. Os
materiais triturados foram nomeados como RAMt e OXAr e também foram caracterizados
por DRXP, ERD, FTIR, TG/DTG-DTA e DSC. Os difratogramas das amostras RAM, RAMT,
OXA e OXAs foram submetidos ao método estatistico de refinamento de Rietveld, tendo
como base os dados reportados no Banco de Dados Cristalograficos CCDC ConQuest, em sua
versdo 5.36, da Cambridge Structural Database System (CSD System, 2018).

4.3.2 Obtencdo das dispersdes sélidas RAM-OXA

Visando o preparo das DSFs do RAM-OXA, foi utilizada a metodologia de MMLA
(Figura 10). Esta metodologia foi empregada para a obtencdo das misturas binarias RAM-
OXA em diferentes razbes molares, com o0 objetivo de obter a estequiometria ideal de
formacéo das DSFs.

Conforme descrito na Tabela 5, a partir da pureza dos compostos de partida, foram
obtidas massas de 101,00 mg de misturas binarias (RAM-OXA) em diferentes razdes molares
por MMLA. Para tanto, as massas dos compostos foram pesadas e transferidas para um gral
de agata, onde foram adicionados 0,3 mL de metanol e triturados manualmente durante 20
minutos. Em seguida, para garantir a completa evaporacdo do solvente, os materiais
resultantes foram colocados em estufa com circulagdo forcada de ar, a 50°C +1, durante duas
horas.
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Tabela 5: Raz8es molares e massas utilizadas para obtencao das dispersdes sélidas de RAM e OXA

NEre Razéao Molar (mol) Massa (mg)
RAM OXA | RAM | OXA
RAMr 1,0 00 | 101,00 | 0,00
RAM-OXA
(3,0:1,0) 3.0 1,0 91,28 | 9,25
RAM-OXA
(2,5:1,0) 2.5 1,0 89,64 | 10,90
RAM-OXA
(2,0:1,0) 2,0 1,0 87,28 | 13,27
RAM-OXA
(1,5:1,0) 15 1,0 83,62 | 16,95
RAM-OXA
(1,0:1,0) 1,0 1,0 7714 | 2346
OXAr 0.0 10 | 000 |101,00

RAM

OXA

O OH

Secagem
50°C +1 — 2 horas

HO O

Tritura

20 min ‘

Caracterizacao «

Figura 10- Esquema metodologico para a obtencdo das dispersfes sélidas RAM-OXA via MMLA.

4.3.3 Caracterizagao das dispersdes solidas de RAM-OXA

4.3.3.1 Difracao de Raios X pelo método do p6 (DRXP)

As analises das DSFs de RAM-OXA foram realizadas no Laboratorio de difracdo de
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raios X (LDRX) da UFMA - Campus Il Imperatriz, por meio de um difratdmetro
PANanalytical Empyrean, utilizando geometria de reflexdo Bragg-Brentano (8-0) e radiacdo
Cu Ka (L = 1,5418 A), operando a uma tensdo de 40 kV e corrente de 30 mA. As medidas
foram realizadas utilizando um detector PIXcel3D, com passo de 0,02°, tempo por passo de 2
segundos e varredura angular (20) de 5° a 45°. Em seguida, os difratogramas dos compostos
triturados e dos compostos puros foram submetidos ao método estatistico de refinamento de
Rietveld, com a finalidade de encontrar polimorfos dos materiais, onde ajustou-se o padréo de
difracdo relatado na literatura de ambos os compostos, em busca da melhor concordancia com
o resultado experimental. O refinamento foi realizado utilizando o programa GSAS com
interface EXPGUI.

4.3.3.2 Estabilidade fisica

O estudo da estabilidade foi realizado apds a confirmacéo da obtencdo dos cinco co-
amorfos de RAM-OXA. Estes materiais foram armazenados a 25 °C sob condi¢6es secas em
dessecadores. A estabilidade fisica (tendéncia de recristalizacdo) das amostras foi verificada
por medigdes de DRXP no laboratério de difracdo de raios X (LDRX) da UFMA — Campus 11

Imperatriz, em intervalos de sete dias entre cada analise, durante um periodo de 80 dias.

4.3.3.3 Espectroscopia por Reflectancia Difusa na regido do UV (ERD)

As analises por ERD foram realizadas no laboratério LABFARMA (Laboratorio de
Sintese e Caracterizagdo de Materiais Farmacéuticos) da UFMA — Campus Il Imperatriz. Os
espectros foram coletados em um espectrometro Termo Scientific modelo Evolution 220, com
acessorio para reflectancia difusa,na regidao de 200 a 380 nm, com tempo de permanéncia de 1
S e passo de 1 nm.

As andlises foram realizadas em um porta-amostra com janela de quartzo, posicionado
para retro espalhamento. A partir dos resultados, foram obtidos espectros de reflectancia cujas
bandas foram ajustadas utilizando o software PeakFit versdo 4, com o objetivo de determinar

a posicdo exata de maximo de cada pico.
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4.3.3.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de absorcdo por FT-IR foram obtidos no Laboratorio de Espectroscopia
Optica e Fototérmica (LEOF) da UFMA — Campus Il Imperatriz. As analises foram obtidas
em trés repeticOes, utilizando um Espectrometro FTIR, marca Bruker e modelo Vertex 70V.
Foram realizadas 32 varreduras como média, em resolugdo espectral de 2 cm™ na regido de
nimero de onda compreendido de 400 a 4000 cm™, que esta dentro da regido considerada
como infravermelho médio. As andlises foram feitas utilizando a técnica de pastilhas de
brometo de potéssio (KBr), preparando pastilhas com composi¢do percentual de 98% de KBr

e 2% de amostra, prensadas sob uma carga de 7 toneladas por um tempo médio de 30s.

4.3.3.5 Termogravimetria, Termogravimetria Derivativa e Analise Térmica Diferencial
Simultaneas (TG/DTG-DTA)

As curvas de TG/DTG-DTA foram obtidas simultaneamente utilizando um analisador
térmico SDT 2960, TA instruments, no Laboratorio de Analise Térmica e Quimica do Estado
Solido, da UNESP — Campus Bauru. As anélises 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 800°C com

taxa de aquecimento de 10 °C min, sob atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 mL min.

4.3.3.6 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC das amostras foram obtidas no Laboratério de Analise Térmica
(LAT) da UFMA — Campus Il Imperatriz. Estas analises foram obtidas por um analisador
térmico da marca Shimadzu Instruments, modelo DSC 60, com deteccdo por fluxo de calor.
As medidas foram realizadas com massas de amostras entre 2,00 a 2,30 mg em cadinhos de
aluminio abertos. Foi utilizada atmosfera de nitrogénio com uma vaz&o de 50 mL min e com
uma taxa de aquecimento de 10°C min™ e intervalo de aquecimento de acordo com a
estabilidade térmica de cada material. Posteriormente, a determinacdo dos parametros das
curvas (Tonset, Tendset, Tpico € AHy) foi realizada pelo software TA-60 versdo 2.1 da Shimadzu

Scientific Instruments.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste tdpico serdo abordados os resultados obtidos durante o desenvolvimento desta
pesquisa. Serdo abordados os estudos de modelagem molecular do RAM e OXA, sendo
apresentados para cada um dos compostos o levantamento de suas propriedades fisico-
quimicas relacionadas as suas estruturas, propriedades eletronicas e orbitais moleculares, bem
como, os resultados relativos ao calculo de interacdo intermolecular do farmaco e coformador,
a partir do estudo DFT, indicando a interagdo mais favoravel. Também serdo abordados, os
resultados de caracterizacdo por DRXP, ERD, FTIR, e da caracteriza¢do por analise térmica
por meio das técnicas TG/DTG-DTA e DSC.

5.1 Estudo DFT dos compostos de partida (RAM e OXA) e estudo tedrico da interacao

entre estes compostos

5.1.1 Estudo DFT dos compostos de partida (RAM e OXA)

As geometrias otimizadas do RAM e OXA foram calculadas empregando-se o
funcional DFT ®B97xD e o conjunto de fung¢des de base 6-311++G(d,p), considerando todos
os atomos livres, utilizando como geometria inicial a estrutura disponivel no banco de dados
cristalograficos CCDC ConQuest, em sua versdo 5.36, da Cambridge Structural Database
System (CSD System, 2018), identificada com o cédigo QOQWAU para o0 RAM e o0 cddigo
OXACDHO04 para 0 OXA. As geometrias otimizadas RAM e do OXA foram obtidas
considerando-se as moléculas neutras, no vacuo, com multiplicidade de spin = 1 e essas
geometrias foram confirmadas como minimos na superficie de energia potencial por meio de

calculos de frequéncias (Figura 11).
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Figura 11- Geometrias otimizadas do RAM (a) e do OXA (b) e seus respectivos vetores de momento dipolo e
cargas atdmicas parciais, utilizando o método ®B97x-D/6311++G(d,p).

As estruturas do RAM e do OXA apresentaram valores de momento de dipolo de 5,85
D e 0,00 D (Debye), respectivamente. Com isso, podemos concluir que estes compostos sdo
substancias organicas polares, pois apresentam momento dipolo diferente de 0. O vetor de
momento de dipolo esta direcionado para a regido com maior densidade eletronica. Este
momento de dipolo esta relacionado com a soma vetorial dos momentos relacionados com as
ligacdes polares individuais, com a disposicdo espacial dos atomos e com a presenca de
elétrons nao ligantes. Podemos atribuir a baixa solubilidade aquosa do RAM ao tamanho da
molécula, especificamente a cadeia carbbnica (parte hidrofébica), pois dependendo do
tamanho desta parte, ela torna a parte mais significativa da molécula, e a substancia quimica
se torna menos sollvel. Neste caso, as ligacGes de hidrogénio presentes na molécula do
farmaco, ndo conseguem compensar as ligacdes de hidrogénio agua-agua, que precisam ser
rompidas para que ocorra o processo de dissolucio®®,

O mapa de potencial eletrostatico (MPE) é uma interessante ferramenta da quimica
computacional, que nos permite abordar e compreender melhor as contribui¢des eletrostaticas
no processo de interacdo das moléculas. As regides cujas superficies tém potencial
eletrostatico negativo, apontam na molécula os locais passiveis de interacdo com a area
receptora da outra molécula (&rea positiva). Essas propriedades, sdo representadas por cores

que diferem as regides ricas em elétrons ou deficientes em elétrons da molécula. Assim, a
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regido da superficie do potencial eletrostatico de cor vermelha, indica alta densidade
eletrénica (potencial negativo) e a cor azul, indica baixa densidade eletrénica (potencial
positivo)it9 120,

A Figura 12 apresenta 0 MPE dos compostos de partida com sua superficie
transparente. Através do MPE, podemos identificar os grupos funcionais que podem participar
de interacdes intermoleculares. A partir da analise das regides mostradas no MPE do RAM,
foi possivel identificar as regides nucleofilicas (potencial eletrostatico negativo) apresentadas
em vermelho, localizada em torno dos atomos de oxigénio das hidroxilas e carbonila e dos
atomos de nitrogénio das aminas. E as regiGes eletrofilicas (potencial eletrostatico positivo)
representadas em azul, situadas em torno dos atomos de hidrogénio e carbono. Estes
resultados apresentam as possiveis regides de interacdo do RAM, nos mostrando os sitios de
interacdo que podem sofrer ataques eletrofilicos/nucleofilicos, viabilizando interacGes
intermoleculares do tipo ligacGes de hidrogénio com o coformador OXA.

0,01 - --o,os 0,01 - .-o,os

N ‘@° '
-y . @
3 Ce®, & 5

Figura 12 - Mapas de potencial eletrostatico dos compostos de partida: (a) RAM e (b) OXA.

Através do MPE da molécula de OXA também apresentado na Figura 12, é possivel
notar que o OXA apresenta duas regides de baixa densidade eletrbnica (representadas em
azul) correspondente aos hidrogénios das hidroxilas (—OH), presente nos grupos carboxilicos.
Esta regido apresenta possibilidade de interacdo por ligacdo de hidrogénio com aregido de alta
densidade eletronica do RAM. Como para 0 RAM o MPE indicou como regido de alta

densidade eletrdnica os oxigénios das hidroxilas e carbonila e os atomos de nitrogénio das
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aminas, € possivel deduzir que as interacbes possam ocorrer por meio destes grupos
funcionais do RAM junto ao grupamento carboxila do OXA, contribuindo assim, para a
formacéo de uma nova dispersédo sélida de RAM e OXA.

As Figuras 13 e 14 apresentam os orbitais moleculares de fronteira HOMO e LUMO
dos compostos de partida, que foram calculados a partir das geometrias otimizadas, bem como
seus respectivos valores de energia € 0 gapxomo-Lumo. Com a obten¢do das energias dos
orbitais HOMO e LUMO e com base no estudo DFT podem ser obtidas algumas propriedades
destes compostos, como os indices de reatividade. Na Tabela 6 estdo reunidos os valores
destas propriedades calculadas para os compostos de partida (RAM e OXA).
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Figura 13 — Orbitais HOMO e LUMO do RAM.
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Figura 14 — Orbitais HOMO e LUMO do OXA.
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Tabela 6- Valores dos principais indices de reatividade dos compostos de partida RAM-OXA

Propriedades @ RAM OXA
HOMO -8,18 -10,30
LUMO 0,77 -0,29

gap 8,95 10,00
n 4,47 5,00
S 0,22 0,19
n -3,70 5,29
X 3,70 -5,29
® 1,53 2,80

HOMO = Orbital molecular ocupado de mais alta energia; LUMO = Orbital molecular desocupado de mais
baixa energia; gap = (Homo- Lumo); 1 = dureza; p = potencial quimico; ¥ = indice de eletronegatividade; S=

maciez;

Para que ocorra interacdo entre as moléculas, € necessario uma transferéncia de carga
através dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO?2!, O gap é definido como a diferenca de
energia entre estes orbitais. Trata-se da energia necessaria para que ocorra a transicao
eletronica do orbital HOMO para o orbital LUMO®, Quanto menor seu valor, menos energia
€ necessaria para que ocorra uma transicdo de um elétron. Analisando os indices de
reatividade para as moléculas de RAM e OXA observa-se valores de gap das duas moléculas.
Os valores mostraram que a RAM necessita de menos energia para que ocorra a transicao
eletrénica, 0 que aponta para um aumento da sua reatividade quimica'?2. O RAM apresenta
um valor de gap menor, portanto, apresenta-se mais estavel que o OXA, o que indica que
pode ser favordvel a interacdo entre as moléculas. O gap fornece informacgdes quanto a
estabilidade de um composto!?. Outro fator importante, trata-se da maciez (S) desses
compostos, esse pardmetro sugere a reatividade do sistema/molécula®®*. Desta forma, quanto
maior o valor de S, mais ‘duro’ (menos reativo) a ocorréncia de uma reagdo. O RAM e OXA
apresentaram um baixo valor de S, podendo ocorrer interacdo entre as substancias.

Os valores dos indices de dureza (1) e maciez (S) mostrados na Tabela 6 reforcam os
valores de gap dos compostos de partida, demostrando que na molécula da RAM pode ocorrer
uma transicdo eletrénica mais facilmente e necessitando de menos energia. O potencial
quimico (p) define a direcdo da transferéncia de cargas e estabilizagdo do sistema quando

duas moléculas se aproximam. O valor de () esta relacionado a capacidade do composto de
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receber elétron ao aproximar-se de um grupo eletrofilico. Com isso, através do valor de (®
encontrado para 0 RAM, podemos considerd-lo como um provavel agente nucleofilico na
interacio intermolecular®. Assim, analisando o indice de -eletronegatividade de cada

composto, a transi¢do de elétrons ocorre do RAM para OXA até equilibrio do sistema.

5.1.2 Estudo Teorico da Interacdo Intermolecular entre 0 RAM e 0 OXA

Realizou-se uma investigagdo a fim de obter propriedades fisico-quimicas a partir de
um estudo tedrico do RAM e de sua interagdo com 0 OXA na razdo molar de 1:1. Para tanto,
foi empregado o funcional DFT wB97x-D e conjunto de funcdes de base 6-311++G(d,p) junto
ao modelo de solvatacdo IEFPCM utilizando metanol como solvente. Para o célculo de
interacdo foram realizados alguns testes, empregando como estratégia a aproximacdo das
moléculas de RAM com OXA, através de orientacdes especificas relacionadas as moléculas,
buscando favorecer uma possivel interacdo entre elas. A Figura 15 apresenta as possiveis
interacdes obtidas atraves da aproximacdo das moléculas.

A interacdo mais favoravel entre as estudadas ocorre com o estabelecimento de
ligacGes de hidrogénio entre os &tomos de oxigénio e hidrogénio do grupamento carboxila dos

compostos, conforme representado pelas linhas pontilhadas na Figura 15 (d).
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Figura 15- Possiveis intera¢cdes do RAM com o OXA obtidas a partir dos calculos empregando o funcional DFT

®B97x-D e o conjunto de fungdes de base 6-311++G(d,p).

Esta é a geometria otimizada do sistema correspondente a interagdo RAM-OXA,
calculada considerando-se os dois compostos préximos um ao outro, com todos 0s atomos
livres. A ocorréncia da interacdo entre as moléculas da mistura binaria foi analisada em
termos da variagdo da energia livre de Gibbs (4G). A partir dos parametros termodinamicos
calculados chegou-se a um AG negativo, igual a -5,00 Kcal/mol, indicando, desta forma ser a

interacdo mais favoravel'?® entre as moléculas de RAM e OXA, e assim, evidenciando a
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possivel formagdo de uma DSFs.

5.2 Caracterizacao dos Compostos de partida RAM e OXA
5.2.1 Ramipril (RAM)

5.2.1.1 Difracdo de Raios X pelo Método do P6 (DRXP)

A Figura 16 apresenta os padrdes de difracdo de raios X do RAM e do RAMT, e seus
respectivos refinamentos realizados pelo método de Rietveld. A partir dos resultados obtidos,
observou-se que ambos 0s materiais apresentaram o mesmo perfil de difragdo, Portanto, o
processo de moagem ndo resultou no polimorfismo deste farmaco. Com o objetivo de
confirmar a fase apresentada pelo RAM e pelo RAMry, foi realizado o refinamento dos
padrfes de difracdo utilizando o método de Rietveld. A investigagdo da concordancia entre a
intensidade observada e a calculada pelo método de Rietveld do RAM (b) apresentou
resultados satisfatorios para os fatores de convergéncia, onde o valor de Rwp = 10,95% e S=
2,67. O RAM~ (d) também apresentou resultados satisfatorios para os fatores de convergéncia,
onde o valor de Rwp=8,07% e S= 1,76 (d). Logo, foi possivel observar que 0 RAM e 0 RAMt
apresentam-se na forma ortorrdbmbica, pertencente ao grupo espacial P2:2121, cujos
parametros de rede sdo: a= 7.4845 (11) A, b=13.937 (2) A, ¢ =22.012 (3) A, a(°) =90, B(°)
=90, y(°) = 90.%
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© RAM = Calculado
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£ _,J E —k WAy et
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10 20 30 40 5 s 10 15 0 % 0 3% ) 45 50
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Figura 16— Padrdes de difracdo de Raios X: a) RAM c) RAMr e refinados pelo método de Rietveld b) RAM e
d) RAMr.
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5.2.1.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A Figura 17 apresenta as curvas DSC obtidas para 0 RAM e RAM~, no qual sdo
indicadas as temperaturas Tonset de ocorréncia dos eventos térmicos observados, cujos
principais parametros termodinamicos observados encontram-se resumidos na Tabela 7. As
curvas DSC para 0 RAM e RAM~ apresentaram um evento de carater endotérmico, referente a
fusdo do RAM, seguida da decomposicdo do farmaco. Quando ocorre a trituracdo, diminui o
tamanho de particula e hd& um aumento na superficie de contato, o que pode acelerar 0s
eventos térmicos das amostras. Os valores de temperatura observados sdo proximos aos
valores encontradas no literatura, que apresenta evento de fusio em torno de 112°C%,
113°C'%6 ¢ 114 °C?’, Tais valores de fusdo estdo em bom acordo com a faixa de temperatura

de fusdo deste farmaco, que é entre 100 a 114 °C%,

RAM
= 109 °C
()
£
=
£
| -
o
(18]
@]
[
e
o
x
3 T
w -1
SmW mg* | Endo
s 1 N 1 " 1 " 1 s
0 50 100 150 200 250

Temperatura (°C)

Figura 17 - Curvas de DSC obtidas para os compostos de partida RAM e RAMr.
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Tabela 7— Temperaturas observadas nas curvas de DSC do RAM e RAM 1
Temperatura (°C)

Amostras . . AHs
Evento Tipo Onset  Pico Endset (KJ/mol)

RAM | (endo) | Fusdo 109,64 112,52 115,12 -49,0

RAMT | (endo) Fusao 104,08 111,82 116,18 - 45,7

5.2.2 Acido Oxalico (OXA)

5.2.2.1 Difracao de Raios X pelo método do p6 (DRXP)

O coformador OXA também foi caracterizado antes e depois de ser submetido a
mesma metodologia utilizada para a obtencdo dos co-amorfos de RAM-OXA e foram
denominados de OXA e OXAr. Em seguida, estes materiais foram caracterizados por DRXP
e por DSC. Os difratogramas obtidos encontram-se na Figura 18 (a) e (c). Com a analise dos
difratogramas do OXA e OXArT, foi possivel observar por meio dos picos cristalograficos que
estes materiais apresentaram o mesmo padrdo de difracdo relativo & mesma fase, indicando
que o processo de moagem néo resultou no polimorfismo deste composto. Para a confirmagéo
de fase, os difratogramas foram submetidos ao refinamento pelo Método de Rietveld, como
mostrado nas Figuras 18 (b) e (d). Atraves do refinamento, observou-se que estes materiais
possuem estrutura cristalina, 0 mesmo pertence ao grupo espacial P21/n, com pardmetros de
rede a = 6,090(1) A, b = 3,496(1) A, ¢ = 11,835(1) A, o que corresponde ao sistema

monoclinico'®.

® Observado
jme Calculado
b) OXA j=— Experimental

Rpw = 10,05

a) OXA Rp = 7,74
$=286

w &

® Observado
p= Calculado
d) OXA, e Experimental
Rwp = 15,36 %
Rp = 10,86 %
$=277

Intensidade u.a
Intensidade u.a

26/graus 26/graus
Figura 18— Padrdes de difragdo de Raios X: a) OXA, c) OXAre refinados pelo método de Rietveld b) OXA, d)
OXAr,
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Apos o refinamento observou-se a investigacdo da concordancia entre a intensidade
observada e a calculada pelo método de Rietveld do OXA apresentou resultados satisfatorios
para os fatores de convergéncia, onde o valor de Rwp = 10,05% e S= 2,86. Os dados de
difracdo observados para o OXAst também foram bem ajustados, apresentando valores de
Rwp= 15,36% e S= 2,77%. Os valores mostram que o refinamento foi bem ajustado,
apresentando valores aceitaveis, visto que, durante um refinamento pelo método de Rietveld,
o valor de Rwp pode variar entre 10 a 20%, e o valor de S 0 mais proximo de 1,0, o0 que
significa que o Rwp chegou a um valor esperado experimentalmente®%, E com base nessas
informagOes de refinamento, confirmou-se que ndo houve mudanga na estrutura cristalina

apos a recristalizacdo do OXA.
5.2.2.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As amostras de OXA também foram submetidas a caracterizacdo por DSC. A Figura
19 apresenta as curvas obtidas para OXA e OXAr. Nas curvas DSC, sdo indicadas as
temperaturas de cada evento observado, estando as temperaturas de inicio (Tonset) € término,
(Tendset), de cada evento observadas na Tabela 8. Na analise da curva DSC paras as amostras de
OXA e OXAy, foi possivel observar dois eventos endotérmicos no intervalo de temperatura
analisado. O primeiro evento endotérmico é referente a desidratacdo dos compostos, ja 0

segundo evento endotérmico refere-se a sublimagao®® 1%,

Fluxo de Calor (mW mg?)

I 5 mW mg! i Endo

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)

Figura 19 - Curvas de DSC obtidas para os compostos de partida OXA e OXAr.
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Tabela 8- Temperaturas observadas nas curvas de DSC do OXAe OXAy

Temperatura (°C)
. . AH+
Amostras Eventos Tipo On set Pico End set (KJ/mol)
| (endo)  Desidratagdo = 25,36 66,44 75,50 -3,5
OXA" I(endo) Sublimacio 11431 158,48 170,58 4,6
OXAT | (endo) | Desidratacdo = 26,54 57,66 65,61 -3,4
Il (endo) | Sublimacdo 110,0 149,39 160,0 -3,9

5.3 Obtencgédo dos Co-amorfos RAM-OXA

A Figura 20 apresenta os compostos de partida (RAM e OXA) e as suas misturas
binarias obtidas em diferentes razGes molares apo6s a trituracdo via MMLA e completa
evaporacdo do solvente. Para as raz6es molares de 3,0:1,0 (¢), 2,5:1,0 (d), 2,0:1,0 (e), 1,5:1,0
(f) e (1,0:1,0) (g), observaram-se a formacgdo de materiais amorfos. Para as raz0es molares

3,5:1,0 (b) e (1,0:1,5) (h), observa-se a presencga de materiais cristalinos.

a) RAMt b) (3,5:1,0) c) (3,0:1,0) d) (2,5:1,0) e) (2,0:1,0)

f) (1,5:1,0) a) (1,0:1,0) h) (1,0:1,5) 1) OXAr

Figura 20- Imagens dos compostos de partida triturados RAM~ (a) e OXAr (i) e das misturas binarias RAM-
OXA em diferentes propor¢6es molares: RAM-OXA 3,5:1,0 (b), RAM-OXA 3,0:1,0 (c), RAM-OXA 2,5:1,0 (d),
RAM-OXA 2,0:1,0 (e), RAM-OXA 1,5:1,0 (f), RAM-OXA 1,0:1,0 (g), RAM-OXA 1,0:1,5 (h), obtidas via

MMLA, ap6s a completa evaporacédo do solvente.

5.4 Caracterizagao dos Co-amorfos RAM-OXA

5.4.1 Difracédo de Raios X pelo Método do P6 (DRXP)



60

As amostras foram submetidas a caracterizacdo por DRXP, e a Figura 21 apresenta 0s
padrdes de difracdo dos materiais obtidos a partir das diferentes razdes molares de RAM e
OXA, que sdo comparados aos perfis de difracdo dos compostos precursores, triturados

individualmente.

M l - - RAM.

RAM-OXA (3,0:1,0)

RAM-OXA (2,5:1,0)

RAM-OXA (2,0:1,0)

RAM-OXA (1,5:1,0)

RAM-OXA (1,0:1,0)

Intensidade normalizada (u.a)

/
y ! v RAM-OXA (1,0:1,5)
_A- A A A_M A OXAT
I 1 I 1 I i I i
10 20 30 40 50
20/graus

Figura 21 - Difratogramas do RAMr, das misturas binarias RAM-OXA em diferentes raz6es molares e do
OXAr obtidos via MMLA.

Com base nos padrdes de difracdo relativos a cada fracdo molar de RAM-OXA
investigada, observou-se que em todas as razdes molares houve a formacdo de material
amorfo.

No entanto, nas fracdes molares de 3,5:1,0 e de 1,0:1,5 houve excesso de RAM e de
OXA, respectivamente. Estes excessos foram confirmados pela presencdo de picos de
difracdo cartacteristicos destes compostos. Enquanto que os difratogramas das razdes molares
3,0:1,0; 2,5:1,0; 2,0:1,0; 1,5:1,0 e 1,0:1,0 apresentaram halos caracteristicos de materiais
amorfos e, além disso, auséncia de picos de difracdo caracterisiticos de materiais cristalinos.
Assim, estes resultados indicaram a obtencdo de dispersfes sélidade de RAM, do tipo co-

amorfos, utilizando o OXA como coformador.
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Na Figura 22 sdo apresentados os difratogramas dos compostos de partida (RAM+ e
OXAr), dos co-amorfos RAM-OXA (3,0:1,0), (2,5:1,0), (2,0:1,0), (1,5:1,0) e (1,0:1,0) e da
mistura fisica RAM-OXA (1,0:1,0)mr. A partir do difratograma obtido para esta mistura fisica
ndo foi possivel observar evidéncia de interagdo intermolecular entres os compostos de
partida apenas pelo contato fisico, pois este difratograma equivale ao somatério dos picos de
difracdo do RAM e do OXA. Portanto, para que haja esta interacdo e posterior obtencdo dos

co-amorfos, faz-se necessaria a realizacdo da MMLA, conforme descrito no item 4.3.2.

M A RAM,
e e O RAM-OXA (3,0:1,0)

e o N RAM-OXA (2,5:1,0)
M RAM-OXA (2,0:1,0)
|t RAM-OXA (1,5:1,0)
_,....___../\_ RAM-OXA (1,0:1,0)

Intensidade normalizada (u.a)

10 20 30 40 50
20/graus
Figura 22 - Difratogramas do RAM~, dos co-amorfos RAM-OXA, da mistura fisica RAM-OXAwme (1,0:1,0) e
do OXAr obtidos via MMLA.

5.4.1.2 Estabilidade fisica dos co-amorfos RAM-OXA

A estabilidade fisica das formas amorfas dos farmacos pode ser atribuida a diversos
fatores, tais como reducgdo da mobilidade molecular, redugdo da for¢a motriz termodinédmica
para a cristalizacdo, aumento da barreira de energia para a cristalizagdo, interrupcdo do
reconhecimento molecular necessario para a cristalizacdo do farmaco®L.

Os solidos amorfos ndo contém ordenacdo espacial a longa distancia e tendem a ser
mais energéticos do que os cristalinos e, por isso, eles geralmente apresentam propriedades

diferentes, tais como maiores taxas de solubilidade e de dissolucdo, bem como eles
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apresentam menor estabilidade fisica e quimica e maior tendéncia a cristalizagdo. No entanto,

0s aumentos da solubilidade e da dissolucdo podem justificar o uso de insumos farmacéuticos

ativos (IFAs) amorfos em formulagdes'®# 133 134,

A DRXP foi utilizada para monitorar a estabilidade fisica dos co-amorfos obtidos de
RAM-OXA, a 25 °C e ao abrigo de luz e de umidade (Figura 23).

RAM-OXA (3,0:1,0) (b) |RAM-OXA (2.5:1,0)
R T, (0 dias) P T, (0 dias)
| et et T, (7 dias) o e b e T,(7 dias)
| et e e e T,(14dias)| 3 10 e T, (14 dias)
M T,(21 dias) 't-:j et A et T,(21 dias)
S T, (28 dias) -% | Sy g, T, (28 dias)
et e e T,(35 dias) £ | —————— T, (35 dias)
e —— T 2085 | 2 |mtmmane T, (42 dias)
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Figura 23 - Estudo da estabilidade fisica dos co-amorfos RAM-OXA (3,0:1,0) (2,5:1,0), (2,0:1,0), (1,5:1,0) e

(1,0:1,0) realizado por oitenta (80) dias.
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A partir dos resultados obtidos neste estudo, observou-se que 0s co-amorfos permaneceram
estaveis por pelo menos 80 dias (Figuras 23 (a) - (e)). O estudo de estabilidade fisica visa
investigar a tendéncia deste material na recristalizacdo. Em condicdes secas, 0s co-amorfos do
RAM-OXA apresentaram caracteristica de material amorfo, evidenciando a estabilidade fisica
destes materiais na forma co-amorfa durante oitenta dias. Onde os padrdes permaneceram
inalterados, ndo revelando altera¢Ges nos compostos, sem o aparecimento de picos de difracdo
caracteristicos de materiais cristalinos. A presenca de interacGes intermoleculares, como
ligagOes de hidrogénio e/ou interagdes do tipo m presentes no sistema co-amorfo, tendem a
estabilizar a forma amorfa®®*. Os sistemas co-amorfos surgem como uma alternativa para

aumentar a estabilidade da forma amorfa de farmacos e melhorar a sua hidrossolubilidade®®®.

5.4.2 Espectroscopia por Reflectancia Difusa na regido do UV (ERD)

A reflexdo de radiacdo por moléculas organicas na regido do comprimento de onda
entre 180 e 780 nm resulta de interacdes entre fétons e elétrons que estdo participando
diretamente da formacdo de uma ligacdo quimica. Este comprimento de onda no qual a
molécula reflete depende de qudo forte seus elétrons estdo ligados. Os elétrons presentes em
ligacdes duplas e triplas das moléculas organicas estdo fortemente ligados, sendo mais faceis
de serem excitados pela radiacdo, ou seja, 0s grupos que possuem ligacOes insaturadas
apresentam picos de absor¢do mais Gteis!®. O RAM apresenta coloragdo branca, e também
apresenta interacdes especificas no estado solido, responsaveis por algumas bandas de
reflexdo no espectro de ERD.

A espectroscopia UV quando derivada € uma técnica bem ajustada, capaz de aumentar
a resolucdo de bandas de absor¢do sobrepostas e distinguir bandas nitidas em bandas de alta
intensidade. Esta habilidade pode ser aplicada a analise de substancias que possuem anéis
benzénicos, cujos espectros de UV exibem uma estrutura vibracional parcial fina. Os
inibidores da ECA também sdo caracterizados por espectros de UV com um perfil
benzendide, com maximos (250-280 nm) que podem ser convertidos em picos agudos e
intensos pelo processo de derivagdo®®’.

A Figura 24(a) apresenta os espectros de reflectancia difusa dos compostos de partida
e dos co-amorfos de RAM-OXA. A Figura 24(b) apresenta a primeira derivada destes
espectros. O espectro de reflexdo no UV do RAM mostra um maximo quase imperceptivel em
cerca de 250 nm. Esta baixa intensidade e falta de maximos bem definidos na regido do UV, é

tipica do grupamento fenil, o que acaba dificultando a anélise quantitativa do composto™*®. No
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espectro de ERD obtido para o0 RAM notam-se duas bandas intensas em 250 e 282 nm. O
espectro de ERD obtido para o0 OXA apresenta duas bandas em torno de 230 e 300 nm. Nos
espectros dos co-amorfos RAM-OXA (Figura 24(a)) e nas suas respectivas primeiras
derivadas (Figura 24(b)) foi possivel observar a auséncia da banda correspondente a0 RAM
(entre 230 a 260 nm) e da banda do OXA (entre 280 a 320 nm), devido & interacdo entre o
grupo funcional carboxila do farmaco com o grupo funcional carboxila do coformador.
Observou-se também que a banda do RAM observada entre 270 a 290 nm sofreu reducdo da
sua intensidade a medida que ocorreu a diminuicdo da concentracdo deste fArmaco nos co-
amorfos. As bandas referentes ao acido oxalico ndo foram observadas nos espectros dos co-
amorfos. Assim, como mostrado nas analises por ERD, a interacdo intermolecular do RAM
com 0 OXA resultou na formacéo de dispers@es solidas amorfas inéditas.

A partir da analise por ERD obtida para a mistura fisica RAM-OXA (1,0:1,0)mr ndo
foi possivel observar evidéncia de interacdo intermolecular entres os compostos de partida
apenas pelo contato fisico, pois é possivel observar as bandas equivalentes ao RAM e ao
OXA. Portanto, para que haja esta interacdo e posterior obtencdo dos co-amorfos, faz-se

necessaria a realizagdo da MMLA.
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Figura 24- (a) Espectros de ERD dos compostos de partida RAMt e OXAr, dos co-amorfos RAM-OXA e da
mistura fisica RAM-OXA (1,0:1,0)wmr; b) derivada dos espectros mostrados em (a).

5.4.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)
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Os espectros FT-IR experimentais dos compostos de partida (RAMT e OXArT) e 0s

espectros FT-IR teoricos destes compostos (RAMzesrico € OXAtesrico) € da sua mistura binaria

(RAM-OXA (1:1)tsrico) S&0 apresentados nas Figuras 25 e 26, respectivamente.

Transmitancia (%)

T T v(C-H) V(C-N)
v(C-0)

X\ s (éooﬂ)
vs(C-0) p
v(O-H) / LAY
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1 | ) | 1 " | | L 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 25 — Espectros FT-IR dos compostos de partida RAMt e OXAr.
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Figura 26 —Espectros FT-IR téoricos dos compostos de partida (RAM e OXA) e da mistura binaria RAM-OXA
(1,0:1,0) obtidos via estudo DFT.
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Os espectros de FT-IR do RAM mostraram bandas agudas em 3455 e 3278 cm™
devido & vibragcdo O-H e N-H, respectivamente. As bandas em 2935 cm™ e 2867cm™ séo
referentes ao OH e ao alongamento do C-H aromatico. As fortes bandas observadas em 1744
cm? e 1647 cm™, correspondem ao alongamento de C-O, enquanto uma pequena banda em
1702 cm™ pode ser atribuida a vibragdo carbonila. Outras bandas em 1494 cm™ e 1462 cm™
podem ser atribuidas a curvatura aromatica de C-H. A banda em 1181 cm™ é referente ao
alongamento C-N 13 18139,

O OXA é estabilizado estruturalmente pela ligacdo covalente entre grupos carboxilicos
(-COOH). No espectro de FT-IR, foi entdo observada vibragdo de estiramento v(O-H),
ocorrendo em nimero de onda de 3444 cm™. As vibragdes de deformacio 5(O=C) e
estiramento v(C—O), estdo atribuidas, respectivamente, aos niimeros de onda de 726 cm™ e
1119 cm™. Além destes, o estiramento simétrico, vs(C-O) produz banda de ocorréncia em
1340 Cm—l 140; 141, 142.

Para fins de comparacdo, a Figura 27 apresenta os espectros FT-IR dos compostos de
partida (RAMt e OXArT), da mistura fisica RAM-OXA (1,0:1,0)me e dos co-amorfos RAM-
OXA (3,0:1,0), (2,5:1,0), (2,0:1,0), (1,5:11,0)0 e (1,0:1,0). As principais frequéncias
vibracionais FT-IR encontradas nestes espectros e nos espectros tedricos estdo sumarizadas na
Tabela 9.
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T

RAM-OXA (3,0:1,0)

RAM-OXA (2,5:1,0)
RAM-OXA (2,0:1,0)

RAM-OXA (1,0:1,0)
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Figura 27- Espectros FT-IR dos compostos de partida (RAMte OXAr), da mistura fisica RAM-OXA
(1,0:1,0)wmr € dos co-amorfos RAM-OXA (3,0:1,0), (2,5:1,0), (2,0:1,0), (1,5:1,0) e (1,0:1,0) obtidos via MMLA.
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Tabela 9 — Frequéncias vibracionais FT-IR (cm™) do RAMy, dos co-amorfos RAM-OXA (3,0:1,0) (2,5:1,0),
(2,0:1,0), (1,5:1,0) e (1,0:1,0), da mistura fisica RAM-OXA (1,0:1,0)mr, do OXAr, do RAMredrIco, RAM-OXA

(1:1)Te6RICO € dO OXATEGRICO

AtribuicGes Nimero de onda (cm™)
RAMT | RAMytesrico Co- RAM- RAM- OXAT | OXAutesrico
amorfo OXA OXA
RAM- (1:1) (1:1)me
OXA tedrico
(1:Dexp
v(O-H) 3455, 3839 3388 3436 3444 3841
2935
v(N-H) 3278 3594 3577 3282
v(C-H) | 2965, | 3114 2959, 3193 2968,
1494 2873 2933
v(C-0) 1744, 1848, 1745, 1827 1739,1641 | 1119, 1872,
1647 1752 1645 1340 1346,
1176
v(C-N) 1181 1474 1214 1215 1494
v(C-C) 1226, 671 702 1011,671 1229,
1187,754,
698
6(0=C) 1702 726 664
p(COOH) 561 422

A partir da comparagdo dos espectros relatados na Figura 26, observou-se que no
espectro FT-IR da mistura fisica RAM-OXA (1,0:1,0)mr ndo houve deslocamento das bandas
espectrais, mostrando que este espectro equivaleu ao somatorio dos espectros dos compostos
de partida, ndo havendo interacdo intermolecular entre os compostos apenas pelo contato
fisico, sendo necesséria a realizacdo da MMLA.

Os espectros FT-IR dos co-amorfos RAM-OXA (3,0:1,0) (2,5:1,0), (2,0:1,0), (1,5:1,0)
e (1,0:1,0), apresentaram diferencas significativas em relacdo aos espectros apresentados
pelos compostos de partida e pela mistura fisica destes compostos, confirmando a ocorréncia
dase interagOes intermoleculares sugeridas pelo estudo DFT, resultando na formagéo destas
dispersdes solidas, como relatado nas analises obtidas por DRXP e por ERD.

Nos espectros FT-IR dos co-amorfos, em relacdo aos respectivos espectros dos seus
compostos de partida, observou-se a alteragdo no numero de onda da banda de vibracdo do
grupo OH. Esta banda pode ser observada no RAMt em 3455 cm™ relativa ao vibragéo do
grupo OH. Notou-se também que os espectros dos co-amorfos ndo apresentaram a banda do
farmaco observada em 3278 cm™ referente ao estiramento simétrico do grupo NH. As

vibragdes do RAMT ocorridas em 2935 e 2.965 cm™ n&o foram observadas nos espectros dos
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co-amorfos, sendo que nestes espectros foram relatadas uma banda alargada entre 3015 e
2891 cm™. E possivel observar nos co-amorfos a auséncia da banda em 1702 cm™ que pode
ser observada no RAM+ referente ao estiramento simetrico do grupo C=0. Ainda nas bandas
espectrais dos co-amorfos obtidos, € possivel observar o alargamento da banda vibracional
ocorrida em 1319 e 1158 cm™, esta banda esta relacionada a banda observada no RAMt em
1181cm™ relativa ao estiramento simétrico do grupo C-N. Estes resultados indicam que a
provavel interacdo entre 0 RAM e o OXA ocorreu entre 0 centro com alta densidade
eletronica (grupo carboxila) localizado na regido nucleofilica da molécula do RAM e o grupo
doador de prétons (OH) localizado na regido eletrofilica do OXA, como mostrado pelo estudo
DFT.

5.4.4 Termogravimetria, Termogravimetria Derivativa e Analise Térmica Diferencial
Simulténeas (TG/DTG-DTA)

Neste estudo foi investigado o comportamento térmico dos compostos de partida
(RAM e OXA), para fins de comparacdo com aqueles apresentados pelos co-amorfos obtidos
neste treabalho. As Figura 28 (a) e (b) apresentam as curvas TG/DTG-DTA do RAM~ e
OXAr, respectivamente. Os parametros termodindmicos relativos aos eventos observados

nestas curvas estao apresentados na Tabela 10.
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Figura 28 — Curvas TG/DTG-DTA do (a) RAMr e (b) OXAr.
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Tabela 10- Eventos térmicos observados nas curvas TG/DTG para os compostos de partida RAMr e OXAr

. o Residuo
Amostra Perdade | Faixade Temperatura (°C) Am (%)
massa Tonset Tpico Tendset mg %
RAM~ I 85,41 | 109,80 | 171,85 |0,201 | 4,24 7,76
1 223,2 | 326,89 | 372,32 |4,88 |88,0
OXAT I 42,86 | 93,82 105,44 | 1,470 | 28,62 0,98
1 127,81 | 187,15 | 198,32 | 3,654 | 70,40

As curvas TG e DTG do RAMr~, (Figura 28(a)) mostraram dois eventos térmicos de
perda de massa, relativos a desidratagdo e decomposicédo, respectivamente. Neste evento de
decomposicédo ocorreu expressiva perda de massa quantificada em 4,88 mg, correspondente a
88% da massa inicial (5,224 mg). Ao analisar a curva DTA, observou-se que o primeiro
evento endotérmico comeca antes da perda de massa, confirmando que trata-se da fusdo do

farmaco, seguida da sua desidratacio'*?

. O segundo evento endotérmico desta curva ocorreu
em 223,2 °C (Tonset), Sendo ele relativo a decomposicdo do RAM. Este evento de
decomposicdo foi observado entre 150 e 350 °C, conforme De Céssia Silva (2015)*,

Para as curvas TG/DTG do OXAr, (Figura 28(b)) pode-se observar dois eventos
térmicos. O primeiro evento, com pico endotérmico ocorrendo a temperatura de 42,86 °C
(Tonset) para OXAL, estd associado a desidratagdo do composto, uma vez que 0 mesmo se
encontra dihidratado. Para esse evento tem-se uma perda de massa corresponde a 1,47 mg,
sendo 28,6% da massa inicial utilizada na analise. O segundo evento, com pico também
endotérmico em 127,8 °C (Tonset), relaciona-se a sublimacdo do material’**. Neste evento
ocorre expressiva perda de massa quantificada em 3,65 mg, correspondente a 70,4% da massa
inicial (3,698 mg)®°. Em seguida, ocorre a decomposicéo térmica do material. A curva DTA
do OXAT mostra dois eventos endotérmicos. O primeiro evento que ocorre em 42,86 °C
(Tonset) € relativo a desidratagdo do material. E o segundo evento que ocorre em 127,81 °C

(Tonset) € relativo a sublimagéo do material.
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Figura 29 — Curvas TG/DTG-DTA dos co-amorfos e misturas fisicas: () RAM-OXA (3,0:1,0); (b) RAM-OXA
(3,0:1,0)mr; (c) RAM-OXA (2,5:1,0); (d) RAM-OXA (2,5:1,0)mr; (€) RAM-OXA (2,0:1,0); (f) RAM-OXA

(2,0:1,0)mr; (g) RAM-OXA (1,5:1,0); (h) RAM-OXA (1,5:1,0)mr.
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Tabela 11- Eventos térmicos observados nas curvas TG/DTG para os co-amorfos RAM-OXA e suas respectivas
misturas fisicas

. o Residuo
Amostra Perdade | Faixade Temperatura (°C) Am (%)
massa Tonset Tpico Tendset mg %
RAM-OXA | 2453 | 70,02 | 102,42 |0,147 | 2,79
(3,0:1,0) T 109,23 | 142,20 | 162,92 | 0,271 |5,14 3,19
i 172,75 | 193,16 | 223,42 | 0,331 | 6,27
v 236,28 | 330,77 | 421,55 | 4,360 | 82,61
RAM-OXA [ 26,05 | 67,19 | 111,50 |0,146 | 2,82
(3,0:1,0)mF I 112,25 | 162,89 | 170,48 | 0,283 | 5,46 5,49
1l 168,21 | 196,61 | 223,42 | 0,359 | 6,94
v 235,52 | 336,83 | 397,35 | 4,107 | 79,29
RAM-OXA | 23,68 | 60,95 | 105,45 |0,176 | 2,95
(2,5:1,0) 1 122,80 | 145,74 | 168,97 | 0,322 | 5,38 0,39
1 170,48 | 197,38 | 228,71 | 0,418 | 6,97
v 24459 | 347,18 | 425,33 |5,050 | 84,31
RAM-OXA | 26,99 | 75,68 | 11528 [0,312| 5,53
(2,5:1,0)mF 1 160,55 | 196,60 | 240,81 | 1,047 | 18,52 7,39
1 240,81 | 336,66 | 394,33 |5573| 68,56
RAM-OXA [ 29,68 | 64,01 | 111,50 |0,194 | 2,97
(2,0:1,0) T 127,38 | 194,56 | 233,25 | 1,007 | 15,40 6,59
1l 24535 | 347,99 | 434,41 |4,934 | 7543
RAM-OXA | 34,36 65,0 87,30 |0,192 | 4,46
(2,0:1,0)mr I 165,95 | 194,22 | 229,47 | 0,652 | 15,09 4,07
1l 234,76 | 347,42 | 432,90 |3,301 | 76,38
RAM-OXA [ 2366 | 62,75 | 104,69 [0,190| 3,23
(1,5:1,0) I 122,08 | 195,24 | 220,39 |1,032| 17,50 1,39
i 221,91 | 340,91 | 413,23 | 4,357 | 73,88
RAM-OXA | 26,80 | 75,65 | 103,18 |0,372|5,75
(1,5:1,0)mF 1 133,45 | 197,79 | 224,93 | 1,233 19,02 2,26
i 233,25 | 341,90 | 42155 |4,729 | 72,97
1 127,81 | 187,15 | 198,32 | 3,654 | 70,40

A Figura 29 ((a) e (b)) apresenta 0 comportamento termico do co-amorfo RAM-OXA
(3,0:1,0) e da mistura fisica RAM-OXA (3,0:1,0)wmr, através das curvas TG/DTG-DTA. Ao
analisar as curvas TG/DTG do co-amorfo RAM-OXA (3,0:1,0), verificam-se quatro eventos
térmicos relacionados aos quatro estagios de perda de massa do co-amorfo. O primeiro evento
estd localizado na regido I, iniciando em 24,53°C, cuja perda de massa corresponde a
desidratacdo do material e equivalente cerca de 2,79% da massa inicial. A segunda etapa de

perda de massa corresponde a decomposicdo do sistema multicomponente, resultando na
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liberacdo do acido oxalico em estado gasoso, que inicia em 109,23°C com perda de massa de
5,14%. A terceira etapa corresponde ao primeiro estagio da decomposicdo do material onde
resultou na perda de massa de 6,27% e teve inicio em 172,75°C. A quarta etapa corresponde
ao segundo estagio da decomposicdo do material onde resultou na perda de massa de 82,61%
e teve inicio em 236,28°C. Desse modo, a partir da analise verificou-se que o co-amorfo
apresenta boa estabilidade térmica com inicio de decomposi¢do em 172,75°C °C. A curva
TG/DTG da mistura fisica apresentou alguns eventos térmicos dos compostos de partida
(RAM e OXA). As curvas mostraram quatro eventos de perda de massa. A primeira etapa
corresponde a desidratacdo do material de cerca de 2,82% da massa total, observado na curva
TG/DTG do OXAT. A segunda etapa corresponde a sublimacdo do &cido oxalico, que inicia
em 112,25°C, correspondendo a uma perda de massa de 5,46%. O terceiro evento de perda de
massa corresponde a inicio da decomposicdo dos compostos de partida iniciando em
168,21°C, correspondendo a uma perda de massa de 6,94%. O quarto evento de perda de
massa correspondente a continuacdo da decomposi¢cdo do material iniciando em 235,52°C
com perda de cerca de 79,29% da massa total. A curva DTA da mistura fisica RAM-OXA
(3,0:1,0)mr apresentou trés eventos caracteristicos dos compostos de partida (RAM e OXA).
O primeiro evento endotérmico € atribuido a desidratacdo do OXA. O segundo evento térmico
é atribuido a fusdo do RAM com inicio em 94,05 °C, que apresenta faixa de temperatura de
fusdo entre 100 a 114 °C. O terceiro evento térmico € atribuido a sublimacdo do OXA, e
posteriormente, a curva DTA tem eventos de comportamento endotérmico caracteristicos da
decomposicdo da mistura fisica.

A Figura 29 ((c) e (d)) apresenta o0 comportamento térmico do co-amorfo RAM-OXA
(2,5:1,0) e da mistura fisica RAM-OXA (2,5:1,0) mr, através das curvas TG/DTG-DTA. Ao
analisar as curvas TG/DTG do co-amorfo RAM-OXA (2,5:1,0), verificam-se quatro eventos
térmicos relacionados aos quatro estagios de perda de massa do co-amorfo. O primeiro evento
estd localizado na regido I, iniciando em 23,68°C, cuja perda de massa corresponde a
desidratacdo do material e equivalente cerca de 2,95% da massa inicial. A segunda etapa de
perda de massa corresponde a decomposicdo do sistema multicomponente, resultando na
liberacdo do &cido oxalico em estado gasoso, iniciando em 122,80°C com perda de massa de
5,38%. A terceira etapa corresponde ao primeiro estagio da decomposicdo do material onde
resultou na perda de massa de 6,97% e teve inicio em 170,48°C. A quarta etapa corresponde
ao segundo estagio da decomposicdo do material onde resultou na perda de massa de 84,31%
e teve inicio em 244,59°C. Desse modo, a partir da analise verificou-se que o co-amorfo

apresenta boa estabilidade térmica com inicio de decomposi¢cdo em 170,48°C °C. A curva
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TG/DTG da mistura fisica apresentou alguns eventos térmicos dos compostos de partida
(RAM e OXA). As curvas mostraram trés eventos de perda de massa. A primeira etapa
corresponde a desidratacdo do material, com inicio em 26,99°C e cerca de 5,53% da massa
total, observado na curva TG/DTG do OXAr~. A segunda etapa ao inicio da decomposicdo dos
compostos de partida iniciando em 160,55°C, correspondendo a uma perda de massa de
18,52%. O terceiro evento de perda de massa correspondente a continuacdo da decomposicao
do material iniciando em 250,81°C com perda de cerca de 79,29% da massa total. A curva
DTA da mistura fisica RAM-OXA (2,5:1,0)mr apresentou 0s eventos caracteristicos dos
compostos de partida (RAM e OXA). O primeiro evento endotérmico € atribuido a
desidratacdo do OXA. O segundo evento térmico é atribuido a fusdo do RAM com inicio em
99,30 °C. O terceiro evento térmico é atribuido a sublimacdo do OXA, e posteriormente, a
curva DTA tem eventos de comportamento endotérmico caracteristicos da decomposi¢do da
mistura fisica.

A Figura 29 ((e) e (f)) apresenta o comportamento térmico do co-amorfo RAM-OXA
(2,0:1,0) e da mistura fisica RAM-OXA (2,0:1,0) mr, através das curvas TG/DTG-DTA. Ao
analisar as curvas TG/DTG do co-amorfo RAM-OXA (2,0:1,0), verificam-se trés eventos
térmicos relacionados aos trés estagios de perda de massa do co-amorfo. O primeiro evento
estd localizado na regido I, iniciando em 29,68°C, cuja perda de massa corresponde a
desidratacdo do material e equivalente cerca de 2,97% da massa inicial. A segunda etapa de
perda de massa corresponde ao primeiro estagio de decomposicdo térmica do material
iniciando em 127,38°C com perda de massa de 15,41%. A terceira etapa corresponde ao
estagio da decomposi¢cdo do material onde resultou na perda de massa de 75,43% e teve inicio
em 245,35°C. A curva TG/DTG da mistura fisica apresentou alguns eventos térmicos dos
compostos de partida (RAM e OXA). As curvas mostraram trés eventos de perda de massa. A
primeira etapa corresponde a desidratacdo do material, com inicio em 34,36°C e cerca de
4,46% da massa total. A segunda etapa corresponde ao inicio da decomposi¢do dos compostos
de partida iniciando em 165,95°C, correspondendo a uma perda de massa de 15,09%. O
terceiro evento de perda de massa correspondente a continuacdo da decomposicéo do material
iniciando em 234,76°C com perda de cerca de 76,38% da massa total. A curva DTA da
mistura fisica RAM-OXA (2,0:1,0)mr apresentou o primeiro evento endotérmico atribuido a
desidratacdo do OXA. O segundo evento térmico é atribuido a fusdo do RAM. O terceiro
evento térmico é atribuido a sublimagdo do OXA, e posteriormente, a curva DTA tem eventos
de comportamento endotérmico caracteristicos da decomposicéo da mistura fisica.

A Figura 29 ((g) e (h)) apresenta 0 comportamento térmico do co-amorfo RAM-OXA
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(1,5:1,0) e da mistura fisica RAM-OXA (1,5:1,0) mr, através das curvas TG/DTG-DTA. Ao
analisar as curvas TG/DTG do co-amorfo RAM-OXA (1,5:1,0), verificam-se trés eventos
térmicos relacionados aos trés estagios de perda de massa do co-amorfo. O primeiro evento
estd localizado na regido I, iniciando em 23,66°C, cuja perda de massa corresponde a
desidratacdo do material e equivalente cerca de 3,23% da massa inicial. A segunda etapa de
perda de massa corresponde ao primeiro estagio de decomposicdo térmica do material
iniciando em 122,08°C com perda de massa de 17,50%. A terceira etapa corresponde ao
estagio da decomposi¢cdo do material onde resultou na perda de massa de 73,88% e teve inicio
em 221,91°C. A curva TG/DTG da mistura fisica apresentou alguns eventos térmicos dos
compostos de partida (RAM e OXA). As curvas mostraram trés eventos de perda de massa. A
primeira etapa corresponde a desidratacdo do material, com inicio em 26,80°C e cerca de
5,75% da massa total. A segunda etapa corresponde ao inicio da decomposicdo dos compostos
de partida iniciando em 133,45°C, correspondendo a uma perda de massa de 19,02%. O
terceiro evento de perda de massa correspondente a continuagcdo da decomposicdo do material
iniciando em 233,25°C com perda de cerca de 72,97% da massa total. A curva DTA da
mistura fisica RAM-OXA (1,5:1,0)mr apresentou o primeiro evento endotérmico atribuido a
desidratacdo do OXA. O segundo evento térmico é atribuido a fusdo do RAM. O terceiro
evento térmico é atribuido a sublimacgdo do OXA, e posteriormente, a curva DTA tem eventos
de comportamento endotérmico caracteristicos da decomposicdo da mistura fisica.

Né&o foi possivel obter as curvas TG/DTG-DTA do co-amorfo RAM-OXA (1,0:1,0)
devido a quantidade ndo significativa de amostra para a realizacao da analise.

5.4.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As amostras também foram submetidas a caracterizacdo térmica por Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC). A Figura 30 apresenta as curvas de DSC obtidas
experimentalmente para 0 RAMy, OXAT, as misturas bindrias de RAM-OXA nas diferentes
razdes molares investigadas e a mistura fisica de RAM-OXA (1:1)mr. Os eventos observados

nestas curvas estdo sumarizados na Tabela 11.
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Tabela 12- Eventos térmicos observados nas curvas DSC para 0s compostos de partida (RAMt . OXAr) dos co-
amorfos RAM-OXA e da mistura fisica RAM-OXAwe (1,0:1,0)

Temperatura (°C) AHs
Amostras Eventos | Ti po Tonset Trico TeEndset KJ/mol
RAM~ I Fuséo 104,08 | 111,82 | 116,18 | -45,7

I Desidratacédo 48,0 53,42 58,67 -16,5
I Sublimacéo 111,0 | 141,25 | 150,72 | -66,3
I Desidratacédo 48,0 54,50 59,88 -19,0
I Sublimagao 116,0 | 138,17 | 153,83 | -63,7
I Desidratacédo 57,0 59,59 65,06 -6,5
I Sublimacéo 116,0 | 148,01 | 159,16 | -73,3
I Desidratacédo 58,0 63,32 68,85 -13,4
I Sublimacéo 119 151,87 | 165,31 | -49,9
I Desidratacdo 65,0 83,19 72,01 -5,9
I Sublimagéo 121,0 | 135,16 | 137,94 -8,4
| Desidratacdo 33,0 54,43 65,60 | -191,1

RAM-OXA (3,0:1,0)

RAM-OXA (2,5:1,0)

RAM-OXA (2,0:1,0)

RAM-OXA (1,5:1,0)

RAM-OXA (1,0:1,0)

RAM-OXA I Fusdo 110,0 | 113,87 | 116,85 | -17,5
(1,0:1,0)mr I Sublimacéo 1350 | 163,31 | 174,90 | -30,7
| Desidratacéo 26,54 57,66 65,61 -3,4

OXAr Il Sublimacéo 110,0 | 149,39 | 160,0 -3,9

A Figura 30 apresenta as curvas DSC obtidas para 0 RAMt, 0s co-amorfos RAM-
OXA, a mistura fisica RAM-OXAwmr (1:1) e 0 OXAt obtidos via MMLA, no qual sdo
indicadas as temperaturas Tonset de ocorréncia dos eventos térmicos observados, cujos
principais parametros termodinamicos observados encontram-se resumidos na Tabela 11. As
curvas DSC para o RAMr apresentaram um evento de carater endotérmico, referente a fuséo
do RAM, seguida da decomposicdo do farmaco, como descrito no item 5.2.1.2. Na analise da
curva DSC paras a amostra de OXAr, foi possivel observar dois eventos endotérmicos no
intervalo de temperatura analisado. O primeiro evento endotérmico é referente a desidratacdo
dos compostos, ja 0 segundo evento endotérmico refere-se a sublimagdo, como descrito no
item 5.2.2.2. A curva DSC da mistura fisica RAM-OXAwmr (1:1) mostrou trés eventos
térmicos bem definidos. O primeiro é caracteristico da desidratacdo do material, enquanto o
segundo e terceiro evento térmico podem ser atribuido a fusdo e sublimacdo dos compostos de
partida RAM e OXA, respectivamente. Este resultado confirma o resultado obtido por DRXP,
onde somente a mistura fisica ndo é suficiente para que ocorra interacao farmaco-coformador,

sendo necessario o método MMLA.
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As curvas DSC dos co-amorfos RAM-OXA nas diferentes razdes molares 3,0:1,0
2,5:1,0, 2,0:1,0, 1,5:1,0 e 1,0:1,0 nédo apresentaram nenhum evento de fusdo do RAMr, 0s eventos
presentes nas curvas estdo relacionados a desidratacdo do material e sublimacdo do OXAr,
respectivamente. Também ndo apresentam temperatura de transicao vitrea bem definida. Através da
técnica de DSC € possivel observar a transicdo vitrea (Tg) de materiais amorfos, como € o caso das
dispersdes solidas obtidas neste trabalho. Entretanto, estas curvas ndo apresentaram eventos referentes a
Tg dos co-amorfos, pois a possibilidade de relaxamento entalpico e perda de solvente na mesma
regido de temperatura onde ocorre a Tg de interesse dificultam a detecgéo deste evento nos
co-amorfos'®. As curvas obtidas apresentam caracteristicas de materiais amorfos, confirmando os
resultados obtidos por DRXP.
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6. CONCLUSAO

As dispersdes sOlidas tém se mostrado uma alternativa muito promissora para a
melhoria das propriedades fisico-quimicas dos farmacos, objetivando o aumento da sua
solubilidade aquosa, favorecendo o aumento da sua biodisponibilidade oral e da sua eficacia
terapéutica no tratamento medicamentoso de doencas. Neste trabalho foi possivel obter e
caracterizar cinco novas dispersdes sélidas de Ramipril, utilizando o Acido Oxalico como
coformador. Para auxiliar na elucidacdo das interacGes intermoleculares ocorridas entre 0s
compostos de partida, foi realizado um estudo computacional via metodologia baseada na
DFT. Este estudo possibilitou a obtencdo do mapa de potencial eletrostatico, além das
energias dos orbitais HOMO e LUMO e do gap de energia, bem como de indices de
reatividade. Posteriormente, foi utilizada a metodologia de Moagem Mecanoquimica Liquido-
Assistida (MMLA) para a obtencdo destas dispersdes. Apos a preparacdo dos co-amorfos
RAM-OXA (3,0:1,0), (2,5:1,0), (2,0:1,0), (1,5:1,0) e (1,0:1,0), estes materiais foram
caracterizados por DRXP, FTIR, ERD, TG,DTG-DTA e DSC.

A partir do estudo DFT, observou-se que os grupos funcionais carboxila e amino do
RAM e o grupo funcional carboxila do OXA podem participar de interac6es intermoleculares
tipo ligagcOes de hidrogénio. No entanto, a interacdo mais favoravel entre 0 RAM e 0 OXA
ocorreu entre o centro com alta densidade eletronica (grupo carboxila) localizado na regido
nucleofilica da molécula do RAM e o grupo doador de prétons (OH) localizado na regido
eletrofilica do OXA. Os resultados obtidos por DRXP confirmaram a natureza amorfa dos
novos materiais obtidos neste trabalho. Os resultados por ERD confirmaram a formacédo das
dispersdes sélidas RAM-OXA do tipo co-amorfos. Estes resultados mostraram que as bandas
de reflexdo do RAM estdo ausentes, indicando que os grupos funcionais deste farmaco
realizaram interacdes intermoleculares com grupos funcionais do OXA, como mostrado no
estudo DFT e, assim, eles ndo estdo disponiveis para a reflexdo. As analises dos co-amorfos
obtidas por FTIR também indicaram a ocorréncia destas interacfes intermoleculares e
interacdes eletrostaticas, pois os espectros FTIR dos co-amorfos apresentaram diferencas
significativas em relacdo aos espectros apresentados pelos compostos de partida e pela
mistura fisica destes compostos, onde foi possivel observar a auséncia da banda espectral
relativa a vibragdo do grupo funcional OH, confirmando os resultados obtidos via estudo DFT
e ERD. As curvas TG/DTG dos co-amorfos mostraram que estes materiais apresentam
estabilidade térmica até aproximadamente 172,75°C. As curvas DTA e curvas DSC destas

dispersdes sélidas ndo evidenciaram a ocorréncia de eventos térmicos referentes a fusédo,



79

confirmando a natureza amorfa destes materiais como observado nas analises deste material
obtidas por DRXP.

Assim, a realizacdo deste estudo foi de suma importancia, pois ele propiciou a
obtengdo de resultados que permitiram a preparacdo de novos materiais. Estes novos co-
amorfos de RAM poderdo ser utilizados para a produgéo de medicamentos mais eficazes para
o tratamento da Hipertensdo Arterial Sistémica. Estas dispersfes sélidas, por apresentarem
natureza amorfa, tendem a favorecer o aumento da hidrossolubilidade do RAM, em relacdo ao
RAM base livre cristalina, contribuido para maior biodisponibilidade deste farmaco,
favorecendo o aumento da sua eficécia terapéutica e para a reducao dos seus efeitos colaterais

e da taxa de abandono da terapia medicamentosa desta doenca.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para complementar os resultados deste trabalho, pretende-se realizar os seguintes
procedimentos com os co-amorfos de RAM-OXA (3,0:1,0), (2,5:1,0), (2,0:1,0), (1,5:1,0),
(1,0:1,0) obtidos neste trabalho:

o Ensaios de solubilidade aquosa e de perfil de dissolucdo in vitro;
. Caracterizacdo por Espectroscopia Raman;
o Avaliacdo da equivaléncia e bioequivaléncia farmacéuticas, bem como realizar

os estudos de citotoxicidade do co-amorfo;
. Estudo da estabilidade dos materiais obtidos neste estudo em diferentes
condigdes de temperatura e umidade (estabilidade de prateleira).
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APENDICE |

Estudos tedrico-computacionais realizados por TAVARES (2015)1° relataram a
possibilidade de ocorréncia de interacGes intermoleculares entre 0 RAM e o0s seguintes
aminoacidos: Acido Glutdmico (GLU), Alanina (ALA), Metionina (MET), Serina (SER),
Taurina (TAU), Tirosina (TIR), Treonina (TRE), Histidina (HIS), Glicina (GLI) e Prolina
(PRO). Para tanto, neste estudo, realizaram-se experimentos visando a investigacdo da
interacdo do RAM com estes aminoacidos para a obtencdo de DSFs deste farmaco, utilizando
as metodologias de MS para a interacdo do RAM com GLU, ALA, MET, SER, TAU, TIR,
TRE, HIS; MMLA para interacdo RAM com PRO; ELS para interacdo RAM com GL.I.

1.1 Metodologia
I.1.1 Investigacdo da interacdo do RAM com diferentes aminoéacidos

1.1.1.1 Via Método da Suspensédo (MS)

Para a obtencdo das misturas binarias, as massas dos compostos de partida foram
pesadas de modo a obter uma massa total de aproximadamente 100 mg, na proporgdo molar
de 1:1. As misturas obtidas, foram transferidas para um béquer de 150 mL, ao qual foram
adicionados 10 mL de MeOH e 10 mL de H2O para solubilizagdo dos componentes. Em
seguida, as solugdes resultantes de cada mistura binaria foram levadas a incubadora shaker,
onde permaneceu sob agitacdo de 150 rpm até a completa evaporacdo de solvente. Os
materiais resultantes, foram submetidos ao processo de secagem em estufa com circulacdo
forcada de ar a 50 °C por 2 horas, para eliminar possiveis residuos de solvente.
Posteriormente, os materiais foram coletados e encaminhados para caracterizacdo estrutural
por DRXP.

1.1.1.2 Via Evaporacdo Lenta do Solvente (ELS)

Para a obtencdo da mistura binaria, as massas dos compostos de partida foram pesadas
de modo a obter uma massa total de aproximadamente 100 mg, na proporgéo molar de 1:1. As
misturas obtidas, foram transferidas para um béquer de 150 mL, ao qual foram adicionados 30
mL de MeOH para solubilizagdo dos componentes. A solugdo resultante de cada mistura
binaria, foi devidamente coberta com filme PVC, onde foram feitos pequenos furos. Em

seguida, as solucdes foram deixadas em repouso em incubadora a temperatura de 25°C, até a
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completa evaporacdo do solvente. Os materiais resultantes foram submetidos ao processo de
secagem em estufa com circulacédo forcada de ar a 50 °C por 2 horas, para eliminar possiveis
residuos de solvente. Posteriormente, os materiais foram coletados e encaminhados para

caracterizagéo estrutural por DRXP.

1.1.1.3 Via Moagem mecanoquimica liquido-assistida (MMLA)

Para a obtencdo da mistura binaria, as massas dos compostos de partida foram pesadas
de modo a obter uma massa total de aproximadamente 100 mg, na propor¢do molar de 1:1.
Ap0s as massas dos compostos serem pesadas, foram transferidas para um gral de &gata, onde
foram adicionadas 6 gotas de metanol e triturados manualmente durante 20 minutos. Em
seguida, para garantir a completa evaporacdo do solvente, os materiais resultantes foram
colocados em estufa com circulacdo forcada de ar, a 50°C, durante duas horas.
Posteriormente, os materiais foram coletados e encaminhados para caracterizacao estrutural
por DRXP.
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1.2 Resultados e Discussao

1.2.1 Obtencdo das amostras

Figura 31- Imagens das misturas binarias () RAM-GLU (1:1)ws; (b)) RAM-ALA (1:1)ums; (¢) RAM-GLI
(1:1)ews; (d) RAM-MET (1:1)wms; (6) RAM-SER (1:1)wms; (f) RAM-TAU (1:1)wms; (9) RAM-TIR (1:1)wms; (h)
RAM-TRE (1:1)ws; (i) RAM-HIS (1:1)ms; (j) RAM-PRO (1:1)7, ap6s a completa evaporagdo do solvente.

1.2.2 Caracterizagao das amostras
1.2.2.1 Por DRXP
As amostras foram submetidas a caracterizagdo por DRXP, e a Figura 32 apresenta o0s

padrdes de difracdo dos materiais obtidos, que sdo comparados aos perfis de difragdo dos

COMPOStoS precursores.
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Figura 32 - Difratogramas dos compostos de partida, das misturas binarias (a) RAM-GLU (1:1)ws; (b) RAM-
ALA (1:1)ms; (€) RAM-GLI (1:1)eLs; (d) RAM-MET (1:1)wvs; (€) RAM-SER (1:1)ws; (f) RAM-TAU (1:1)wms; (9)
RAM-TIR (1:1)ws; (h) RAM-TRE (L1:1)ws; (i) RAM-HIS (1:1)ws; (j) RAM-PRO (1:1)7 obtidas via MS, ELS e
MMLA.

Com base nos padrdes de difracdo relativos a cada razdo molar de RAM e os

aminodcidos investigados, observou-se que ndo houve a formacdo de um novo material. Em

todos os difratogramas das misturas binarias € possivel observar a sobreposicdo de picos

cristalinos caracteristicos dos compostos de partida. Estes resultados indicaram que ndo houve

obtencdo de dispersdes sélidade de RAM com os amin&cidos utilizados como coformadores,
quando utilizado a razdo molar 1:1, via MS, MMLA e ELS.



