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RESUMO

As propriedades do estado sélido dos insumos farmacéuticos ativos
(IFAs) devem ser compreendidas porque estdo diretamente relacionadas
ao desempenho dos farmacos. Farmacos pouco solUveis apresentam
limitagbes na biodisponibilidade devido a baixa solubilidade e
velocidade de dissolucdo. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
aproximadamente 40% dos medicamentos administrados por via oral
pertencem as Classes Il e IV (baixa solubilidade; alta e baixa
permeabilidade, respectivamente) do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica, e, portanto, podem apresentar problemas de
biodisponibilidade. O efavirenz (EFV) e o mesilato de saquinavir
(SQVM) pertencem a estas classes, sdo utilizados no tratamento de
primeira linha de pacientes portadores do HIV, sdo fornecidos pelo SUS
e por isso sdo farmacos de interesse da industria nacional. Neste
contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a estrutura
cristalina, as caracteristicas do estado solido e as propriedades de
dissolucdo de fases solidas de EFV e saquinavir (SQV) visando a
biorrelevancia e o impacto destes farmacos no tratamento do HIV/
AIDS. Para o EFV, uma forma polimérfica (polimorfo 1) dezesseis
vezes mais sollvel e termodinamicamente mais estavel que a utilizada
pela industria, foi obtida. A caracterizacdo de IFAs de EFV, associada
aos resultados do teste de bioequivaléncia, possibilitou a correlacdo dos
resultados obtidos pelo perfil de dissolucéo e eficiéncia de dissolucdo
(DE), com a medida de tamanho de dominio cristalino. Tamanhos de
dominio cristalino inferiores a 100 nm forneceram os melhores valores
de DE. E provavel que exista um tamanho de dominio cristalino
“critico”, associado a determinado tamanho de particula, que assegure a
bioequivaléncia dos IFAs. O SQVM cristaliza no sistema monoclinico e
grupo espacial P2;. O estudo do perfil de dissolucdo, associado a
turbidimetria, e a avalicdo estrutural do cocristal de SQMV e lauril
sulfato de sédio (LSS) obtido, comprovaram ser este surfactante,
inapropriado para a avaliagdo das propriedades de dissolugdo do
farmaco devido a recristalizacdo do SQVM neste meio. Através da
avaliacdo estrutural do cocristal, e com o objetivo de explorar as
possibilidades de troca de anion para 0 SQVM, trés novas formas de
SQV foram obtidas com a aplicagcdo da Engenharia de Cristais. Todas
foram classificadas como isomorfas do SQVM. A forma de cloridrato,
com 38% de farmaco dissolvido em 90 minutos, poderia ser utilizada
como alternativa ao mesilato (43%).



Palavras-chave: efavirenz; mesilato de saquinavir; polimorfismo;
tamanho de cristalita; engenharia de cristais; biorrelevancia.



ABSTRACT

The solid state property of Active Pharmaceutical Ingredients (APISs)
should be understood because they are directly related to the
performance of drugs. Poorly soluble drugs present limitations in
bioavailability due to lower solubility and dissolution rate. According to
World Health Organization nearly 40% of orally administrated drugs
belong to Class Il (poorly soluble, high permeable) and Class 1V (poorly
soluble, poorly permeable) in the Biopharmaceutical Classification
System and, therefore, they may present problems of bioavailability.
Efavirenz (EFV) and saquinavir mesylate (SQVM) are drugs which
belong to Class Il and IV respectively. They are used in the first-line
treatment of HIV patients, they are provided by the Public Health
System (SUS-Brazil) and thus, they are interesting drugs to national
companies. For so, the aim of this work was to evaluate the crystalline
structure, the solid state characteristics and the dissolution properties of
EFV and SQVM solid phases targeting the biorelevance and the impact
of these drugs in the HIV/ AIDS treatment. A polymorphic form of EFV
(polymorph 1), sixteen times more soluble and thermodynamically
more stable than polymorph | (used by industry to formulate), was
obtained. The characterization of EFV APIs, correlated with the results
from bioequivalence test, allowed the correlation between data from
dissolution tests and dissolution efficiency (DE) with the crystalline
domain size measures. Crystalline domain size below 100 nm provided
the best values of DE. Probably there is a critical crystalline domain size
associated with particular particle size, which ensure the bioequivalence
of APIs. Concerning the SQVM, it crystallized in the monoclinic system
and space group P2;. The dissolution profile study, associated with both,
turbidimetry and structural analysis of the cocrystal of SQVM and
sodium lauryl sulphate (SLS) obtained, confirmed that this surfactant is
unsuitable for the evaluation of dissolution properties of this drug. The
SQVM recrystallized in that medium. Based on the structural analysis of
cocrystal and aiming to explore the possibility of anion-exchange for
SQVM, three new forms of SQV were obtained by applying the Crystal
Engineering. All the three forms were classified as being isomorphous
of SQVM. The hydrochloride form which presented 38% of drug
dissolved in 90 minutes could be used as an alternative to mesylate
(43%).

Keywords: efavirenz; saquinavir mesylate; polymorphism; crystalline
domain; crystal engineering; biorelevance.
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SUS — Sistema Unico de Saude

TEM — Microscopia Eletrénica de Transmissdo
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INTRODUCAO

No cenario mundial, o Brasil é destaque com relacdo ao
tratamento e a assisténcia aos pacientes portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Os medicamentos antirretrovirais
surgiram na década de 1980 e desde 1996 o pais fornece gratuitamente o
“coquetel” anti-Aids (WIGG, 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2012)
aos pacientes cadastrados no Programa Nacional de DST e AIDS (PN
DST/ AIDS). Hoje, 97% dos brasileiros diagnosticados como portadores
do HIV recebem o tratamento, acdo que vem contribuindo para a
reducdo da mortalidade, melhoria da qualidade de vida e sobrevida
desses pacientes. O mesmo Programa apoia a busca por tecnologias que
reduzam custos e melhorem a efetividade dos medicamentos.

De modo a cumprir objetivos da Terapia Antirretroviral
Altamente Ativa (HAART) como suprimir a carga viral abaixo dos
limites de detecgdo e restabelecer a fungdo imune através do aumento no
namero de células T CD4+ (CHEN; HOY; LEWIN, 2007), é notavel a
necessidade de melhorar propriedades como biodisponibilidade,
citotoxicidade e intervalo de dose dos medicamentos utilizados na
terapia (NOWACEK et al., 2011). Portanto, melhorar a solubilidade e
incrementar as propriedades de dissolucdo é questdo essencial para a
biodisponibilidade adequada destes medicamentos.

O antirretroviral efavirenz (EFV) pertence a classe dos
inibidores de transcriptase reversa ndo-analogos de nucleosideo
(NNRTI) e compbe a HAART no tratamento do virus tipo 1 da
imunodeficiéncia humana (ESTE; CIHLAR, 2010; PERONI et al.,
2011). Foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em
setembro de 1998 e é indicado sempre em combinacdo com outros
farmacos no tratamento de primeira linha em adultos e criangas
(CHIAPPETTA et al., 2010). Protegido por patente até 2012, em maio
de 2007 foi declarado ser de utilidade publica pelo presidente Luiz
Indcio Lula da Silva. A partir de entdo o Laboratério Nacional
Farmanguinhos — Fundagdo Oswaldo Cruz — (FIOCRUZ) (ELIAS,
2009) e o Laboratéorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(LAFEPE) passaram a fabricar o medicamento, distribuindo-o na rede
publica de salde.

O mesilato de saquinavir (SQVM) foi o primeiro inibidor de
protease (PI) aprovado pelo FDA em dezembro de 1995 (JAIN et al.,
2007). Em novembro de 1997 foi novamente aprovado, desta vez como
saquinavir (SQV), mas retirado do mercado em 2006. A inclusdo do
SQVM na HAART tem melhorado significativamente os resultados


http://www.aids.gov.br/
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clinicos em pacientes com AIDS (PATHAK et al., 2010). O SQVM
pertence a Classe IV do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
(BCS), ou seja, apresenta baixa solubilidade aquosa, baixa
permeabilidade (AMIDON et al., 1995; LIDENBERG et al., 2004;
BELOQUI et al., 2013) e consequentemente baixa biodisponibilidade (<
4%) (PATHAK et al., 2010).

EFV e SQVM sédo importantes farmacos envolvidos em uma
questdo de salde publica mundial, pertencem as Classes Il e IV do BCS
e compBem a Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME, 2014). Dessa maneira é de interesse da industria nacional e
das politicas de salde, a obtencdo de sistemas capazes de aumentar a
biodisponibilidade, possibilitar o desenvolvimento de novas formulagdes
e futuramente permitir a sua avaliagdo com relacdo a diminuicdo da
dosagem. Portanto, a avaliacdo estrutural e o conhecimento das
propriedades do estado sélido e de dissolugdo de ambos os farmacos séo
de fundamental importancia.

A engenharia de cristais, através de processos de cristalizacao,
oferece varias possibilidades para a melhoria das propriedades de
solubilidade, taxa de dissolugdo e biodisponibilidade de fA&rmacos pouco
sollveis (DATA; GRANT, 2004; BLAGDEN et al., 2007). A obtencéo
de cocristais e polimorfos, além da influéncia das condicbes de
cristalizacdo no héabito cristalino e morfologia das particulas, séo
algumas dentre as varias possibilidades (BLAGDEN et al., 2007). Outra
questdo importante no melhoramento das propriedades do estado sélido
e avaliacdo dos farmacos puros seria a busca pelas matérias-primas com
as melhores caracteristicas fisico-quimicas. A micronizacdo, téo
comumente empregada, implica em modificacdo fisica como forma de
promover reducdo do tamanho das particulas e aumento da érea
superficial (VOGT; KUNATH; DRESSMAN, 2008; FERRAZ, 2009;
PANKAJ et al., 2011; BRANHAM; MOYO; GOVENDER, 2012) e
consiste em um processo de alta energia. Os insumos obtidos por esse
processo nao podem ser caracterizados apenas pela distribuicdo do
tamanho de particula, a caracterizagdo microestrutural (tamanho de
cristalita e microstrain) é necessaria (POURGHAHRAMANI et al.,
2008).

Este trabalho contempla, com relacdo ao EFV, a obtencéo e a
caracterizacdo de uma forma polimorfica mais estavel e sollvel, e sua
comparagdo com o polimorfo atualmente utilizado pela inddstria. Além
disso, traz a caracterizacdo do estado solido de seis lotes deste farmaco,
sendo um deles aprovado no teste de bioequivaléncia. Vale ressaltar que
para 0 EFV ha a necessidade de estudos de bioequivaléncia para a
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producdo de medicamentos genéricos como forma de assegurar a sua
eficacia terapéutica. Tais estudos foram conduzidos por Bedor e
colaboradores e por Honério e colaboradores (BEDOR et al., 2011,
HONORIO et al., 2013), e estdo de acordo com o estabelecido pela
ANVISA (BRASIL, 1999) e em conformidade com as recomendages
internacionais para estudos de bioequivaléncia. Um medicamento
genérico é considerado bioequivalente, se a velocidade e a extenséo de
absorgdo ndo demonstrar diferenca significativa em relacdo ao
medicamento de referéncia, quando administrado na mesma dose molar
da molécula ativa e nas mesmas condi¢bes experimentais (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2007).

A avaliacdo microestrutural, tdo difundida nas Ciéncias dos
Materiais, onde a correlagcdo entre microestrutura e desempenho dos
materiais como ceramica e ligas metalicas tem sido reconhecida, €
inovadora nas Ciéncias Farmacéuticas. Tal investigagdo é primeiramente
realizada neste trabalho, e prova ser um dos mais importantes
parametros a influenciar diretamente as propriedades de dissolugdo dos
Insumos Farmacéuticos Ativos (IFAs). Através das medidas de tamanho
de dominio cristalino foi possivel estabelecer uma relacéo direta entre
esta propriedade e a taxa de dissolucdo intrinseca. Além disso, pode-se
concluir que o controle dos pardmetros de microestrutura pode garantir o
desempenho do farmaco em termos de bioequivaléncia e
biodisponibilidade.

O SQVM foi caracterizado com relacdo as propriedades do
estado sdlido, 0 monocristal foi obtido e a sua estrutura ndo conhecida
até entdo, foi resolvida e depositada. O comportamento anémalo do
perfil de dissolucdo obtido para 0 SQVM em lauril sulfato de sddio
(LSS) 0,25% foi investigado e justificado atraves da turbidimetria e da
analise estrutural do cocristal SQVMSLS obtido. Além disso, a
aplicacdo da engenharia de cristais permitiu a obtencdo de novas formas
de SQV com a producdo de monocristais e a resolu¢do de trés novas
estruturas. As propriedades do estado sélido foram investigadas para
todas as formas obtidas.

Neste contexto a tese foi organizada e esté apresentada na forma
de capitulos. A revisdo bibliografica estd apresentada no capitulo I. O
capitulo Il refere-se ao EFV. Apresenta a obtencéo e caracterizacdo de
uma forma polimérfica do farmaco frente ao polimorfo utilizado pela
inddstria atualmente para formular. Segue com o estudo da
biorrelevancia das propriedades do estado solido através da analise da
microestrutura, questdo inovadora nas Ciéncias Farmacéuticas. Finaliza
com a demonstracdo de um método de velocidade de dissolucao
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intrinseca (MVDI) capaz de diferenciar além de polimorfos, tamanhos
de dominio cristalino para este fArmaco. Nesta avalicdo, o MVDI foi
capaz de diferenciar a amostra aprovada no teste de bioequivaléncia
daquela ndo aprovada. O capitulo Ill é dedicado ao SQVM e nele
constam: a caracteriza¢do no estado sélido do farmaco, a resolucdo da
estrutura do monocristal obtido e a compreensdo do comportamento
andmalo do perfil de dissolucdo para este farmaco. Além disso, a
engenharia de cristais é utilizada para a obtencdo de novas formas de
SQV. A discussao geral € apresentada no Capitulo IV. Como apéndices
constam os artigos publicados e um submetido para publicagéo.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 OBJETIVO GERAL

Auvaliar a estrutura cristalina, as caracteristicas no estado solido
e as propriedades de dissolucdo de fases solidas de EFV e SQV visando
a biorrelevancia e o impacto destes farmacos no tratamento do HIV/
AIDS.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Obter polimorfo(s) de EFV e caracteriza-lo(s) através de
técnicas termoanaliticas (DSC/ TG), espectroscépicas (Raman — RS e
Infravermelho — FT-IR), de microscopia (SEM), de difracdo de raios X
pelo método do pd (XRPD), ressonédncia magnética nuclear em sélidos
(ss-NMR) e velocidade de dissolucdo intrinseca (VDI). Além disso,
classificar como monotrdpica ou enantiotrdpica a relagdo termodinamica
entre o(S) mesmo(s).

e  Otimizar e validar um método para quantificacdo de EFV
no teste de dissolucéo intrinseca com emprego da cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

e  Caracterizar IFAs de EFV através de SEM, XRPD,
radiagdo sincrotron, software PM2K, distribuicdo de tamanho de
particula, perfil de dissolucdo, eficiéncia de dissolucdo (DE) e VDI.

e Avaliar a biorrelevancia das propriedades do estado sélido
de EFV através da relacdo entre tamanho de dominio cristalino,
distribuicdo de tamanho de particula, DE e VDI para os IFAs deste
farmaco e correlacionar estes resultados com os obtidos nos ensaios in
vivo (bioequivaléncia).

e  Obter o monocristal de SQVM e refinar sua estrutura.

e  Caracterizar o IFA SQVM por meio de DSC/ TG, SEM,
RS, FT-IR, XRPD.

e Realizar o perfil de dissolucéo e explicar o comportamento
andmalo observado para 0 SQVM a partir da avaliacdo estrutural.
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e  Obter, através da engenharia de cristais, novas formas de
SQV.

e  Caracterizar as novas formas de SQV obtidas, através das
técnicas de caracterizacdo do estado sélido e da avaligdo cristalografica
dos monocristais produzidos.



CAPITULO I - REVISAO DA LITERATURA







33

1.1 HIV/ AIDS

A AIDS, sindrome da imunodeficiéncia humana foi descrita
pela primeira vez nos Estados Unidos em 1981 (ANDERSON;
KAKUDA; FLETCHER, 2008). A infeccdo pelo virus HIV e a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), referida como
HIV/AIDS, constituem uma doenca infecciosa de grande desafio para a
salde publica mundial (OJEWOLE et al., 2008).

O HIV-1 é o agente etiolégico das infeccdes em todo o mundo,
enquanto o HIV-2 é mais prevalente no oeste da Africa (OJEWOLE et
al., 2008; WIGG, 2008). O retrovirus HIV-2 também causa a doenca,
mas apresenta-se menos virulento, transmissivel e prevalente que o
HIV-1 (ANDERSON; KAKUDA; FLETCHER, 2008; WIGG, 2008;
OJEWOLE et al., 2008).

Na infeccdo o sistema imunol6gico é superativado na tentativa
de eliminar as novas particulas virais produzidas, mas os virus
conseguem destruir as células que normalmente seriam capazes de
elimina-los. Isso leva a liberacdo de citocinas e a expressdo de
correceptores para 0 HIV na superficie de linfécitos com aumento da
populagdo viral até que o sistema imunoldgico do individuo comece a
apresentar manifestagdes de imunodeficiéncia (WIGG, 2008).

Quando isso acontece infec¢Ges oportunistas por Pneumocystis
carinii e Mycobacterium tuberculosis, canceres (STODDART; REYES,
2006; ANDERSON; KAKUDA; FLETCHER, 2008) e deméncia
(STODDART; REYES, 2006) podem ocorrer, e sem tratamento, a
infeccdo pelo HIV-1 ¢ fatal no periodo entre 5 a 10 anos (STODDART;
REYES, 2006).

1.2 Situacéo da AIDS em Santa Catarina, no Brasil e no mundo

De acordo com os (ltimos dados da Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS (UNAIDS) de 2015 sobre HIV/AIDS, até
2014 existiam no mundo 36,9 milhdes de pessoas portadoras de HIV.
No ano de 2000 menos de 1% dos portadores de HIV em paises de baixa
e média renda tinham acesso a terapia antirretroviral. De 2000 a 2014 o
nlmero de pessoas com acesso a terapia aumentou em 40%, o que fez
com que 0 numero de O6bitos por doengas relacionadas a AIDS
apresentasse reducdo de 42% desde 2004 (UNAIDS, 2015 (a)). Segundo
a UNAIDS, o nuimero de 6bitos por doencas relacionadas a AIDS,
apresentou reducdo de 2,0 milhdes em 2005 para 1,2 milhes em 2014, e
ainda mais significativa foi a queda no nimero de 6bitos por tuberculose
em pacientes portadores do virus, 32% de reducdo desde 2004
(UNAIDS, 2015 (b)). A significativa redugdo no ndmero de 6bitos em
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paises de baixa e média renda desde 1995 deve-se a introducdo de
terapia antirretroviral e ao progresso no acesso ao tratamento (UNAIDS,
2011). Depois da introducéo da terapia antirretroviral altamente ativa
(HAART), a AIDS passou a ser considerada uma doencga cronica, que se
tratada de maneira adequada, diminui consideravelmente a
probabilidade de adoecimento e morte. Além disso, estudos recentes
evidenciaram que o tratamento néo sé é eficaz para o controle da doenga
e melhoria da qualidade de vida, mas também para a diminuicdo da
transmissao do virus. De acordo com o Ultimo Boletim Epidemioldgico
divulgado pelo Ministério da Salde (dados referentes aos casos de
infeccdo pelo HIV notificados até 30/06/2015), nos dltimos dez anos,
observou-se uma queda de 5,0% no coeficiente de mortalidade de AIDS
no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). No entanto, essa redugo
ndo foi observada em todas as regifes do pais. As regides Sul e Sudeste
apresentaram redugdo de 10,6 e 19,7%, respectivamente. Nas regifes
Norte e Nordeste, observou-se, no mesmo periodo, um aumento de 58,6
e 34,3% desse indice. A UNAIDS relata ainda, um avanco significativo
nos casos relacionados a transmissdo entre mée e bebé, o que pode
ocorrer durante a gravidez, parto ou amamentagdo. Para estes casos, 0s
nlmeros mostram que em média 73% das gestantes portadoras do HIV
tiveram acesso a terapia antirretroviral e em alguns paises, esse
percentual foi de 79%. Assim, entre os anos de 2000 e 2014 o nimero
de novas infecgdes por HIV em criangas foi reduzido em 58%
(UNAIDS, 2015 (b)).

Em Santa Catarina, segundo dados da Vigilancia
Epidemioldgica, de 1984 a dezembro de 2014 foram notificados 37.704
casos de AIDS (DIVE, 2014(a)). Segundo dados da Vigilancia
Epidemioldgica de 2013, o estado ocupa a terceira posi¢cdo com relagdo
a taxa de detec¢do do virus no cenario nacional, atras apenas dos estados
do Rio Grande do Sul e Amazonas. E também o terceiro estado em
ntmero de 6bitos, com o Rio Grande do Sul e o estado do Rio de Janeiro
ocupando o primeiro e segundo lugar, respectivamente (DIVE, 2014(b)).
Com relacdo ao numero de criancas infectadas, oitenta e trés casos
foram notificados no ano de 1998 (DIVE, 2011), contra treze casos em
2013 (DIVE, 2014(a)). A melhor assisténcia ao pré-natal, parto e
puerpério podera contribuir de forma ainda mais efetiva para a
eliminacdo dos casos evitaveis de transmissdo vertical do virus no
Estado e reduzir para 2% a taxa de transmissdo (DIVE, 2011). Segundo
dados da Geréncia de Vigilancia das DST/ HIV/ AIDS/ HV de 2013
essa taxa é de 3,2%, portanto, superior ao valor estabelecido como
adequado quando da utilizagdo das medidas profilaticas. Dessa maneira,
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faz-se necessario conhecer os fatores que influenciam na reducdo desse
indicador e adequa-los (DIVE, 2013). Também em Santa Catarina,
observam-se taxas de mortalidade superiores as do Brasil. O nimero de
6bitos vem aumentando a cada ano, 29% dos 6bitos ocorrem no grupo
etario de 25 a 34 anos e 25% entre 35 e 44 anos (DIVE, 2014(b)).

No Brasil, embora estabilizada, a epidemia ainda apresenta
desafios. Nos primeiros quinze anos a epidemia (1980 — 1995),
concentrou-se nas capitais do Sul, Sudeste e em alguns municipios de
Sdo Paulo. No periodo de 1995 a 2004, verificou-se expansdo da
concentracdo dos casos nas capitais da regido Nordeste, Centro-Oeste e
duas capitais do Norte. Entre os anos de 2005 e junho de 2015,
observou-se uma expansdo para todo o territério nacional, com
aproximadamente 410 mil casos registrados (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015). O relatério divulgado em novembro de 2011 pelo
Programa Conjunto das Nagfes Unidas sobre HIV/ AIDS (UNAIDS)
apontou o modelo brasileiro de prevencdo do HIV e assisténcia como
sendo um dos melhores do mundo. Os medicamentos antirretrovirais
surgiram na década de 1980 e desde 1996 o Brasil distribui
gratuitamente o “coquetel” anti AIDS (WIGG, 2008; MINISTERIO DA
SAUDE, 2012) aos pacientes devidamente cadastrados no Programa
Nacional de DST e AIDS (PN DST/ AIDS). Hoje o Sistema Unico de
Salde (SUS) oferece tratamento antirretroviral a 97% dos brasileiros
diagnosticados como portadores do HIV, e a adog¢do dessa politica social
tem levado a reducdo da mortalidade, melhoria da qualidade e sobrevida
dos pacientes em tratamento. Além disso, as taxas de hospitalizacéo
foram reduzidas, o que gerou uma economia de mais de US$ 2 bilhGes
até 2006 (SANTOS, 2010). Assim, a politica brasileira de tratamento
antirretroviral tem sido apontada como modelo para outros paises. Além
da questdo social o Programa apoia a¢Bes governamentais mais
sustentaveis, dentre as quais a busca por tecnologias alternativas que
reduzam custos e melhorem a efetividade dos medicamentos.

Uma importante estratégia do governo é assegurar o acesso dos
antirretrovirais aos pacientes portadores do HIV em face da dependéncia
do mercado brasileiro aos fornecedores internacionais de IFAs
(BRASIL, 2005). De acordo com Santos, 2010, foram gastos em 2008,
cerca de R$ 836 milhdes (US$ 456 milhdes) na aquisicdo de
antirretrovirais para o atendimento de 190 mil pacientes. O problema é
que, com o amadurecimento do Programa, 0s gastos com a compra de
antirretrovirais patenteados passaram a representar um peso crescente no
orcamento. Parte do aumento dos gastos nos Gltimos anos também esta
relacionada ao préprio sucesso do Programa, principalmente devido a
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expansdo da cobertura e a sobrevida dos pacientes. Portanto, hd uma
necessidade constante de diminuir os custos de producdo nacional de
tais medicamentos modificando as formas farmacéuticas existentes,
buscando tecnologias mais eficazes com um custo de producdo mais
barato, além de continuar incentivando a producéo nacional de novos
medicamentos. Em 2005, dos 19 medicamentos utilizados no “coquetel”
contra a AIDS, 9 ja eram produzidos por laboratérios nacionais, no
entanto, a importacdo dos 10 restantes representava 72% dos gastos do
programa. Portanto, o alto custo dos antirretrovirais patenteados era uma
ameaca a viabilidade do programa brasileiro. Assim, em maio de 2007 o
presidente Luiz Inacio Lula da Silva declarou de utilidade publica um
medicamento protegido por patente até 2012, o antirretroviral efavirenz
(EFV), até entdo produzido pela multinacional Merck Sharp & Dohme
(MSD). A partir de entdo o laboratdrio nacional Farmanguinhos
(FIOCRUZ - Fundacdo Oswaldo Cruz) passou a fabricar o
medicamento, distribuindo-o na rede publica de satde (ELIAS, 2009). O
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) também
produz o medicamento.

A produgdo de EFV, assim como de outros antirretrovirais por
laboratérios nacionais, reduz a dependéncia brasileira do mercado
farmacéutico mundial com o fortalecimento da base de produgédo
nacional (Pharmacia Brasileira, 2008). Exemplo pratico para o
aprimoramento tecnolégico consiste no emprego de alternativas com
vistas a modular a dissolucéo de farmacos pouco sollveis. Tais objetivos
sdo alcancados, por exemplo, atraves do lancamento de Editais como o
PPSUS 2009, sob o titulo: “Desenvolvimento de Estratégias
Farmacocinéticas para Melhoria das Caracteristicas Biofarmacéuticas do
Saquinavir, um Inibidor de Protease do HIV, e Avaliagdo da sua
Absorcao Intestinal in Vitro e da sua Biodisponibilidade in Vivo”. Tal
projeto é fruto da parceria governamental entre a Fundagdo de Apoio a
Pesquisa Cientifica e Tecnologica do Estado de Santa Catarina —
FAPESC, o Ministério da Salde - MS, o Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPg/MCT e a Secretaria
de Estado da Saude - SES/SC. O objetivo € solucionar os problemas
relacionados a absorcdo do farmaco em questdo, melhorar a adeséo ao
tratamento, diminuir custos de producdo e contribuir para o
aprimoramento e conhecimento cientifico na area de assisténcia as
pessoas vivendo com HIV/AIDS.
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1.3 Curso Clinico da Doenca

A compreensdo do ciclo de vida do HIV é necesséaria porque as
estratégias utilizadas para o tratamento tém como alvo vérias etapas do
ciclo (Figura 1). Uma glicoproteina externa presente na superficie do
virus — a gp 120 - liga-se a proteinas receptoras CD4 presentes na
superficie de linfécitos T, mondcitos, macréfagos, células dendriticas e
micréglia do cérebro possibilitando a entrada do virus nestas células. A
gp 160 é composta de duas subunidades — gp 120 e gp 41. A ligacdo do
virus ao CD4 ocorre devido a subunidade gp 120 (ANDERSON;
KAKUDA; FLETCHER, 2008). Além de ser um passo fundamental
para a entrada do virus nas células, a ligagdo da glicoproteina gp 120 ao
receptor CD4 também interfere com as vias intracelulares de transducédo
de sinal e promove a apoptose das células TCD4+ (WIGG, 2008). O
receptor CD4 sofre uma alteracdo conformacional e a glicoproteina gp
120 liga-se também a um segundo receptor ou correceptor que é
representado por algumas moléculas receptoras para quimiocinas (em
especial CCR5 e CXCR4) (ANDERSON; KAKUDA; FLETCHER,
2008; WIGG, 2008). O correceptor CCR5 presente na superficie das
celulas promove a ligagdo de virus que apresentam tropismo para
macrdéfagos, monoécitos e células dendriticas. Esses virus sdo
transmitidos preferencialmente por mucosas e via endovenosa. CXCR4
é correceptor para virus que apresentam tropismo por células T, os quais
sdo detectados em estagios tardios da doenca, normalmente
(ANDERSON; KAKUDA; FLETCHER, 2008; WIGG, 2008; KINDT;
GOLDSBY; OSBORNE, 2008). O dominio fusogénico da gp 41 e do
correceptor CXCR4 promove a fusdo com a internalizacdo do material
genético viral e das enzimas necessarias a replicacdo (KINDT,;
GOLDSBY; OSBORNE, 2008). Apds internalizacdo, a proteina viral
gue reveste o acido nucleico (capsideo) é perdida e o processo de
replicacdo tem inicio (ANDERSON; KAKUDA; FLETCHER, 2008;
KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008). A fita simples de RNA precisa
ser transcrita a DNA. A transcriptase reversa € responsavel por essa
tarefa (ANDERSON; KAKUDA; FLETCHER, 2008; WIGG, 2008). E
relatado pela literatura que muitos erros ocorrem durante o processo de
transcricdo, gerando defeitos no DNA, fato que contribui para a
manutenc¢do do virus, permitindo que “engane” o sistema imunoldgico,
dificultando o desenvolvimento de uma vacina e promovendo resisténcia
aos antirretrovirais disponiveis (ANDERSON; KAKUDA; FLETCHER,
2008). Apos a transcricdo, a dupla fita de DNA migra para o nlcleo e é
integrada ao cromossoma da célula do hospedeiro pela integrase
(ANDERSON; KAKUDA,; FLETCHER, 2008; WIGG, 2008; KINDT;
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GOLDSBY; OSBORNE, 2008). A integrase incorpora 0 DNA do virus
ao material genético do hospedeiro. A expressao dos genes virais resulta
na transcricdo do RNA a partir do DNA do virus e na traducio das
proteinas virais, Tat, Nef, Ver, Vpu, Vif e Vpr, responsaveis por
aumentar a replicacdo e inibir a imunidade inata (SOUZA; ALMEIDA,
2003; KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008; WIGG, 2008;
ANDERSON; KAKUDA; FLETCHER, 2008). Estas proteinas sao
produzidas como precursoras de poliproteinas; com o RNA viral
permanecem na superficie celular e sdo incorporadas as particulas virais
que “brotam” na membrana celular. As poliproteinas sdo processadas a
proteinas e enzimas estruturais funcionais e entdo as particulas virais
estdo na forma ativa, prontas para infectar novas células (SOUZA,
ALMEIDA, 2003; KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008; WIGG,
2008).

Figura 1. Ciclo de replica¢do do HIV e local de agdo dos medicamentos
antirretrovirais (Fonte: adaptacdo de www.biology.arizona.edu).
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1.4 Tratamento

Os medicamentos antirretrovirais surgiram na década de 1980 e
desde 1996 o Brasil distribui gratuitamente o “coquetel” anti AIDS
(WIGG, 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2016 (a)). De acordo com
dados do Ministério da Saide, em dezembro de 2014, 404 mil pacientes
estavam em tratamento com os 22 medicamentos antirretrovirais
distribuidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Deste total, 11
antirretrovirais sdo produzidos no pais atualmente: atazanavir,
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didanosina, efavirenz, estavudina, lamivudina, nevirapina, saquinavir,
tenofovir, zidovudina e as associa¢fes zidovudina e lamivudina e
tenofovir e lamivudina (Ministério da Saude, 2016 (b)). O Ministério da
Saude divide em cinco classes os 22 antirretrovirais (Quadro 1)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016 (a)) e de acordo com o GUIA para
Uso de Antirretrovirais em Adultos e Criancas Infectados pelo HIV-1 de
2011, sdo mais de 20 os medicamentos classificados em seis grupos,
sendo que os antagonistas de CCR5 ndo constam na classificagdo
brasileira (NI1H, 2011).

Quadro 1 — Resumo das classes de medicamentos antirretrovirais
(adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2016 (a)).

MEDICAMENTOS ANTIRRETROVIRAIS

Classe Medicamentos
Inibidores de Transcriptase abacavir, didanosina, estavudina,
Reversa Analogos de lamivudina, tenofovir, zidovudina
Nucleosideos (NRTI) e a combinacao lamivudina/
zidovudina

lamivudina/ tenofovir

Inibidores de Transcriptase efavirenz, etravirina, nevirapina
Reversa Nao-Analogos de
Nucleosideos (NNRTI)

atazanavir, darunavir, indinavir,
lopinavir, nelfinavir, ritonavir,

Inibidores de Protease (PI) fosamprenavir, tipranavir e
saquinavir
Inibidores de Fusédo enfuvirtida

Inibidores de Integrase raltegravir
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De acordo com dados do Departamento de DST, AIDS e
Hepatites Virais (DDAHV) do Ministério da Salde, ap6s a introducgéo
da terapia antirretroviral e entre os anos de 2001 e 2012, o namero de
6bitos diminuiu em aproximadamente 13% no Brasil (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

Os Inibidores de Transcriptase Reversa ndo Andalogos de
Nucleosideos (NNRTIs) atuam inibindo a Transcriptase Reversa, mas
ndo requerem fosforilagdo intracelular (CHEN; HOY; LEWIN, 2007
MINISTERIO DA SAUDE, 2016 (a)). Efavirenz, nevirapina e etravirina
sdo os NNRTIs utilizados no Brasil, sendo este ultimo, disponibilizado
no final de 2010 para os casos de resisténcia (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010). No Brasil, o EFV é o medicamento de escolha em
relacdo a nevirapina por apresentar elevada poténcia de supresséo viral,
eficacia a longo prazo e menor risco de efeitos adversos (WIGG, 2008).
Um estudo de revisdo dos NNRTIs dos Gltimos 20 anos classificou o0s
NNRTIs como de Primeira Geracdo — nevirapina, efavirenz e
delavirdina e Next generation — etravirina, rilpivirina, lersivirina,
RDEAB806, IDX899, e relatou ser a etravirina o primeiro NNRTI a
demonstrar eficicia terapéutica em pacientes resistentes aos demais
NNRTIs (BETHUNE, 2010).

Os Inibidores de Transcriptase Reversa Analogos de
Nucleosideos (NRTIs) sdo os antirretrovirais mais prescritos. Atuam
inibindo a transcriptase reversa do HIV e evitam a formagdo do DNA
viral (CHEN; HOY; LEWIN, 2007). Zidovudina, lamivudina, abacavir,
didanosina, estavudina e o tenofovir sdo os antirretrovirais pertencentes
a esta classe no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2016 (a)). Outros
estudos citam como pertencentes a esta classe a zalcitabina (CIHLAR,;
RAY, 2010) e a emtricitabina (CHEN; HOY; LEWIN, 2007; CIHLAR;
RAY, 2010).

Inibidores de Protease (Pls) impedem a a¢do da enzima protease
e, consequentemente, a producdo de novos virus (CHEN; HOY;
LEWIN, 2007). Sdo pertencentes a esta classe: saquinavir, ritonavir,
indinavir, nelfinavir, fosamprenavir, lopinavir, atazanavir e darunavir
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016 (a)). Um estudo de revisio sobre os
15 anos dos inibidores de protease inclui nesta classe outro
antirretroviral, o tripanavir, e classifica 0s quatro primeiros farmacos
citados anteriormente como pertencentes a primeira geracdo de
inibidores de protease e 0s cinco Ultimos como pertencentes & segunda
geracdo (WENSING; MAARSEVEEN; NIJHUIS, 2010).

Inibidores de Fusdo sdo responsaveis por impedir a entrada do
virus na célula, os inibidores de fusdo pertencem a um grupo de
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inibidores de entrada (TILTON; DOMS, 2010). Enfuvirtida é o
antirretroviral ~ representante  desta  classe, ndo  apresenta
biodisponibilidade oral e por isso € administrado por inje¢do subcutanea;
ndo é licenciado para tratamento de pacientes naive’ (CHEN; HOY;
LEWIN, 2007).

Os inibidores da Integrase sdo uma nova classe de
antirretrovirais, inibem irreversivelmente a integragdo do DNA do virus
ao genoma do hospedeiro, e, portanto, a replicacdo viral e a sua
capacidade de infectar novas células (CHEN; HOY; LEWIN, 2007). O
raltegravir, Unico representante at¢é o momento (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016 (a); CHEN; HOY; LEWIN, 2007), é fornecido no SUS
atualmente (ABIA, 2015).

O tratamento do HIV/AIDS teve inicio com a zidovudina ha 25
anos e evoluiu para a HAART (ESTE; CIHLAR, 2010). Na HAART,
pelo menos trés antirretrovirais sao utilizados, dois NRTI’s e um NNRTI
ou dois NRTI’s € um Pl mais ritonavir (CHEN; HOY; LEWIN, 2007).
Os beneficios sem precedentes resultantes da HAART tém sido descritos
tanto em nivel individual como epidemiolégico, e modificado a historia
da doenca, possibilitando aos pacientes infectados pelo HIV-1 viverem
mais e com melhor qualidade de vida. A HAART tem como objetivos
suprimir a carga viral abaixo dos limites de deteccdo e restabelecer a
fungcdo imune através do aumento no numero de células T CD4+
(CHEN; HOY; LEWIN, 2007; MORENO et al., 2010; ESTE; CIHLAR,
2010).

Embora tantos beneficios tenham sido relatados, indmeras
questBes ainda precisam ser melhoradas no intuito de garantir maior
adesdo do paciente a terapia, simplificar o tratamento, diminuir a
resisténcia e os efeitos adversos (AMIJI; VYAS; SHAH, 2006; ESTE;
CIHLAR, 2010; MORENO et al., 2010). Com o aumento da expectativa
de vida dos pacientes, os antirretrovirais passaram a ser utilizados por
longos periodos, favorecendo o surgimento de resisténcia e potencial
toxicidade. Doengas cronicas, como as alteracdes cardiovasculares,
renais e hepaticas, apresentam etiologia mal definida e provavelmente
resultam de varios fatores, destacando-se a toxicidade relacionada a
terapia antirretroviral (MORENO et al., 2010; MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

Em sua maioria, os antirretrovirais sofrem extenso metabolismo
de primeira passagem e, portanto, baixa e varidvel biodisponibilidade.
Para alguns destes medicamentos a meia-vida é curta, por isso a

! naive: pacientes que nio receberam tratamento anteriormente.
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necessidade de administragdo frequente e maior chance de ndo adeséo
ao tratamento. Para outros antirretrovirais, a dificuldade em atingir
concentracbes adequadas no sitio de acdo e/ou a baixa
biodisponibilidade exigem doses extremamente altas, o que facilita a
ocorréncia de efeitos indesejaveis. Associado a estas caracteristicas,
varios dos agentes anti-HIV apresentam problemas fisico-quimicos,
como baixa solubilidade aquosa, por isso a necessidade de estratégias
que superem estas limitagcbes (OJEWOLE et al., 2008; AMUJI; VYAS;
SHAH, 2006).

1.5 Farmacos de Baixa Solubilidade e Classificagéo Biofarmacéutica

Embora a solubilidade dos farmacos seja fator essencial para a
efetividade  dos  medicamentos a  serem  desenvolvidos,
independentemente da via de administracio (KOCBECK;
BAUMGARTNER; KRISTL, 2006), a via oral continua sendo a mais
popular e econdémica (LIU; WANG; HU, 2009).

Farmacos que apresentam baixa solubilidade aquosa associada a
baixa permeabilidade apresentam baixa biodisponibilidade quando
administrados pela via oral, porque a absorc¢do é uma etapa limitante do
processo (MARTINEZ; AMIDON, 2002) e, para que possam ser
adequadamente absorvidos, os farmacos precisam ser primeiramente
dissolvidos no sitio de absor¢do (LIU; WANG; HU, 2009; ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2007).

De acordo com a relacdo das propriedades de permeabilidade e
solubilidade, o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS),
proposto por Amidon e colaboradores, organiza os farmacos em quatro
classes (Quadro 2) (AMIDON et al., 1995; TSUME et al., 2014;
WILLIAMS et al., 2013).
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Quadro 2. Classificacdo dos farmacos conforme solubilidade e
permeabilidade de acordo com o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica.

Classe I Classe I
Baixa solubilidade Alta SOlubilid_ﬁ_de
Alta permeabilidade Alta permeabilidade
]
=
-]
= Classe IV Classe III
=
-]
E Baixa solubilidade Alta solubilidade
2 Baixa permeabilidade Baixa permeabilidade

Solubilidade ——

Fonte: Adaptado de Willians et al. (2013).

Segundo a Organizagdo Mundial da Salde, cerca de 40% dos
medicamentos administrados por via oral pertencem as Classes Il ou IV
do BCS e, portanto, apresentam problemas de biodisponibilidade. Do
total de novas entidades quimicas em desenvolvimento na industria
farmacéutica, aproximadamente 70% apresenta baixa solubilidade
aquosa (KAWABATA etal., 2011; GOMES et al., 2015).

Atualmente, a tecnologia farmacéutica fornece inUmeras
estratégias para aumentar a taxa de dissolucéo e promover melhoria da
biodisponibilidade de farmacos pouco soliveis. Uma maior dissolucédo
dos farmacos é obtida pelo aumento da solubilidade de acordo com a
equacao de Noyes-Whitney:

dC = kS(cs—cy), (Equagdol)
dt

onde dC/dt é a velocidade de dissolucéo, k é a constante de velocidade
de dissolugdo, S, a area superficial do sélido, ¢s, a solubilidade de
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saturacdo do composto no meio de dissolugdo, c; a concentragdo do
farmaco no meio (LEUNER; DRESSMAN, 2000, ANSEL,;
POPOVICH; ALLEN, 2007).

O aumento da solubilidade dos farmacos de Classe Il e 1V
assegura melhoria da biodisponibilidade, possivel redugdo da dose com
reducdo dos efeitos colaterais e melhor adesdo dos pacientes a terapia
(SAVJANI et al., 2012).

A reducdo do tamanho de particula do s6lido com consequente
aumento da area superficial e a otimizacdo das propriedades de
molhagem da superficie do composto pela adicdo de baixas
concentragcBes de surfactantes sdo algumas das possibilidades
(LEUNER; DRESSMAN, 2000; JAEGHERE et al., 2000). Cita-se ainda
a formac&o de dispersdes ou solugdes solidas, a formulagdo em éleos ou
emulsbes e a complexagdo com agentes solubilizantes como as
ciclodextrinas (JAEGHERE et al., 2000). Também, a melhoria de
dissolucdo para os farmacos pouco sollUveis em &gua, pela comoagem
(cogriding) com surfactantes foi relatada ja em 1998 por Otsuka, Ofusa
e Matsuda, assim como por da Costa (2011) para o proprio EFV. A
literatura relata ainda a comoagem com polimeros como HPMC e/ou
HPC (SUGIMOTO et al, 1998; OTSUKA; OFUSA; MATSUDA, 1998;
VOGT; KUNATH; DRESSMAN, 2008). A técnica de spray-drying é
outro método de obtencgéo de particulas de tamanho reduzido, permite o
controle de propriedades como tamanho e morfologia e resulta em
aumento na solubilidade do farmaco quando do coprocessamento deste
com determinados excipientes e/ou surfactantes e secagem por esta
técnica (SOLLOHUB; CAL, 2010). Um relato importante da aplicacdo
dessa técnica (cospray drying) para aumento da solubilidade aquosa e
biodisponibilidade consiste no estudo realizado com o farmaco de baixa
solubilidade aquosa, a griseofulvina (WONG; KELLAWAY;
MURDAN, 2006), além de da Costa (2011) também com o EFV. Além
das possibilidades citadas, destaca-se aqui, a modificacdo das
propriedades do estado sélido dos farmacos de Classe Il e 1V através da
Engenharia de Cristais.

1.6 Caracteristicas Farmacéuticas: Efavirenz (EFV) e Saquinavir

(SQV)

O EFV, comercializado sob os nomes de Sustiva® (FDA, 2010)
ou Stocrin® (BRASIL, 2001), pelos laboratérios Bistrol-Myers Squibb e
Merck Sharp & Dohme (MSD), respectivamente, é um inibidor de
transcriptase reversa ndo-analogo de nucleosideo (NNRTI) usado como
parte da HAART (CHIAPPETTA et al, 2010). Encontra-se na
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apresentacdo de capsulas de 200 mg, comprimidos revestidos de 600 mg
e solucéo oral de 30 mg/mL (MSD, 2010). Foi aprovado pelo FDA em
setembro de 1998 (FDA, 2010), sendo indicado sempre em combinacéo
com outros farmacos e usado no tratamento de primeira linha em adultos
e criangas (CHIAPPETTA et al., 2010).

Apresenta biodisponibilidade oral entre 40 — 45% e sua
variabilidade intra e inter-individual é de 55 — 58% e 19 — 249%,
respectivamente (CHIAPPETTA et al.,, 2011). Encontra-se altamente
ligado as proteinas plasmaticas, predominantemente albumina, e é
absorvido no intestino (PERONI et al., 2011). O metabolismo ocorre no
figado através do sistema Citocromo P450. A meia-vida é de 52 a 76
horas apds a ingestdo de Unica dose, possibilitando administracdo Unica
diaria. Aproximadamente 14 a 34% da dose sdo eliminados na urina e
entre 16 a 41% sdo eliminados nas fezes (LACY et al., 2005).

N&o deve ser utilizado como monoterapia e nem deve ser
administrado a gestantes. A dose infantil é calculada pelo peso e a dose
para adultos é de 600 mg uma vez ao dia. Pode ser administrado com ou
sem alimentos e antes de dormir como medida preventiva dos efeitos
adversos sobre o sistema nervoso central, como dificuldade de
concentracdo, tontura e sonoléncia (MSD, 2010).

O EFV apresenta pelo menos cinco diferentes polimorfos
conforme descrito através da patente WO 99/64405 (BEDOR, 2011). A
Forma 1, relatada por Mahapatra e colaboradores ¢ a comumente
utilizada para formulacdo devido a maior estabilidade (MAHAPATRA
et al.,, 2010). Outras duas formas polimérficas foram relatadas, por
Cuffini e colaboradores (CUFFINI et al., 2009) e outras duas por
Ravikumar e Sridhar (RAVIKUMAR; SRIDHAR, 2009).

O EFV (Figura 2) € um sélido cristalino lipofilico com massa
molar de 315,68 g/mol, solubilidade em meio aquoso de 9,0 pug/mL
(SATHIGARI et al., 2009) e pKa = 10,2 (RABEL et al., 2001). Pertence
a Classe Il do BCS, ou seja, é pouco hidrossolivel e altamente
permedvel (AMIDON et al., 1995). A taxa de dissolugdo intrinseca é
inferior a 0,1 mg.cm?min™ e pode ser um fator limitante para a
absorcédo oral do medicamento.
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Figura 2. Estrutura quimica do EFV. (Fonte: adaptacdo de SATHIGARI
et al., 2009).

Efavirenz

O primeiro inibidor de protease (PI), aprovado em dezembro de
1995 pelo FDA foi o mesilato de saquinavir (SQVM) (JAIN et al.,
2007). Comercializado pelo laboratério Roche sob o nome de Invirase®,
foi aprovado na forma de céapsulas duras de 200 mg e comprimidos
revestidos de 500 mg. Em novembro de 1997 foi aprovado novamente,
dessa vez, como saquinavir (SQV), na forma de capsulas moles de 200
mg e comercializado como Fortovase® pelo mesmo laboratério
farmacéutico. Essa nova forma  farmacéutica  apresentou
biodisponibilidade trés vezes superior (ALSENZ; STEFFEN; ALEX,
1998; STRICKLEY, 2004; AIDSinfo, 1997). Porém, em fevereiro de
2006 o0 Fortovase® foi retirado do mercado por motivos relacionados a
reducdo da demanda (AIDSinfo, 2005). A parir de entdo o Invirase®
passou a ser associado ao ritonavir (CAMERON, 1999; YOULE, 2007).
O ritonavir — potente inibidor do citocromo CYP3A e da glicoproteina P
— favorece o aumento da biodisponibilidade do SQVM - excelente
substrato do citrocromo P450 (CYP)3A4 e da mesma glicoproteina.
Dessa forma, cinco capsulas de SQVM de 200 mg sdo administradas
juntamente com o ritonavir duas vezes ao dia (PATHAK et al.; 2010).

Sabe-se que o SQV e o SQVM (Figura 3) ndo sdo
bioequivalentes e, portanto, ndo sdo intercambidveis. O SQV é
pertencente a primeira geragdo de Pls (WENSING; MAARSEVEEN;
NIJHUIS, 2010) e sua inclusdo na HAART tem melhorado
significativamente os resultados clinicos em pacientes com AIDS
(PATHAK et al., 2010). O SQVM — forma &cida do farmaco, pertence a
Classe IV do BCS, ou seja, apresenta baixa solubilidade aquosa, baixa
permeabilidade (AMIDON et al., 1995; LIDENBERG et al., 2004;
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BELOQUI et al., 2013) e consequentemente baixa biodisponibilidade (<
4%) (PATHAK et al., 2010). E um sélido cristalino com massa molar de
767,0 g/ mol, solubilidade aquosa de 73 pg/ mL em pH 6,5 e 36 g/ mL
em pH 7,4, respectivamente, e valores de pKa de 7,0 e 5,5 (BRANHAM
et al., 2012). Apresenta-se altamente ligado as proteinas plasmaticas
(98%), possui meia-vida de 9 — 15 horas e devido a incompleta absor¢édo
e aos efeitos do metabolismo de primeira passagem, necessita ser
administrado trés vezes ao dia de forma a manter niveis terapéuticos
adequados (ROY et al., 2013). E absorvido no intestino (JAIN et al.,
2007). A biodisponibilidade pode ser aumentada com a ingestdo de
alimentos de alto valor calérico, e o recomendado é que seja
administrado duas horas apds uma refeicdo completa (PISCITELLI et
al., 2004).

O SQV apresenta polimorfismo e, de acordo com a patente da
Hetero Research Foundation (WO 2010095142 AZ2), trés diferentes
formas polimérficas cristalinas (Forma I, 11 e Ill) e uma forma amorfa
foram confirmadas (PARTHSARADHI et al., 2010). Os polimorfos
diferem em termos de estabilidade, propriedades fisicas, espectrais e
métodos de obtencao.

Figura 3. Estrutura quimica do SQV (Fonte; adaptacdo de HEINZ et al.,
2007) e do SQVM (Fonte: adaptacdo de BRANHAM et al., 2012).

SQV SQVM

EFV e SQV séo farmacos envolvidos em uma questdo de saude
plUblica mundial e pertencem as Classes Il e IV do BCS. O Brasil é
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referéncia no tratamento de pacientes com HIV/ AIDS em todo o mundo
e vem buscando sua independéncia na producdo de alguns dos
antirretrovirais que compdem o “coquetel”. Para estes farmacos, o
desenvolvimento de sistemas incrementadores de dissolucdo é
extremamente atraente em termos tecnoldgicos. A melhoria da
dissolucdo pode resultar em aumento da biodisponibilidade e como
consequéncia, a possibilidade de diminuicdo da dosagem. Isto poderia
reduzir, por sua vez, os efeitos colaterais. A obtencdo de uma forma
polimérfica mais sollvel e estavel, a aplicacdo da engenharia de cristais
na obtencdo de novas formas e a compreensdo do mecanismo de
cristalizagdo, além do controle das condic¢des de cristalizagdo no habito
cristalino e morfologia das particulas sdo algumas possibilidades
(BLAGDEN et al., 2007). O desenvolvimento de novas formulacGes a
base de EFV e SQV, com diferentes modificacBGes cristalinas e que
sejam de facil escalonamento industrial, pode ser de grande interesse
para a indUstria farmacéutica.

1.7 Sélidos Cristalinos

Os solidos farmacéuticos sdo classificados como cristalinos ou
amorfos. O estado cristalino apresenta ordem tridimensional de longo
alcance e repetibilidade do arranjo das moléculas em trés dimensdes.
Nesse estado, as moléculas encontram-se distribuidas de maneira
ordenada no espaco e suas interagdes com moléculas vizinhas séo
repetidas regularmente (VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001,
DATA; GRANT, 2004).

Quando esse arranjo molecular é perfeito e se repete de modo
continuo, ao longo das extremidades de uma particula, tem-se um
monocristal (BYRN; PFEIFFER; STOWELL, 1999; BRITTAIN;
BYRN; LEE, 2009). Quando varidveis como temperatura e taxa de
resfriamento, dentre outras envolvidas no processo de cristalizagdo, nao
permitem esse arranjo periddico dos atomos, ocorre a divisdo do volume
s6lido em varios grdos monocristalinos, formando-se entdo, estruturas
policristalinas (CALLISTER; RETHWISCH, 2007).

E a diferenca na periodicidade de longo alcance das moléculas a
causa das diferentes propriedades fisicas e quimicas observadas entre
s6lidos amorfos e cristalinos (VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT,
2001; DATA; GRANT, 2004). A periodicidade observada em um cristal
SO é possivel via simetria translacional, caracteristica fundamental do
estado cristalino. Outros elementos de simetria, além do translacional,
podem estar presentes. Sdo elementos como rotacdo, inversdes e
reflexdes. Estes elementos relacionam os atomos e as moléculas entre si



49

compondo um arranjo periédico e bem estruturado. A estrutura
geométrica basica (menor unidade geométrica) que contém toda a
informacdo estrutural e de simetria e que, repetida no espaco, gera a rede
cristalina, constitui a chamada cela unitaria (BYRN; PFEIFFER;
STOWELL, 1999; BRITTAIN; BYRN; LEE, 2009; VIPPAGUNTA,;
BRITTAIN; GRANT, 2001; CULLITY, 1978). Os cristais sdo gerados
pela repeticdo de uma determinada cela unitaria em trés dimensdes. De
maneira simplificada, pode-se pensar na cela unitaria como uma caixa e
no cristal como uma projecdo tridimensional de varias destas caixas.
Todo esse conjunto constitui a rede cristalina (BYRN; PFEIFFER;
STOWELL, 1999). A cela unitéria é definida pelos vetores de translacdo
a, b e c e pelos angulos «, S e y e possui um volume definido V, no qual
estdo contidos os atomos e moléculas necessarios para a constituicdo do
cristal (Figura 4).

Figura 4. Representacdo da cela unitaria (Fonte: adaptacdo de WASEDA
etal., 2011).

A estrutura de um cristal pode ser atribuida a um dos 7 sistemas
cristalinos (Tabela 1), a uma das 14 redes de Bravais e a um dos 230
grupos espaciais (VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001;
BRITTAIN; BYRN; LEE, 2009; DATA; GRANT, 2004).
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Tabela 1 — Classificagdo dos sistemas cristalinos segundo as medidas
dos eixos e angulos da cela unitaria.

Sistema Eixos Angulos
Cubico a=b=c a=pB=y=90°
Tetragonal a=b#c a=B=y=90°
Ortorrdmbico azb#c a=B=y=90°
Romboédrico a=bh=c a=B=y#90°
Hexagonal a=b#c a=B=90"ecy=120°
Monoclinico azb#c a=y=90"%p
Triclinico azb#c atP#y#90°

Fonte: Adaptado de Cullity, 1978.

Nos solidos cristalinos, os a&tomos encontram-se ordenados em
planos separados por distancias interplanares. Estas distancias possuem
a mesma ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos raios X e
por isso quando um feixe de raios X incide em um cristal interagindo
com os elétrons dos atomos presentes, origina o fendmeno de difracdo
de raios X (BYRN; PFEIFFER; STOWELL, 1999; CUFFINI;
PITALUGA, TOMBARI, 2009). Obtendo-se o monocristal, o0s
pardmetros de cela unitdria inicialmente descritos podem ser
determinados através do ensaio de difracdo de monocristal. A difracdo
de raios X pelo método de p6 € utilizada mais rotineiramente na
industria farmacéutica, uma vez que esta recebe seus insumos na forma
de p6s (CUFFINI; PITALUGA; TOMBARI, 2009).

Os raios X sdo difratados pelos cristais porque sdo ondas
eletromagnéticas com comprimento de onda de mesma ordem das
distancias interatdmicas (A). O fendmeno de difracéo esta relacionado
com a distancia que separa os planos em um cristal, obedecendo a Lei de
Bragg (Equacéo 2). Quando um cristal constituido de planos atémicos
sucessivos sofre a incidéncia de raios X, estes sdo difratados gerando um
angulo caracteristico (CULLITY, 1978).
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nA=2dsenb, (Equagao 2)
onde:

d = a distancia entre os planos do cristal

0 = o angulo de difracdo dos raios X

A =0 comprimento de onda dos raios X

n = o nimero de comprimentos de onda utilizados.

A difragdo de raios X permite a determinacdo da estrutura
cristalina. As posicGes angulares das reflexdes fornecem o tamanho e a
geometria da cela unitéria, as intensidades relativas desses picos estdo
associadas ao arranjo dos atomos dentro da cela unitaria (CALLISTER,;
RETHWISCH, 2007). Com relacdo a apresentacdo dos farmacos no
estado solido, os sélidos cristalinos multicomponentes (0s que contém
mais de uma substancia) podem existir como solvatos, sais e cocristais
(Figura 5). Todos esses compostos podem apresentar polimorfos
(CUFFINI; PITALUGA; TOMBARI, 2009; HORST; CAINS, 2008;
NANGIA, 2008).

Figura 5. Esquema representativo de possiveis formas solidas
(Adaptacdo: PRADO, 2012).
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Solvatos sdo so6lidos que apresentam moléculas de solvente em
sua composicao cristalina. Os sais sdo solidos ibnicos ou eletrovalentes,
ou seja, sd0 compostos nos quais, parte ou a totalidade dos hidrogénios
acidos sdo substituidos por um metal ou um radical que atua como um
metal (BERNSTEIN, 2005; AAKEROY; FASULO; DESPER, 2007).
Os cocristais sdo solidos cristalinos compostos por duas ou mais
moléculas na mesma rede cristalina (AITIPAMULA et al., 2012). Na
busca por inovagfes em farmacos que apresentam baixa solubilidade
aquosa, a obtencdo de sais e cocristais sdo frequentes (BERNSTEIN,
2011; WEYNA et al.,, 2012). E quando grupos inonizaveis estdo
presentes, a formacdo de sal ¢ o método mais comumente empregado
para a melhoria da solubilidade destes insumos farmacéuticos
(KUMAR; AMIN, BANSAL, 2007). E o grau de transferéncia de préton
em um synthon ligado a hidrogénio o que determina se um soélido é um
cocristal ou um sal (BRITTAIN, 2012). O termo synthon, refere-se a
unidades estruturais envolvidas em interagfes intermoleculares que se
repetem entre as moléculas e contribuem para a sua estruturacdo
tridimensional (DESIRAJU, 1995).

Os cocristais com frequéncia apresentam propriedades fisicas e
quimicas melhores em comparacdo ao farmaco puro e a associacao
favoravel de diferentes entidades quimicas sélidas gera efeitos positivos
com relagdo a questdes de solubilidade, taxa de dissolucéo e estabilidade
quimica (SHAN; ZAWOROTKO, 2008; BRAGA et al., 2010; ELDER
et al., 2012). Vaérios estudos tém apresentado a formacdo de cocristais
como estratégia para a darea de desenvolvimento tecnoldgico
farmacéutico. Estas novas formas solidas podem modificar as
propriedades fisicas e quimicas sem afetar seu comportamento
farmacologico (SEKHON, 2009).

1.8 Estado So¢lido, Quimica Supramolecular e Engenharia de
Cristais

A quimica do estado sélido é uma area dirigida a aplicar e
adaptar principios fisico-quimicos a IFAs. As propriedades do estado
solido relacionadas a estrutura cristalina (polimorfos), estabilidade e
termodindmica dos polimorfos, hébito cristalino e tamanho das
particulas, possuem importante impacto na solubilidade e estabilidade
quimica dos farmacos (HUANG; TONG, 2004). Estudos recentes
estimam que 80 a 90% dos compostos organicos podem existir como
formas polimdrficas, ou seja, apresentarem-se em diferentes formas
cristalinas (CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011).
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A cristalizacdo é a técnica experimental utilizada para a
obtencdo destas possiveis diferentes formas sélidas (AALTONEN et al.,
2009). E as diferentes condicdes utilizadas nos métodos de cristalizacdo
modificam significativamente as propriedades de estado sélido dos
produtos obtidos. As formas fisicas possiveis de serem obtidas s&o
materiais cristalinos (polimorfos, solvatos, cocristais) e amorfos, que
levam a modificagfes nas propriedades fisico-quimicas como ponto de
fusdo, higroscopicidade e solubilidade, além de impactarem na
estabilidade (fisica e quimica), nas propriedades mecanicas e na taxa de
dissolucdo com consequéncias na biodisponibilidade do farmaco
(HUANG; TONG, 2004; DATTA; GRANT, 2004; CHIENG; RADES;
AALTONEN, 2011).

A fim de se encontrar novas formas sélidas ou farmacos
modificados que apresentem melhoras nas caracteristicas (estabilidade,
processabilidade e dissolugdo) para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas inovadoras, um estudo aprofundado da quimica do estado
solido é necessario. A escolha da forma sdlida mais apropriada para
formular é, com frequéncia, um compromisso entre as propriedades
fisicas, quimicas, farmacéuticas e biofarmacéuticas. A forma solida deve
ser monitorada ndo somente durante o estagio de pré-formulacdo, mas
durante o escalonamento e produgéo, de modo a detectar o aparecimento
de polimorfo (s) e/ou outras modificacfes criticas para a acéo
terapéutica. Tal questdo é particularmente importante nos farmacos de
baixa solubilidade aquosa como os pertencentes as Classes Il e IV do
BCS. Nestes casos, a solubilidade e/ou a taxa de dissolugdo s&o
dependentes da forma sélida e, portanto, afetam a biodisponibilidade
(AALTONEN et al., 2009).

Para abordar esses desafios na obtencdo e estudo de farmacos
modificados, a quimica supramolecular resulta em uma ferramenta
muito valiosa ja que é o ramo da quimica que estuda os arranjos
moleculares resultantes da associacdo de duas ou mais espécies
quimicas, as quais sdo mantidas juntas por interaces intermoleculares
(REINHOUDT, 2013). A avaliacdo destas ligagdes em solucdo consiste
no denominado reconhecimento molecular, enquanto que o seu estudo
no estado sélido recebe o nome de engenharia de cristais (DATA,;
GRANT, 2004; DESIRAJU, 2007; BLAGDEN et al, 2007,
REINHOUDT, 2013).

A engenharia de cristais, através de processos de cristalizacao,
oferece varias possibilidades para a melhoria das propriedades de
solubilidade, taxa de dissolugdo e biodisponibilidade de fArmacos pouco
sollveis (DATA; GRANT, 2004; BLAGDEN et al., 2007). Além disso,
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esta 4area da ciéncia € de grande importancia porque estuda as
correlagBes entre as interacdes intermoleculares, as estruturas cristalinas
e as propriedades do estado sélido, de modo a predizer materiais com
propriedades desejadas (DATA; GRANT, 2004; DESIRAJU, 2007). Em
resumo, a engenharia de cristais permite o desenho racional e a sintese
de solidos cristalinos com arranjos especificos dos constituintes
moleculares para a obtencdo de uma ou mais propriedades desejadas
(DATA; GRANT, 2004; BLAGDEN et al., 2007).

A obtencdo de farmacos modificados, como polimorfos,
solvatos, hidratos, sais, cocristais, etc, que sejam de facil escalonamento
industrial, pode ser de grande interesse para a industria farmacéutica.
Além disso, o conhecimento da quimica supramolecular e o controle das
condicBes de cristalizacdo permitem a obtencdo de formas modificadas
com as propriedades desejadas (BLAGDEN et al., 2007).

A mecanoquimica tem sido aplicada com sucesso na obtengéo
desses sistemas que possuem por base ligacbes covalentes e
supramoleculares. A obten¢do de cocristais por moagem é uma area da
sintese mecanoquimica de grande interesse e inovagdo na quimica e na
industria farmacéutica atual (FRISCIC; JONES, 2009; BRAGA et al.,
2010). A investigacdo das ligacbes de hidrogénio estabelecidas nos
cocristais obtidos a partir da moagem de dois ou mais diferentes
componentes solidos foi introduzida por Etter e colaboradores (ETTER,
1991; ETTER; REUTZEL, 1991). E tema de importante e recente
revisdo (BRITTAIN, 2012) além de modelo de estudo aplicado em
varios trabalhos (BRAGA; GREPIONI, 2004; BRAGA et al., 2006;
FRISCIC; JONES, 2009).

Com relacdo a aplicabilidade dos cocristais na éarea
farmacéutica, métodos vém sendo desenvolvidos de modo a possibilitar
a obtencdo e comercializagdo em escala industrial. Além disso, um
nimero consideravel de trabalhos vem sendo publicado com sistemas de
grande interesse para 0 mercado farmacéutico como 0s cocristais de
EFV, carbamazepina, alprazolam (BRITTAIN, 2012) e nevirapina
(CAIRA et al., 2012).

Além dos processos de obtencdo e escalonamento, toda uma
avaliacdo precisa ser realizada com o intuito de se compreender a
natureza das interagdes das ligacdes de hidrogénio presentes nos
cocristais (BRAGA et al., 2010; BRITTAIN, 2012).

Para a caracterizacdo desses sistemas, varias técnicas de
caracterizacdo como espectroscopia de Raman (RS), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), microscopia por hot-stage (HSM),
ressonancia magnética nuclear no estado sélido (ss-NMR), difracdo de
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raios X pelo método do p6 (XRPD) e difracdo de raios X de monocristal
(XRSCD) sdo utilizadas (BRAGA et al., 2010; BRITTAIN, 2012;
STEED, 2013). Além das técnicas anteriormente citadas, vale ressaltar a
técnica de dissolucdo intrinseca, que correlacionada com a dinamica de
dissolugdo in vivo, tem sido empregada para a caracterizacdo de
farmacos (YU et al., 2004) e a avaliagdo de diferentes polimorfos e
cristais ocos obtidos por cristalizacdo (KUMINEK et al., 2013;
PAULINO et al., 2013). A ampla série de técnicas analiticas descrita é
empregada rotineiramente, de modo a analisar e caracterizar também os
IFAs (GIRON, 2002; CUFFINI; PITALUGA; TOMBARI, 2009;
CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011).

Outra propriedade do estado solido que necessita de controle e
estudo aprofundado na area farmacéutica € a caracterizacdo
microestrutural (tamanho de dominio cristalino) dos materiais.

1.9 Microestrutura

O conhecimento da estrutura cristalina de um IFA, associado a
outras informagdes, possibilita explicar possiveis alteracfes em
propriedades como solubilidade/ dissolugdo e biodisponibilidade,
através da observacdo de diferentes arranjos moleculares da estrutura
cristalina de um determinado IFA em relacdo a outro (BRUNI et al.,
2011). Os testes de dissolu¢do sdo considerados indispensaveis no
controle de qualidade de farmacos pertencentes a Classe Il e IV do BCS.
Para os farmacos de Classe |1, a dissolucdo pode ser a etapa limitante na
absorcédo e a correlagdo in vivo-in vitro (IVIVC) é esperada. A taxa de
dissolucéo intrinseca pode ser melhor correlacionada com a dinamica de
dissolugdo in vivo que a solubilidade e os valores tém sido usados para
caracterizar os IFAs, mostrando-se uma ferramenta que auxilia na
avaliacdo e escolha da mais apropriada matéria-prima para formular
(CUFFINI; PITALUGA; TOMBARI, 2009).

As alteragdes no comportamento dos solidos podem ser
diretamente atribuidas ao permanente rearranjo da estrutura cristalina e
estrutural das particulas durante processos como a moagem, por
exemplo. Os produtos obtidos por meio de processos de alta energia nao
podem ser caracterizados apenas pela distribuicdo do tamanho de
particula, a caracterizacdo microestrutural (tamanho de cristalita ou
tamanho de dominio cristalino, e microstrain) é necessaria
(POURGHAHRAMANI et al., 2008). A parte monocristalina dentro da
particula é a definicdo para o termo cristalita ou dominio cristalino, e
pode ser observada na Figura 6.
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Figura 6. Representacdo da microestrutura cristalina (cristalita ou
dominio cristalino), da particula e do tamanho de particula (Adaptacéo:
FANDARUFF et al., 2015).
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A determinacdo do tamanho da cristalita (ou dominio cristalino)
é um dos mais importantes parametros que influenciam as propriedades
fisicas dos materiais (em especial 0s IFAs micronizados) e a obtencédo de
materiais nessa escala requer o detalhado controle desse parametro
(UVAROV; POPOV, 2007). Os efeitos de deformacgdo sofridos pela
aplicacdo de determinada forca mecéanica (moagem, por exemplo), é o
gue se denomina microstrain. Qualquer "defeito” induzido na amostra
provoca deslocamento dos atomos na rede cristalina, o que resulta em
alteragcBes na intensidade e/ou no formato das reflexGes obtidas por
difragdo de raios X. Os defeitos relacionados ao alargamento das
reflexdes estdo associados primariamente ao menor tamanho de cristalita
(ou dominio cristalino) e microstrain da rede cristalina (KURLOV;
GUSEV, 2007).

Desse modo, o0 emprego de radiacdo sincrotron e de softwares
como o PM2K, proposto por Scardi e Leoni (SCARDI et al., 2001;
LEONI; CONFETE; SCARDI, 2006), possibilitam o completo estudo
da microestrutura. A radiacdo sincrotron consiste na emissao de radiacao
eletromagnética gerada por aceleragdo ultrarelativistica dos elétrons em
uma trajetéria curvilinea, o que permite que estas particulas
movimentem-se a uma velocidade préxima a velocidade da luz. A
radiacdo € emitida em direcdo tangencial a trajetoria do elétron e
abrange uma ampla gama do espectro da regido de infravermelho a raios
gama passando por raios X (KEMPSON et al., 2005). A emissdo de
raios X praticamente monocromatica e de alta intensidade obtida através
do sincrotron permite a medigéo de padrdes de difracdo de alta resolucéao
e a determinacdo de parametros da célula unitaria (estrutura geométrica
basica que repetida no espaco gera a rede cristalina) e dos grupos
espaciais (BYRN; PFEIFFER; STOWELL, 1999).

A determinagdo do tamanho das cristalitas (ou dominios
cristalinos) pode ser feita com base na direta observacdo das particulas
por microscopia eletronica de transmissdo (TEM), além da técnica de
difracdo de raios X (UVAROV; POPOV, 2007). Recentemente,
progressos tém sido alcancados através da andlise do perfil da linha
(LPA) obtido por XRPD que fornece profunda compreensdo da
microestrutura dos pds nanocristalinos, em particular o modelo Whole
Powder Pattern Modelling (WPPM). Aplicado através do software
PM2K, proposto por Scardi e Leoni, esse modelo pode fornecer a
completa anélise microestrutural de p6s finamente divididos com base
nos modelos fisicos de microestrutura (SCARDI et al., 2001; LEONI;
CONFETE; SCARDI, 2006). O poder desse método tem sido mostrado
na avaliacdo da distribuicdo do tamanho de particula e nos defeitos da
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rede cristalina em metais nanocristalinos obtidos por moinho de bolas
(GIUDICE et al.,, 2005). Outro exemplo é a recente investigacao
realizada pelo nosso grupo de pesquisa, com relacdo a avaliacdo de lotes
micronizados de EFV, com diferentes valores para tamanho de dominio
cristalino e que apresentaram diferencas significativas nos estudos de
dissolucdo (FANDARUFF et al., 2015).

O processo de micronizagdo € assunto de dominio nas ciéncias
dos materiais, onde a correlagcdo entre microestrutura e desempenho de
materiais como ceramica, metal, e ligas metalicas, tem sido reconhecida
(MITEMEIJER, 2010; LI, 2000). No entanto, até este momento nenhum
destes conceitos foi devidamente abordado nas ciéncias farmacéuticas.
A avaliacdo microestrutural é um dos mais importantes parametros a
influenciar diretamente as propriedades de dissolugdo dos Insumos
Farmacéuticos Ativos (IFAS).



CAPITULO Il - EFAVIRENZ

CARACTERIZACAO DE UM POLIMORFO, AVALIACAO DA
BIORRELEVANCIA ATRAVES DA MICROESTRUTURA E
APLICACAO DO METODO DE DISSOLUCAO INTRINSECA
COMO FERRAMENTA NO CONTROLE DE QUALIDADE DE
IFAs
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1 INTRODUCAO

O conhecimento das propriedades do estado solido é condigdo
essencial para o cumprimento dos regulamentos de producdo de novos
medicamentos, uma vez que diferentes formas cristalinas, além de
outros inimeros pardmetros do estado sélido, podem influenciar
processos e produtos e alterar a biodisponibilidade e a terapéutica. Por
isso existe a necessidade de caracterizagdo e investigacdo das
propriedades do estado sélido de qualquer IFA (AALTONEN et al.,
2009; CUFFINI; PITALUGA; TOMBARI, 2009).

Anélises espectroscopicas, de difragdo de raios X e analise
térmica (GIRON, 2002), assim como medida das taxas de dissolugéo
intrinseca para avaliagdo das propriedades de dissolucdo sem
interferéncia dos excipientes (TENHO et al., 2007) sdo técnicas que,
associadas, vém sendo utilizadas na solucdo de problemas encontrados
pela industria farmacéutica (GIRON, 2002; NEWMAN; BYRN, 2003;
LU; ROHANI, 2009).

Polimorfos, cocristais, solvatos e formas polimdrficas anidras
tém sido relatados para o EFV (Tabela 2) (MAHAPATRA et al., 2010;
RAVIKUMAR et al., 2009; MELO; AMORIM; CIRQUEIRA, 2013;
CUFFINI et al.,, 2009) e, devido a baixa solubilidade em &gua,
diferencas significativas na biodisponibilidade podem ser observadas
para as suas varias formas (PEROLD et al.,, 2012). Entretanto, a
investigacdo a respeito da estabilidade termodindmica, da melhoria das
propriedades de dissolugdo e dos efeitos de morfologia nos resultados de
velocidade de dissolucdo intrinseca para as formas citadas tém sido
muito pouco relatadas. Até mesmo a nomenclatura utilizada para a
denominagdo de tais formas tem sido apresentada de forma confusa.
Assim, pela primeira vez, é apresentada a completa revisdo da
nomenclatura das diversas formas polimorficas do EFV. Todas as
denominagdes existentes para polimorfos, cocristais e solvatos de EFV
sdo apresentadas (Tabela 2) com o objetivo de servir como fonte de
pesquisa e esclarecimento.
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Tabela 2. Denominag@es e caracteristicas cristalograficas encontradas na
literatura para polimorfos, cocristais e solvatos de EFV.

Polimorfo Polimorfo Polimorfo Polimorfo
1" "n la’ "’
Polimorfos | Ortorrémbico | Ortorrdmbico | Monoclinico | Monoclinico
P2,2,2 P2,2:2; P2, C2
250 K 294 K 198 K 300 K
Cocristais com 17 Cocristais com 27
Forma II” Formalla® | Formalll” | Forma IV’
Monoclinico | Monoclinico | Monoclinico | Triclinico
Cocristais Cc2 C2 C2 P1
298 K 150 K 150 K 298 K
baixa baixa
temperatura | temperatura
Hidratos™ Cloridratos™
Solvatos Ortorrébmbico Ortorrébmbico
P2,2,2; P2,2,2,
294 K 120 K

Primeiramente relatados por:
‘MAHAPATRA et al., 2010;
“RAVIKUMAR; SRIDHAR, 2009;
MELO; AMORIM; CIRQUEIRA, 2013;
#CUFFINI et al., 20009.

Um dos objetivos desse capitulo consistiu em caracterizar os
polimorfos | e Il de EFV (este Gltimo obtido experimentalmente),
determinar a forma mais estavel termodinamicamente e investigar as
propriedades de dissolucdo do polimorfo obtido, frente aquele utilizado
atualmente pela inddstria para formular. Estes resultados encontram-se
publicados no periddico Crystal Growth & Design, sendo 0 manuscrito
intitulado Polymorphism of Anti-HIV Drug Efavirenz: Investigations on
Thermodynamic and Dissolution Properties (Apéndice A).

Para farmacos pouco soliveis como o EFV, as caracteristicas
do estado s6lido como estrutura cristalina, polimorfismo, distribuicdo de
tamanho de particula, densidade aparente e fluidez sdo cuidadosamente
monitoradas através dos protocolos de controle das propriedades do
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estado s6lido. Entretanto, outras propriedades precisam ser investigadas
para a compreensdo dos resultados dos ensaios in vitro — os testes de
dissolucdo — e dos ensaios in vivo — 0s estudos de bioequivaléncia.

A producdo de EFV genérico segue as regulamentacdes
nacionais e internacionais e neste contexto o teste de bioequivaléncia é a
mais importante ferramenta no controle de qualidade para o processo de
desenvolvimento e registro do produto de modo a assegurar a sua
eficacia terapéutica (EUROPEAN MEDICINE AGENCY, 2010;
BRASIL, 1999). Mas, mesmo quando as propriedades do estado solido
foram rigorosamente controladas, assim como a pureza, os resultados de
bioequivaléncia mostraram diferencas significativas entre as amostras
administradas a voluntarios saudaveis nos estudos de bioequivaléncia. E
este foi 0 caso para dois lotes de EFV utilizados nos estudos de
bioequivaléncia e avaliados neste trabalho, com um lote aprovado e o
outro reprovado (FANDARUFF et al., 2015).

Entdo, porque em lotes que sdo micronizados e que cumprem as
condi¢des aceitaveis com relacdo a distribuicdo de tamanho de particula,
observou-se um lote biodisponivel e outro ndo? E o que esperar dos
lotes que se comportam como bioequivalentes, com base no parametro
de distribuicdo de tamanho de particula, e de outras propriedades do
estado sélido conhecidas? InformacOes relevantes podem ser obtidas
por meio do estudo detalhado dos processos de micronizagcdo, em
particular, dos efeitos mecanicos na microestrutura dos IFAs. Na area
das Ciéncias dos Materiais, em classes como cerdmica, metal e ago, a
correlagdo entre a microestrutura e 0 desempenho dos materiais €
comum (MITTEMEIJER, 2010; LI, 2000). No entanto, estes conceitos
ndo tém sido introduzidos e discutidos nas Ciéncias Farmacéuticas.

Desse modo, o presente capitulo teve como objetivo avaliar a
microestrutura do EFV, uma propriedade do estado sélido de
consideravel relevancia para a industria farmacéutica, de modo a
explicar o comportamento do farmaco frente as analises de dissolucéo e
os resultados dos estudos de bioequivaléncia. Os resultados obtidos
nesse estudo encontram-se publicados no periddico European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, intitulado: Correlation between
microstructure and bioequivalence in Anti-HIV Drug Efavirenz
(Apéndice B).

Na busca por resultados que pudessem predizer o
comportamento de matérias-primas de EFV (em nivel laboratorial), com
base na sua microestrutura, as propriedades de dissolucéo dos diferentes
lotes do farmaco foram investigadas também, pelo método de
velocidade de dissolugdo intrinseca (MVDI). O teste de dissolugéo
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intrinseca consiste na avaliacdo da taxa de dissolu¢do de um insumo
farmacéutico ativo onde as condicdes de area superficial, temperatura e
agitacdo sdo mantidas constantes. Este método € uma ferramenta
extremamente Gtil para a avaliacdo das propriedades do estado solido
como polimorfismo e estrutura cristalina (BRITTAIN, 2009; CUFFINI;
PITALUGA; TOMBARI, 2009). E de grande relevancia no controle de
qualidade de IFAs e esta descrito em varios compéndios oficiais como a
Farmacopeia Americana (no capitulo geral <1087>) (USP, 2007). O
teste é realizado em um dissolutor convencional e o Aparato pode ser o
disco rotatdrio ou o disco estatico (CUFFINI; PITALUGA; TOMBARI,
2009). A técnica de dissolugdo intrinseca evita os efeitos de tamanho de
particulas através do processo de compactacdo da matéria-prima
(BRITTAIN, 2009). Assim, a avaliagdo da correlagdo entre a
microestrutura (em termos de tamanho de dominio cristalino) de
diferentes lotes de EFV com os valores de taxa de dissolucdo intrinseca
(IDR), a fim de se obter uma profunda compreensdo da qualidade de
diferentes matérias-primas foi realizada. A analise de dois diferentes
polimorfos de EFV comprovou a capacidade do MVDI desenvolvido em
diferenciar polimorfos, conforme ja estabelecido pela literatura e
referenciado anteriormente. Além disso, 0 MVDI mostrou-se capaz de
diferenciar matérias-primas de EFV com diferentes tamanhos de
dominio cristalino.

2 MATERIAL E METODO
2.1 Material

Os IFAs de EFV utilizados neste estudo foram fornecidos por
laboratérios publicos brasileiros, o Laboratério Farmanguinhos,
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, e o Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco, LAFEPE. Todas as amostras
eram micronizadas e correspondiam ao polimorfo I.

Seis lotes do polimorfo | foram caracterizados através de
algumas das técnicas descritas no item 2.2.2 para a avaliagcdo do impacto
da microestrutura na bioequivaléncia do EFV.

O polimorfo 1l foi recristalizado a partir do polimorfo |
conforme descrito no item 2.2.1. Ambos foram caracterizados,
comparados e avaliados com relagéo & estabilidade termodindmica e a
velocidade de dissolucéo intrinseca.

Solventes e reagentes de grau analitico foram utilizados em
todas as analises.



65

2.2 Métodos
2.2.1 Processo de Obtencéo de um polimorfo de EFV

A busca por um polimorfo de EFV teve como base a mesma
concentragdo de trabalho utilizada (20 mg/ mL) por Mahapatra e
colaboradores para a obtengéo de formas cristalinas de EFV. Metanol foi o
solvente utilizado em substituicdo ao ciclohexano empregado pelos autores
(MAHAPATRA et al.,, 2010). Aproximadamente 1000 mg de EFV
(polimorfo 1) foi dissolvido em metanol sob agitacdo. A solucdo foi
transferida para um baldo volumétrico, mantida em repouso por 15
minutos e entdo o volume foi completado com metanol para 50 mL.
Transferida para um béquer, a solucéo foi mantida a temperatura de 4 °C
por 7 dias. Os cristais obtidos apresentaram-se na forma de agulhas e
foram denominados polimorfo I1.

2.2.2 Técnicas de Caracterizacdo do Estado Sélido
2.2.2.1 Radiacdo Sincrotron

A radiacdo sincrotron foi utilizada para a analise estrutural e
microestrutural. As medidas foram realizadas na linha MCX do
Sincrotron Elettra — Sincrotrone de Trieste, na Italia. Seis lotes de EFV
foram medidos, em duplicata, em capilares Kapton. As informacdes
estruturais foram obtidas com a utilizacio do software TOPAS®
(BRUKER-AXS; CHEARY; COELHO, 1992). Todas as amostras
foram identificadas como EFV polimorfo I, com grupo espacial P2,2,2 e
parametros de cela: a = 16,781 (A), b = 27,258 (A) e ¢ = 9,698 (A)
(informagdes coletadas a 250 K) (MAHAPATRA et al., 2010). Esta
informacdo estrutural foi utilizada como modelo inicial no refinamento
das informagdes coletadas a 298 K, obtendo-se, a = 16,88(1) (A), b =
27,335(5) (A), ¢ = 9,765(2) (A), onde o nlmero entre parénteses
corresponde ao desvio padrdo da distribuicdo dos valores nos seis lotes.

2.2.2.2 Difracdo de raios X utilizando o método do P6 (XRPD)

Para o estudo dos polimorfos | e Il de EFV, os padrGes de
difracdo de raios X pelo método do p6 foram obtidos no Laboratdrio
Multiusuario de Difracdo de Raios X do Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
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Os padrdes de difragdo de raios X pelo método do p6 foram
medidos & temperatura ambiente e a alta temperatura (25 a 134 °C) no
estudo dos polimorfos de EFV. As medidas foram realizadas em
difratbmetro XPERT (Xpert Pro Multi-Purpose Diffractometer, Pan
Analytical) operando com 40 kV, corrente de 45 mA e equipado com
tubo de raios X com anodo de cobre, CuKa (A = 1,5418 A). A
temperatura ambiente, os difratogramas foram coletados em varredura 2
0 entre 5 e 45° para os polimorfos | e Il. As etapas de aquecimento
foram realizadas em cdmera AntonPaar HTK16, entre 4 e 26° e com
razdo de aquecimento de 10 °C/ min até a temperatura desejada.
Utilizou-se passo de 0,008° e tempo de 20 segundos por passo. A coleta
da radiacdo difratada foi feita com um detector linear (tecnologia Real
Time Multiple Strip RTMS).

No estudo da avaliagdo microestrutural dos seis lotes de EFV,
os padrdes de difracdo de raios X foram coletados na Universita di
Trento, na It&lia, em equipamento de modelo idéntico ao referenciado
anteriormente. A temperatura ambiente, os difratogramas foram
coletados em varredura 2 0 entre 5 ¢ 30° e passo de 0,033° com tempo de
varredura de 45 segundos para cada amostra.

2.2.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

As andlises de SEM foram realizadas no Laboratorio Central de
Microscopia Eletronica da UFSC (LCME) em microscépio da Philips,
modelo XL 30. Duas amostras de EFV (polimorfos | e 1), assim como
os 6 diferentes lotes do farmaco, foram avaliados com relacdo a
morfologia através da microscopia eletrdnica de varredura. Aumentos de
5000 e 100 vezes foram utilizados para a avaliagdo dos polimorfos | e 11,
respectivamente, enquanto os 6 lotes micronizados foram analisados em
aumento de 3000 vezes. As amostras foram dispersas em fita adesiva
dupla face e recobertas com filme de ouro no stub porta amostra. A
voltagem de aceleracdo do feixe primério foi de 15 kV.

2.2.2.4 Espectroscopia Raman (RS)

As medidas de Raman foram obtidas no Laboratério de Sintese
e Caracterizacdo de nanomateriais (LSCnM) do Departamento de Fisica
da UFSC em equipamento dispersivo Peak Seeker 785 (RAM-PRO-785)
com resolucdo espectral de 6 cm™. O equipamento operou com laser
diodo de 785 nm e poténcia de 100 mW na fonte. A luz laser foi
focalizada sob a amostra através de lente objetiva de 20x e gerou um
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campo de andlise de aproximadamente 2 um de diametro. As amostras
foram analisadas sobre l1aminas de vidro. A radiagdo Raman coletada foi
dispersa em uma camera CCD (dispositivo de carga acoplada)
refrigerada por efeito termo-elétrico. Os espectros foram coletados a
temperatura ambiente, intervalo de 180 a 2000 cm™ e tempo de
aquisicdo de 30 segundos.

2.2.2.5 Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos no Laboratério de
Quimica Farmacéutica da UFSC em equipamento Prestige-21 da
Shimadzu. As amostras foram misturadas a brometo de potassio (KBr) e
analisadas na faixa espectral de 4000 a 600 cm™ para os polimorfos | e
Il e na faixa de 4000 a 1000 cm™ para a avaliacio dos 6 lotes
micronizados de EFV.

2.2.2.6 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC do EFV foram obtidas no Laboratdrio de
Controle de Qualidade da UFSC em célula DSC-60 (Shimadzu). Foram
utilizados cadinhos de aluminio hermeticamente fechados com
aproximadamente 2 mg de amostra. Trabalhou-se com atmosfera
dindmica de Nitrogénio (50 mL/min) e razdo de aquecimento de 10
°C/min. Um cadinho de aluminio vazio e hermeticamente fechado foi
utilizado como referéncia. O equipamento foi previamente calibrado
com indio. Ciclos Unicos de aquecimento na faixa de temperatura de 30
a 350 °C foram utilizados para a avaliacdo dos polimorfos | e 1l de EFV,
enquanto para os 6 lotes micronizados as andlises foram feitas entre 25
e 350 °C. Os dados obtidos foram processados em software TA-60.

2.2.2.7 Termogravimetria (TG)

As curvas de TG foram obtidas no Laboratério de Controle de
Qualidade da UFSC em termobalanca modelo TGA-50 (Shimadzu),
utilizando-se cadinho de platina aberto. Aproximadamente 4,5 mg de
cada amostra, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min), e razdo de
aquecimento de 10 °C/min foi avaliada no intervalo de temperatura de
25 a 350 °C. Estes parametros foram utilizados tanto para a avaliagao
dos polimorfos I e Il quanto para os 6 lotes micronizados do farmaco.
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2.2.2.8 Microscopia Hot-Stage (HSM)

Para os polimorfos | e Il do EFV as andlises de HSM foram
realizadas em Laboratério Multiusuario do Departamento de Fisica da
UFSC. Os eventos térmicos foram observados em microscopio Olympus
BX50 equipado com Hot-Stage Mettler Toledo FP-82. As amostras
colocadas em lamina de vidro cobertas com laminula foram submetidas
ao intervalo de temperatura de 60 a 139 °C com razdo de aquecimento de
5 °C/min.

2.2.2.9 Ressonancia Magnética Nuclear no Estado Sélido

As analises de ressonancia magnética nuclear no estado sélido
para os polimorfos | e Il de EFV foram realizadas na Universidade
Nacional de Cérdoba, Argentina.

Os espectros de carbono (**C) de alta resolucdo foram
adquiridos pela técnica de polarizacdo cruzada com rotacdo em torno do
angulo mégico (CP/MAS) com desacoplamento de prétons durante a
aquisicdo. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente em
espectrdmetro Bruker Avance Il operando a 300,13 MHz para prétons e
equipado com sonda MAS de 4 mm. A frequéncia de operagdo para
prétons e carbonos foi de 300,13 e 75,47 MHz, respectivamente.
Adamantano foi utilizado como referéncia externa para o espectro de
carbono (**C) e para alcancar a condic&o de Harmann-Hahn nas medidas
de polarizagdo cruzada (CP). A taxa de rotacdo foi de 10 kHz e o
nimero de transientes de 1024 para o polimorfo Il e 2048 para o
polimorfo I, de modo a obter uma adequada proporg¢do de sinal/ ruido.
Os tempos de reciclagem, de contato durante a polariza¢éo cruzada (CP)
e de aquisicdo foram de 6s, 2,0 ms e 41 ms respectivamente, para todas
as amostras. A sequéncia SPINAL 64 foi utilizada para desacoplamento
durante a aquisicio com um campo de prétons H'y satisfazendo o'y/
(2m) = yHyy/ (2m) = 78,2 kHz. O espectro de carbono quaternario foi
adquirido por supressdo de carbonos ndo quaternarios (NQS). Os
campos de radio-frequéncia de *H e *3C foram removidos durante 40 ps
apo6s a polarizacdo cruzada (CP) e antes da aquisicdo. Esse retardo
permitiu o decaimento da magnetizacdo do carbono devido ao
acoplamento bipolar *H — **C, resultando em espectros nos quais CH e
CH, foram removidos. Este experimento permitiu a identificacdo dos
sinais de carbono quaternario.
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2.2.2.10 Distribuicdo de Tamanho de Particula

As medidas de distribuicdo de tamanho de particula foram
realizadas no Laboratorio de Estudos do Estado Solido de
Farmanguinhos, Rio de Janeiro. A andlise dos 6 lotes micronizados de
EFV foi realizada por difracdo a laser, utilizando-se a via Umida
(Malvern Mastersizer 2000, Hydro 2000 SM, Worcestershire, UK).
Aproximadamente 10 mg de amostra foi dispersa em 10 mL de solugéo
de polisorbato 80 (0,02% (w/ v)). Um volume de 100 mL de agua foi
utilizado como meio dispersante e a mistura agitada a 2,000 rpm.
Através desta técnica foram obtidos os valores de d[3, 2], d[4, 3] e Span.
O valor de d[3, 2] equivale a média da distribuicdo do tamanho de
particulas medida, pela sua superficie. O d[4, 3] é o valor de média da
distribuicdo do tamanho de particulas medida, pelo seu volume. O Span
é a medida da largura da distribuicdo de tamanho de particula (quanto
mais estreita a distribuicio menor o valor de Span). Nas andlises
descritas, empregou-se para o Span a definicdo de Glover e
colaboradores (GLOVER et al., 2008), segundo a qual o valor de Span
corresponde a diferenca entre o didmetro das particulas a 10 e a 90% do
volume acumulado, d(0,1) e d(0,9) respectivamente, dividido pelo valor
de d(0,5), ou seja, d(0,5): Span = [d(0,9) —d(0,1)/ d(0,5)].

2.2.3 Técnicas de Caracterizacao das Propriedades de Dissolucao
2.2.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As andlises de HPLC foram realizadas no Laboratdrio de
Controle de Qualidade da UFSC em cromatdgrafo Shimadzu LC 10AT
equipado com desgaseificador DGU-10AL, detector UV-VIS (Shimadzu
SPD-10AV) fixado em 252 nm e auto-injetor Rheodyne 7125. Os
cromatogramas foram obtidos através do software CLASS-VP (version
RV 6.14). De acordo com o Authorized USP Pending Standard para o
efavirenz, publicado em 2007, utilizou-se coluna C18 (150 mm x 4,6
mm, 5um), fase mével acetonitrila: tamp&o acetato de aménio pH 7,5
(50:50 v/v), fluxo de 1 ml/ min e volume de inje¢do de 20 puL (USP’s
Pending Standards Guideline, 2007).

2.2.3.2 Dissolucéo por Disperséo

As andlises de dissolucdo por dispersdo para os 6 lotes
micronizados de EFV, foram realizadas no Laboratério de Controle de
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Qualidade da UFSC em dissolutor VARIAN modelo VK 7000. Utilizou-
se Aparato 2 (USP), rotacdo de 75 rpm e temperatura de 37 £ 0,5 °C.
Para a avaliacdo de cada amostra 200 mg de farmaco foram adicionados
a 300 mL de meio de lauril sulfato de sddio (LSS) 0,25%. Aliquotas de
5 mL foram retiradas nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 e 120
min com posterior reposicdo do meio de forma a manter o volume
constante. As aliquotas foram analisadas por HPLC conforme descrito
no item 2.2.3.1. A DE foi calculada como a &rea sob a curva de
dissolucdo proposto por Khan e Rhodes (KHAN; RHODES, 1975). A
razao entre a area sob a curva de dissolugdo compreendida entre 0 e 120
min e a area total do retangulo definida pela ordenada (percentual
maximo dissolvido) e pela abcissa (120 min) fornece o valor de DE
conforme a Equacdo 3. As areas sob a curva foram calculadas através do
software GRAPH PAD PRISM INSTAT Program (San Diego, CA,
USA).

DE (%) = ASCo.120 min X 100/ ASC Total (Equagéo 3)

A DE foi calculada para comparar o desempenho relativo dos 6
lotes e os resultados foram expressos como valores médios + desvio
padrdo. Comparacdes estatisticas foram feitas a partir da regressao linear
através do software GRAPH PAD PRISMA.

2.2.3.3 Desenvolvimento e validagdo de metodologia para a
determinacdo quantitativa de EFV no teste de dissolucéo intrinseca

Devido ao fato de que a validacdo é um procedimento analitico
necessario para o desenvolvimento do trabalho experimental proposto,
os resultados da validacdo serdo apresentados nesta secdo em conjunto
com o0s métodos, e ndo na secdo Resultados como de costume.

Trés matérias-primas de EFV (teor > 99,5%) identificadas por
A, B e C (polimorfo I) foram utilizadas no desenvolvimento e validagédo
do método para a determinacdo quantitativa de EFV no teste de
dissolucdo intrinseca. Os reagentes acetonitrila (TediaBrazil®, lote
1003127), acetato de aménio (Synth®, lote 56071) e lauril sulfato de
sodio (LSS) (Vetec®, lote 0608025) utilizados eram de grau HPLC. A
dgua ultrapura grau | utilizada foi filtrada através de membrana
Millipore® 0,22 pm (Milli-Q System, Massachusetts, USA).

Diferentes meios de dissolucdo em LSS (LSS 0,25, LSS 0,5 e
LSS 1,0%) foram preparados, aquecidos em banho ultrasénico a 37°C £
0,5 e avaliados em triplicata. LSS 0,25% encontra-se no limite da
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concentragcdo micelar critica (CMC) e foi 0 meio selecionado para as
analises. A CMC é a concentrac¢do na qual a formacdo de micelas tem
inicio (ZDZIENNICKA et al., 2012).

O método de velocidade de dissolugdo intrinseca (MVDI)
proposto foi validado de acordo com as especificacGes da USP 2007, do
ICH Q2 (R1) (International Conference on Harmonization, 2005) e da
ANVISA (RE n° 899 de 2003) (ANVISA, 2003). Os parametros
analisados foram linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo e
estabilidade da amostra em solucéo, assim como os limites de deteccéo e
quantificacdo.

v Linearidade: determinada pela andlise de oito concentragdes de
EFV na faixa de 0,5 — 25,0 pg/mL, em triplicata e em trés dias
diferentes. Estas solucGes foram preparadas a partir da solucdo estoque
de EFV em fase mdvel a 100 pg/mL. As diluicBes para o preparo das
cinco concentragfes foram feitas em LSS 0,25%. A linearidade foi
avaliada pela analise de regressdo linear e pela analise de variancia
(ANOVA) (Microsoft Office Excel 2007).

v Limites de Deteccdo (LD) e Quantificacdo (LQ): calculados a
partir da reta obtida na linearidade. Os LD e LQ correspondem a 3,3 r/S
e 10 r/S, respectivamente, onde r é o desvio padrdo do interceptoe S é a
inclinacdo da reta obtida (ANVISA, 2003). O valor calculado foi
confirmado experimentalmente.

O método mostrou-se linear com coeficiente de correlacdo de
0,9918 e equacdo da reta y = (31892 + 1212)x — (14904+ 2331). Os
valores obtidos para os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ)
foram 0,24 pg/mL e 0,73 pg/mL, respectivamente.

v Especificidade: avaliada em triplicata e em trés dias
consecutivos, por meio da comparacdo dos cromatogramas obtidos para
a solucdo estoque diluida em fase mével e em seguida, em LSS 0,25%, e
para a solucdo de LSS 0,25% utilizada como meio de dissolucdo durante
0S ensaios.

O método foi considerado seletivo e especifico. Nao houve
interferéncia do LSS 0,25% no pico do EFV.

v Precisdo: determinada pela medida da precisdo intermediaria e
da repetibilidade. Amostras de EFV em LSS 0,25% na concentracdo de
100,15 pg/ mL foram avaliadas em triplicata em diferentes dias para a
determinagdo da precisdo intermediaria, e seis determinagGes foram
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realizadas para a repetibilidade em um Unico dia e sob as mesmas
condigdes experimentais. Os resultados foram expressos em percentual
de desvio padréo relativo (RSD).

Os resultados obtidos para a repetibilidade e para a preciséo
intermediaria mostraram boa precisdo do método e estdo de acordo com
a normativa estabelecida pela ANVISA 2003 (ndo sdo admitidos valores
superiores a 5%) (BRASIL, 2003). A Tabela 3 apresenta os resultados
expressos como desvio padrao relativo (RSD).

Tabela 3. Valores de precisdo intermediaria (precisdo inter-dia) e de
repetibilidade (intra-dia) para o EFV, expressos como média e desvio
padréo relativo (RSD).

Precisao Média (ug/ mL) £s RSD
Intra-dia 21,7+0,9 4
n=6
Inter-dia 211 5
n=6
v Exatiddo: verificada pelo teste de recuperacdo de quantidades

conhecidas de EFV adicionadas ao meio de dissolucdo (ICH, 2005).
Aliquotas correspondentes a 80, 100 e 120% da concentracdo teorica de
EFV foram transferidas para baldes volumétricos de 200 mL e os
volumes foram completados com LSS 0,25%. Cada concentracdo foi
avaliada em duplicata. As amostras foram transferidas para o dissolutor
utilizando-se Aparato pa, temperatura de 37 + 0,5 °C e rotacdo de 75
rpm. Apo6s 4 horas de ensaio, aliquotas de 5 mL foram retiradas de cada
cuba e analisadas por HPLC. As andlises foram feitas em triplicata e em
trés dias consecutivos.

Os resultados obtidos para a exatidao (Tabela 4) apresentaram-
se dentro dos limites especificados para a dissolugéo (95 — 105%) (USP,
2007) e foram reportados como percentual recuperado + desvio padréo.
Analises estatisticas ndo mostraram diferencas entre os valores
adicionados e os valores recuperados obtidos experimentalmente.
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Tabela 4. Valores de concentracdo tedrica, concentragdo experimental e
percentual de recuperacao na avaliacdo da exatiddo para o EFV.

Concentracdo Concentracéo

Conr}i:/(érp'igzgao tedrica experimental Recu(rg/c—(:);agao
(Hg/mL) (Hg/mL)
80 16,2+0,1 16,4+0,3 102+2
100 20,1+0,2 20,0£05 993
120 24,1+0,1 24,9+0,2 103,3+0,4
v Estabilidade da amostra em solucdo: avaliacdo da estabilidade

de solugdes de EFV em 200 mL de LSS 0,25% (20 pg/mL), 75 rpm,
temperatura de 37 £ 0,5 °C e Aparato 2. O ensaio de dissolucdo foi
realizado por 6 horas nas condi¢des previamente especificadas para a
completa dissolucdo das amostras nas cubas. A partir de entdo, aliquotas
foram retiradas e avaliadas nos tempos de 6 e 24 horas a temperatura
ambiente. A aliquota retirada no tempo de 24 horas foi armazenada em
geladeira por mais 24 horas. Todas as amostras foram avaliadas por
HPLC conforme o teor e o surgimento de produtos de degradag&o.

O farmaco mostrou-se estdvel nas condigdes analisadas. Os
resultados de percentual de degradacdo obtidos para cada tempo
avaliado foram comparados & concentragdo da solucdo inicial (Tabela
5). Nenhuma evidéncia de degradacdo foi observada ja que os valores
mantiveram-se dentro do intervalo de 98 a 102% conforme estabelecido
pela USP para os ensaios de dissolugdo (USP, 2007).

Tabela 5. Resultados obtidos para a avaliagdo da estabilidade do EFV
em solucdo, expressos em concentracdo de farmaco em solucdo e
percentual. Comparou-se a concentracdo no tempo zero com as
concentracBes nos tempos de 6 e 24 horas, este a temperatura ambiente e
sob refrigeracéo.

Tempo Concentragéo Farmaco
(Hg/mL) (%)

6h 19,4 98,06

24 h 195 98,05

24 h (Refrigerado) 19,7 98,03
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2.2.3.4 Velocidade de Dissolucéo Intrinseca (VDI)

Os testes de VDI para os polimorfos | e Il de EFV foram
realizados no Laboratério de Controle de Qualidade da UFSC. Os
polimorfos | e Il foram comparados esperando-se demonstrar a
capacidade do MVDI de diferenciar polimorfos conforme preconizado
pela literatura (CUFFINI; PITALUGA; TOMBARI, 2009; BRITTAIN,
2009). Todos os lotes do polimorfo | (lotes 1, 2, 3, 4, 5 e 6) foram
avaliados com a intencdo de se demonstrar a capacidade do método
desenvolvido em diferenciar tamanhos de dominio cristalino. Utilizou-se
0 Aparato de Woods modificado (Aparato do disco rotatério) com
cavidade de 8 mm de diametro (area superficial de 0,5 cm?), de acordo
com a USP 32 (USP, 2009). O método para quantificar EFV na
determinacdo da taxa de dissolugdo intrinseca foi otimizado e validado
conforme descrito no item 2.2.3.3. Aproximadamente 100 mg de
amostra foi pesada e compactada em prensa Asta®, aplicando-se uma
forca de 400 kgf. Este método seguiu especificacbes da USP30-NF25
1087 de dissolucéo intrinseca (USP, 2007). Os efeitos de pressdo foram
controlados por DSC e XRPD de modo a confirmar auséncia de
transicdo polimorfica. Os ensaios foram realizados em 200 mL de LSS
0,25% (w/v) aquecido a 37 + 0,5 °C. Com o objetivo de assegurar
condigdes sink, a concentracao de saturacdo foi avaliada até 96 horas. As
analises foram feitas utilizando-se o Aparato 2 (USP) com velocidade de
rotacdo de 75 rpm. Aliquotas de 5 mL foram retiradas nos tempos de 15,
30, 60, 90, 120, 180 e 240 min para o polimorfo | e até 90 min para o
polimorfo 1l com posterior reposicdo de meio. As amostras foram
analisadas por HPLC conforme item 2.2.3.1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagdo Fisico-quimica dos Polimorfos | e 1l de EFV

A compreensdo da influéncia causada pelas caracteristicas do
estado sélido em propriedades como solubilidade, estabilidade e
biodisponibilidade, entre indmeras outras, é hoje primordial para o
controle de qualidade e selecdo dos IFAs nas etapas de pré-formulacéo e
desenvolvimento de novos produtos (DATTA; GRANT, 2004; TONG;
HUANG, 2004; AALTONEN et al., 2009; CUFFINI; PITALUGA;
TOMBARI, 2009).

Considerando-se que um dos objetivos deste capitulo foi avaliar
as propriedades do polimorfo Il de EFV, obtido experimentalmente,
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frente ao polimorfo I, utilizado atualmente pela industria para formular,
realizou-se a caracterizagao fisico-quimica de ambas as formas.

Informagdes referentes &s caracteristicas de superficie e
morfologia podem ser obtidas através da técnica de SEM (VERNON-
PARRY, 2000). A Figura 7 apresenta a morfologia dos polimorfos I e Il
de EFV através de SEM. As imagens foram feitas com ampliagdo de
100x para o polimorfo Il e de 5000x para o polimorfo I. O polimorfo | é
a matéria-prima micronizada, enquanto o polimorfo Il é a forma
recristalizada, e por isso, diferentes amplificagdes foram utilizadas.
Formas regulares com aspecto columnar foram observadas para EFV
polimorfo I (USP, 2007), enquanto a imagem do polimorfo Il mostrou
cristais na forma de agulhas.

Figura 7. Imagens obtidas por SEM para os polimorfos | e 1l de EFV.

-
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A XRPD ¢ a técnica “ouro” para a caracteriza¢do dos [FAs com
relacdo a determinagdo da estrutura cristalina e diferenciagdo de
polimorfos. A XRPD fornece a “impressdo digital” da amostra, sendo
Unica para cada insumo avaliado (RODRIGUES-SPONG et al., 2004).
Um material solido cristalino possui os atomos ordenados em planos
cristalinos separados por distancias interplanares de mesma ordem de
grandeza dos comprimentos de onda dos raios X. Quando o feixe de
raios X incide na amostra cristalina, interage com os elétrons dos 4&tomos
e da origem ao fendbmeno de difracio (DINNEBIER, R. E;
BILLINGE, S. J. L., 2008). A Figura 8 mostra a comparagao entre 0s
padrdes de difracdo experimental e calculado para os polimorfos | e 1l
de EFV. A comparacdo entre o padrdo de difracdo de raios X obtido
experimentalmente para o polimorfo | e a estrutura calculada por
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Mahapatra e colaboradores (MAHAPATRA et al., 2010) mostrou a
mesma estrutura cristalina. Do mesmo modo, a comparacdo entre a
estrutura cristalina do polimorfo Il obtido experimentalmente e aquela
descrita por Ravikumar e Sridhar (RAVIKUMAR; SRIDHAR, 2009)
confirmou estrutura cristalina idéntica.

Figura 8. Comparacgdo entre os padrfes de difracdo de raios X (método
do pd) experimentais e calculados para os polimorfos | e 1l de EFV.

A N experimental Polimorfo Il

experimental Polimorfo |

calculado Polimerfo Il (Ravikumar et al., 2009)

calculado Polimorfo | (Mahapatra et al., 2010)

I ! | N I ! I
10 20 30 40
20 (deg)

As diferencas observadas nas intensidades, entre 0s
difratogramas experimentais e calculados podem ser associadas a
orientagdo preferencial. O polimorfo | cristaliza no grupo espacial
P2,2,2 com trés moléculas na unidade assimétrica (MAHAPATRA et
al.,, 2010). Na estrutura resolvida por Ravikumar e Sridhar
(RAVIKUMAR; SRIDHAR, 2009) e nomeada neste trabalho como
polimorfo 11, as moléculas cristalizam no grupo espacial P2;2,;2;. Um
terceiro polimorfo reportado por Melo e colaboradores (MELO et al.,
2013) (Tabela 2) e nomeado aqui como polimorfo 11 cristaliza no grupo
espacial C2. O polimorfo Il possui 0 maior valor para a densidade, d =
1.501 g/ cm® (MELO et al., 2013), seguido pelo polimorfo II, d = 1.486
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g/ cm® (RAVIKUMAR; SRIDHAR, 2009), e polimorfo I, d = 1.395 g/
cm® (MAHAPATRA et al., 2010). O polimorfo | contém uma
conformacdo tipo Synthon A (MAHAPATRA et al., 2010), enquanto
nos polimorfos Il e 111 o Synthon C esta presente (MELO et al., 2013)
(Figura 9). A conformacéo tipo Synthon C justifica a mais alta densidade
dos polimorfos 1l e 11, assim como o Synthon A explica o notavel grau
de desordem conformacional no polimorfo I (MAHAPATRA et al.,
2010).

Figura 9. Synthon A e Syntohon C reportados por Mahapatra e
colaboradores. O polimorfo | de EFV possui o Synthon A enquanto os
polimorfos Il e 11l apresentam o Synthon C.
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A informacédo obtida por DSC para o polimorfo | de EFV esta
de acordo com o preconizado pela literatura, (Figura 10), a qual
estabelece ponto de fusdo entre 138 — 140 °C (MAHAPATRA et al.,
2010). Outras matérias-primas avaliadas em outros estudos
apresentaram valores de 138,6 °C (FANDARUFF et al., 2014) e 137 °C
(COSTA et al., 2013). Para o polimorfo Il, observa-se ponto de fuséo
em 137,20 °C e, além disso, a presenca de uma endoterma em 105,52
°C. A presenca desta endoterma sugere que ambos os polimorfos
apresentam uma transi¢do solido-sélido, uma vez que foi demonstrado
pela andlise termogravimétrica que a amostra ndo contém qualquer
solvente residual e nenhuma perda de massa foi observada.
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Figura 10. Curvas de DSC e TG dos polimorfos I e 1l de EFV, obtidas

em atmosfera de N, (50 mL/ min) e razdo de aquecimento de 10
°C/min.

DSC TGA
mW

%
4.00 TG - Polimorfo II

100.0
\ Polimorfo II

'
105,52°C

Polimorfo I 137.20°C

¢ Endo

139.10°C
-4.00

" " " L s N -100,0
50 100 150 200 250 300
Temp [C]

A transicdo polimorfica foi confirmada com o emprego das
técnicas de HSM e difracdo de raios X com temperatura. O evento de
fusdo nao foi observado para o polimorfo Il até 137 °C com o emprego
da técnica de HSM. A observacdo com luz polarizada confirmou a
transicdo solido-s6lido em temperatura superior a 100 °C (Figura 11).

Figura 11. Comportamento de fuséo do polimorfo Il de EFV através da
HSM. O polimorfo Il é estavel até 100 °C. Apresenta uma transi¢do
s6lido-sélido a 105 °C, e funde a 139 °C.
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Outra comprovacao da transicdo polimérfica foi feita com a
técnica de XRPD com aquecimento (Figura 12). O polimorfo Il foi
avaliado no intervalo de temperatura de 25 a 134 °C. Acima da
temperatura de 100 °C, a estrutura cristalina corresponde ao polimorfo I,
e esta de acordo com os resultados obtidos por DSC e as imagens de
HSM. As pequenas diferencas observadas entre os valores de
temperatura de transicdo (105 °C no HSM e 100 °C no difratbmetro)
podem ser justificadas pelo fato de que o primeiro sistema é fechado
enquanto o outro é aberto. Estes estudos foram realizados em condicdes
a seco e a transicdo solido-sélido ocorreu em 105 °C, porém, se fosse
mediada por solvente o valor da temperatura de transicdo seria outro.

Figura 12. Avaliacdo do polimorfo Il de EFV através da técnica de
XRPD com aquecimento. A amostra foi aquecida a partir de 25 até 134
°C e resfriada & temperatura inicial. A seta indica a dire¢cdo na qual as
medidas foram realizadas.
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Através das espectroscopias de Raman e infravermelho foi
possivel comparar as bandas mais importantes observadas com aquelas
relatadas na literatura e caracterizar os polimorfos de EFV. A Figura 13
(@) mostra os espectros de Raman e FT-IR obtidos para ambos 0s
polimorfos de EFV. Nesta figura, é nitida a diferenca entre os
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polimorfos | e 11, especialmente entre as regides de 2800 e 3200 cm™ do
espectro de absorcdo. Na regido de 1740 cm™, ambos os espectros de
absorcdo mostram duas novas reflexdes para o polimorfo 1. A analise
da Figura 13 (b) permite confirmar a diferenca entre 0s espectros de
ambos os polimorfos nas regides de 1650 e 1850 cm™ além das regides
de 1235 e 1350 cm™ e concluir que muitos modos ativos FT-IR sdo
também modos ativos Raman. Além disso, pode-se observar que a
intensidade das reflexdes no espectro de Raman para o polimorfo Il é
menor em comparacgdo ao polimorfo I. As principais bandas de absorcéo
observadas pelas técnicas de Raman e FT-IR para o polimorfo | estdo de
acordo com a literatura (MISHRA; TANDON; AYALA, 2012).
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Figura 13. (A) Espectros de absor¢cdo Raman e infravermelho para os
polimorfos | e 1l de EFV. (B) Detalhes de algumas regibes espectrais.
As linhas preta e cinza representam os polimorfos | e |I,
respectivamente.
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A técnica de RMN no estado solido foi utilizada para a
comparacao dos polimorfos. A atribuicdo dos sinais é apresentada na
Tabela 6. A Figura 14 apresenta os espectros de **C NQS (Supress&o
Né&o-Quaternaria) para os dois polimorfos. O espectro de carbono do
polimorfo | mostra mais de uma ressonancia do C na molécula,
indicando que ha mais de uma molécula na unidade assimétrica. Os trés
sinais correspondentes ao C-11 sdo uma clara indicagdo da presenca de
trés moléculas na unidade assimétrica, e essa informacao esta de acordo
com os dados cristalograficos publicados por Mahapatra e colaboradores
(MAHAPATRA et al., 2010). Para o polimorfo Il hd somente uma
ressonancia do C na molécula, corroborando os resultados obtidos por
Ravikumar e Sridhar (RAVIKUMAR; SRIDHAR, 2009) de que ha
apenas uma molécula na unidade assimétrica para o polimorfo Il. E
importante relatar que, nas avaliacbes de NQS para o polimorfo I, os
sinais de carbono referentes ao grupo ciclopropil ndo foram suprimidos.
Pelo espectro NQS, observa-se alta mobilidade do grupo ciclopropil e
este resultado estd de acordo com o grau de desordem conformacional
reportado por Mahapatra para o grupo ciclopropil no polimorfo I.

Tabela 6. Atribuicéo de sinais para os polimorfos I e Il de EFV.

NUmero do Polimorfo | Polimorfo 11
Carbono Desvio quimico Desvio Quimico
5(ppm) 3(ppm)
12 -1,5;-0,7 0,1
13; 14 7,7,8,3;9,1,9,4 9,1;9,7
10 66,2; 68,2 65,2
8 79,4 79,2
11 95,8; 96,4; 97,0 97,1
7 1144 115,2
9 128,0 127,8
34,6 119,0; 127,0; 133,4 130,5; 131,0
5 135,0 135,0
2 147,3 149,2
1 148,0; 148,4 150,3
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Figura 14. Espectros de **C CP/ MAS e NQS do polimorfo | (a, b) e
polimorfo Il (c, d) de EFV.
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c) Polimorfo II CP
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Na avaliacdo dos s6lidos farmacéuticos a termodinamica é um
dos aspectos de maior relevancia. Os diagramas de fase (qualitativos ou
guantitativos) sdo geralmente construidos para expressar a relacdo
termodindmica entre varias formas solidas (ZHANG; ZHOU, 2009). O
conhecimento a respeito da relagdo termodinamica entre polimorfos é de
extrema importancia para a industria farmacéutica. Tem por objetivos
assegurar que o produto final obtido contenha a forma desejada e
impedir qualquer transformacdo polimoérfica durante o tempo de
prateleira  (LOHANI; GRANT, 2006). De acordo com Brittain
(BRITTAN, 2009) e Bernstein (BERNSTEIN, 2002) um sistema
enantiotrdpico é aquele no qual uma transi¢do no estado solido pode ser
observada na temperatura na qual, ambas as curvas de energia livre se
cruzam. Neste ponto, ambas as formas sdo isoenergéticas. A avaliacao
dos polimorfos | e 1l de EFV nas condigdes a seco, com o0 emprego das
técnicas de HSM, DSC e XRPD com temperatura, confirmou a transi¢do
do polimorfo Il para o polimorfo | a 105 °C. O polimorfo I,
apresentando a menor densidade (d = 1,395 g/ cm®), é também o menos
estavel a temperatura ambiente quando comparado ao polimorfo Il (d =
1,486 g/ cm®). Considerando-se que estes resultados foram medidos em
condi¢des a seco, a transformacdo polimdrfica pode ocorrer no estado
s6lido, embora em uma taxa geralmente muito inferior aquela mediada
por solvente. Esta transformacéo foi avaliada por meio da suspensdo de
quantidades iguais de ambos os polimorfos em uma solucdo metanol:
agua. As amostras foram submetidas a varias temperaturas a fim de se
determinar uma estreita faixa de temperatura de transicdo (GU;
GRANT, 2001; ZHANG et al., 2002). Os difratogramas de p6 das fases
solidas investigadas revelaram que a verdadeira (mediada por solvente)
temperatura de transicdo termodindmica estava localizada entre 35 e 40
°C para o sistema avaliado. A temperatura de transicdo termodinadmica
consiste em uma estreita faixa de temperatura na qual ocorre a transicao
de uma forma polimoérfica a outra. Esta transi¢do, mediada por solvente,
é um processo de equilibrio, o qual ndo se modifica com o tempo, por
isso termodinamico, e ndo cinético (ZHANG; ZHOU, 2009; ZHANG et
al., 2002). A partir destas informacdes o diagrama de energia livre
versus temperatura foi construido e estda apresentado na Figura 15.
Portanto, a relacdo entre os polimorfos | e 1l de EFV foi classificada
como enantiotropica, com ponto isoenergético entre 35 e 40 °C.
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Figura 15. Diagrama de energia livre versus temperatura
experimentalmente obtido para os polimorfos | e 11 de EFV.
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O EFV, sendo um farmaco de Classe Il, apresenta boa

correlagdo entre os resultados in vivo e os testes de dissolugdo. A taxa de
dissolucéo é o aspecto limitante a ser controlado uma vez que determina
a absorcdo do farmaco (DRESSMAN; REPPAS, 2000; ROSSI et al.,
2011). O surfactante LSS é indicado pela USP (USP, 2007) e por
Marqgues e colaboradores (MARQUES, 2009) para ser utilizado para
estudos de dissolucdo de farmacos pouco sollveis (USP, 2007;
CUFFINI; PITALUGA; TOMBARI, 2009). O EFV é insollvel em agua
e, além disso, a &gua ndo é considerada um meio de dissolucéo ideal
para farmacos de Classe Il como o EFV (USP, 2007). O EFV mostrou-
se soltvel em LSS 0,25; 0,5; e 1,0%, porém, os meios de LSS com
concentragBes superiores a 0,25% ndo permitiram discriminar os lotes
de EFV avaliados. Na concentracdo de 0,1% de LSS o EFV néo pdde ser
quantificado. Este surfactante tem como objetivo melhorar a
molhabilidade dos farmacos pouco solGveis. E embora altas
concentragBes de LSS sejam mencionadas por importantes fontes de
referéncia (USP, 2007), a CMC deste surfactante anibnico é alcancada
entre 1 e 10 mM (RUDDY et al., 1999), ou seja, entre 0,025 e 0,25%
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(m/v) de LSS. Deste modo a busca por um meio de dissolucéo
biorrelevante e com capacidade discriminatéria para as amostras de EFV
classificou 0 meio de LSS 0,25% como o ideal. Meios de dissolucédo
contendo baixas concentragBes de LSS sdo mais biorrelevantes além de
assegurarem mais efetivamente as condicdes sink (PANIKUMAR et al.,
2012; HONORIO et al., 2013; PINTO; CABRAL; SOUSA, 2014;). A
validacdo do método de dissolugdo para a analise da velocidade de
dissolucéo intrinseca esta descrita no item 2.2.3.3.

A fim de assegurar condicédo sink, medidas da concentracdo de
saturagdo foram feitas por um periodo de 96 horas. Desta forma, a
manutencdo das condigdes sink durante o teste de VDI para o EFV foi
assegurada visto que a solubilidade apds o periodo de equilibrio de 96
horas foi de 239,75 + 0,01 pug/mL para o polimorfo I ¢ 316,63 + 0,02
pg/mL para o polimorfo II. A concentragdo do polimorfo | foi de 4,49
pg/mL apos 240 minutos de analise e de 29,45 pg/mL ap6s 90 minutos
para o polimorfo Il. Com a finalidade de garantir condi¢des sink para
ambos os polimorfos, os periodos de tempo de analise foram diferentes
para cada um. Para que o sistema esteja em condicdo sink é necessario
que a concentracdo maxima de farmaco seja inferior a 10% da
solubilidade no meio de dissolugdo avaliado (WASHINGTON, 1990;
CHO et al., 2004; USP, 2007).

A Figura 16 mostra o perfil do teste de dissolucdo intrinseca
para o polimorfo I e o polimorfo Il. A andlise estatistica foi realizada
aplicando-se a analise de regressao e revelou diferenca significativa para
o intervalo de confianca de 95% (o= 0,05 e p < 0,1). Os valores de IDR
obtidos pela inclinacdo da reta no grafico mg/ cm? versus tempo,
mostraram resultados relevantes uma vez que, a IDR do polimorfo 1l
apresentou valor aproximadamente dezesseis vezes superior a IDR do
polimorfo | (Tabela 7). Andlises das pastilhas por DSC e XRPD antes e
apos a realizacdo do teste, indicaram que ndo houve transicdo de fase
mediada por solvente ou pressdo. Os valores de IDR obtidos
experimentalmente apresentaram-se menores que aqueles reportados por
Pinto e colaboradores (PINTO; CABRAL; SOUSA, 2014) e por
Deshmukh e colaboradores (DESHMUKH et al., 2011). Estas diferencas
podem ser justificadas, devido as altas concentracdes de LSS utilizadas
por estes autores, em comparacdo aquela determinada na validacdo da
metodologia do presente trabalho e referenciada no item 2.2.3.3. Altas
concentragcBes de LSS resultam em maiores valores de IDR para o
polimorfo | do EFV (BROWN et al., 2004; PINTO; CABRAL; SOUSA,
2014). Os resultados obtidos nos estudos de velocidade de dissolugédo
intrinseca indicam que provavelmente diferentes planos cristalinos estéo
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expostos para o polimorfo Il em comparacdo ao polimorfo |
modificando, portanto, a IDR para aquele polimorfo (DANESH et al.,
2001; KUMINEK et al., 2013).

Figura 16. Perfil do teste de dissolucdo intrinseca obtido para o0s
polimorfos | e Il de EFV. A condicdo sink foi assegurada para a
avaliacdo de ambos os polimorfos e por isso 0s tempos de analise sdo de
240 e 90 minutos para o polimorfo I e Il, respectivamente.
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Tabela 7. Equagdo da reta e r* obtidos por analise de regressio linear na
avaliacdo dos testes de dissolucdo intrinseca dos polimorfos | e Il de
EFV.

Amostra Equacdodareta r° IDR (mg.cm?.min™)
Polimorfol y=0,0074x + 0,019 0,9999 0,0074
Polimorfo Il y=0,1196x + 1,194 0,9969 0,1196

3.2 Caracterizacdo Fisico-quimica de Lotes de EFV (Polimorfo I) e
Correlacéo entre Microestrutura e Bioequivaléncia

Para farmacos pouco sollveis como o EFV, as caracteristicas
do estado solido, além da distribuicdo de tamanho de particula,
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densidade aparente, fluidez e compressibilidade, sdo cuidadosamente
monitoradas através dos protocolos de controle das propriedades do
estado solido. No entanto, tais caracteristicas ndo explicam algumas
falhas que ocorrem nos ensaios in vitro e nos estudos in vivo.

O EFV é um farmaco que necessita dos estudos de
bioequivaléncia para a producdo e comercializacdo de medicamentos
genéricos. Neste contexto, 0s estudos de bioequivaléncia sdo a mais
importante ferramenta no processo de desenvolvimento e registro do
produto, de modo a assegurar sua eficacia terapéutica (EUROPEAN
MEDICINE AGENCY, 2010; BRASIL, 1999). Estes estudos foram
conduzidos por Bedor e colaboradores e por Honério e colaboradores
(BEDOR et al., 2011; HONORIO et al., 2013), e estio de acordo com o
estabelecido pela ANVISA (BRASIL, 1999) e em conformidade com as
recomendacOes internacionais para estudos de bioequivaléncia
(FANDARUFF et al., 2015). A avaliacdo de seis lotes de EFV ¢
apresentada nesta subdivisdo do capitulo. Todas as matérias-primas
analisadas foram aprovadas pelos protocolos de controle do estado
solido; entretanto, das duas amostras testadas em voluntarios humanos,
(estudos de bioequivaléncia, teste in vivo) uma ndo foi aprovada. Além
dos resultados obtidos no estudo de bioequivaléncia, os resultados dos
testes de dissolucdo aqui realizados, ndo apresentaram correlagdo com as
demais propriedades do estado sélido.

Portanto, é importante compreender as discrepancias tanto in
vitro quanto in vivo, a fim de garantir a bioequivaléncia dos
medicamentos genéricos e a reprodutibilidade lote a lote.

O perfil de dissolucdo de seis lotes de EFV em LSS 0,25% é
mostrado na Figura 17 (A) e as eficiéncias de dissolucdo (DEs) estdo
plotadas na Figura 17 (B). O ensaio de dissolugéo destaca as diferencas
entre os lotes de EFV, com evidéncia para os lotes 1 e 5. O lote 1 foi
aprovado no teste de bioequivaléncia e mostra o mais alto percentual
(~82%) no grafico de eficiéncia de dissolugdo (DE). Para o lote 5,
reprovado no teste, esse percentual ficou em torno de 66%.
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Figura 17. (A) Perfil de dissolucao por dispersdo das matérias-primas de
EFV em LSS 0,25% versus tempo. (B) Eficiéncia de dissolugédo (DE) de
seis lotes de EFV. Lote 1 aprovado no teste de bioequivaléncia e lote 5
reprovado.
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Com o objetivo de realizar a caracterizacdo do estado sélido, os
seis lotes de EFV (polimorfo 1), foram avaliados por meio de vérias
técnicas (XRPD, DSC, TG, FT-IR, SEM) conforme mostram as Figuras
18 (A) e 18 (B). No entanto, os resultados obtidos ndo evidenciaram
qualquer diferenca entre as amostras. Além disso, o perfil de impurezas
foi avaliado para cada um dos lotes, de acordo com a monografia oficial
do EFV (USP-38, 2014) e todas as amostras foram aprovadas com
relacdo ao perfil de impurezas.
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Figura 18. (A) XRPD (a), DSC e TG (b), e FT-IR (c) do polimorfo | de
EFV. (B) Micrografias obtidas por SEM para o polimorfo | de EFV
(lotes 1, 2, 3, 4,5 e 6).
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O comportamento na DE observado é comumente explicado por
outros fatores, como morfologia, distribuicdo de tamanho de particula e/
ou impurezas (TINKE et al., 2005; BLAGDEN; MATAS; GAVAN,
2007; WILLMANN et al., 2010). No entanto, a morfologia ndo foi a
principal causa dos resultados obtidos nos calculos de DE. As
micrografias mostraram que os graos possuiam formato de hastes, com
forma (comprimento e largura) muito similar para todos os lotes (Figura
18 (B)). Alguns autores tém ilustrado a influéncia das impurezas no
crescimento dos cristais e também sobre as propriedades cristalinas das
substancias (KUBOTA, 2001; BURCHAM; JARMER, 2013;
BORDAWEKAR et al., 2014). Porém, na avaliacdo dos lotes de EFV o
comportamento observado no teste de dissolu¢do ndo foi influenciado
pelo perfil de impurezas. Um aumento na concentra¢do de impurezas
pode ser detectado como uma consequéncia do processo de
micronizacdo (AOKI, 2013). No caso dos seis lotes analisados, as
diferencas no processo de micronizacdo para cada amostra nao
modificaram o perfil de impurezas e, portanto, esse parametro ndo foi
considerado a causa do comportamento de dissolucdo observado.
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A distribuicdo de tamanho de particula esta reportada na Tabela
8. O lote 1 apresenta o menor valor de tamanho médio de particula. Os
valores de d[4, 3] sdo maiores para os lotes 2 a 6, porém, ainda aceitos
no processo de rotina de micronizacdo de farmacos. Espera-se que
menores valores de d[4, 3] correspondam a maiores percentuais nos
testes de perfil de dissolucéo e resultados de DE (GLOVER et al., 2008),
uma correlagédo verificada para os lotes 1 e 6, ambos em dois extremos
de tamanho de particula e DE. Entretanto, contrario ao esperado, o lote 2
mostrou maior valor de DE (~70%) que os lotes 3, 4 e 5, todos abaixo de
66% (Tabela 8).

Tabela 8. Analise de tamanho de dominio cristalino (D) e tamanho de
particula dos seis lotes de EFV e seus correspondentes valores de
eficiéncia de dissolugédo (DE).
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E importante destacar que, mesmo sendo o tamanho médio de
particula do lote 1 (bioequivalente) menor que o tamanho médio de
particula do lote 5 (ndo bioequivalente), o valor de d[4, 3] para este
altimo encontrou-se dentro da faixa aceitavel para este parametro.
Portanto, nem a morfologia, nem as medidas de distribuicdo de tamanho
de particula puderam justificar as diferencas observadas nos ensaios in
vitro e in vivo. Do ponto de vista farmacéutico, o parametro de
distribuicdo de tamanho mais utilizado tradicionalmente para a
correlacdo com resultados de bioequivaléncia e perfil de dissolucéo, sdo
aqueles que possuem por base o volume (MOSHARRAF; NYSTROM,
1995), por isso, d[4, 3] parece ser 0 mais adequado (GLOVER et al.,
2008). De acordo com calculos teoricos, d[4, 3], representativo do
diametro médio com base no volume da particula, apresenta a melhor
correlacdo com os valores de taxa média de dissolugdo (TINKE et al.,
2005). Ainda com base na andlise da Tabela 8, mesmo os valores de
d(0,9), d(0,5) e d(0,1) ndo classificaram os lotes 1 e 5 em dois extremos.
Portanto, de acordo com os resultados e as especificagfes de rotina no
controle de IFAs, os seis lotes de EFV seriam aprovados, se apenas a
distribuicdo de tamanho de particulas fosse considerado o principal
parametro para a analise dos lotes antes do processo de producdo. Nas
amostras avaliadas, ndo se observou correlacdo entre 0 tamanho médio
de particula, os perfis de dissolucdo (estudo in vitro) e os resultados de
bioequivaléncia (estudos in vivo). Ainda com relacdo a distribuicdo de
tamanho de particulas, Takano e colaboradores propuseram que d[3, 2]
poderia estar correlacionado com os resultados de dissolucéo
(TAKANO et al., 2009). Entretanto, no modelo adotado por eles, as
particulas sdo consideradas esféricas, fato que simplifica muito o
processo. Além disso, os valores de d[3, 2] e d(0,5) ndo apresentaram
diferencas significativas nas anélises conduzidas pelo grupo.

Conforme representado na Figura 19 (A e B), os dados obtidos
para os seis lotes de EFV ndo mostraram correlacdo entre os valores de
DE e d[4, 3] ou d[3, 2].
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Figura 19. Eficiéncia de dissolu¢do (DE) versus tamanho de particula
para seis lotes de EFV. O lote 1 foi aprovado no teste de bioequivaléncia
enquanto o lote 5 foi reprovado. (A) DE versus tamanho médio de
particula d[4, 3]. (B) DE versus tamanho médio de particula d[3, 2].
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Tal observacdo exigiu a busca de uma nova explicagdo, a qual
poderia ser obtida através da investigacdo de outras propriedades do
estado solido e/ ou de propriedades mecénicas. Por todas as razbes
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anteriormente citadas, ndo foi possivel compreender e explicar 0s
resultados de DE. Portanto, outro parametro ndo analisado pelas técnicas
do estado sélido empregadas, deveria ser avaliado.

Um estudo mais detalhado dos processos de micronizagdo,
principalmente dos efeitos mecénicos na microestrutura dos IFAs foi
entdo realizado. As particulas mostram uma estrutura interna composta
de pequenos dominios cristalinos (Figura 20 (A)). Um dominio
cristalino é, em termos gerais, uma regido em um material policristalino
que difrata de forma coerente. A difracdo é sensivel ao tamanho de
dominio cristalino ou cristalita (SCARDI, 2008). A dissolucdo e a
biodisponibilidade de matérias-primas e produtos tém sido
correlacionadas com varias propriedades fisico-quimicas como
cristalinidade/ amorficidade, polimorfismo, tamanho de particula,
densidade, porosidade, entre inGmeras outras (SHARGEL, 1999;
BRITTAIN, 2008). Até o momento, o tamanho de dominio cristalino
ndo tem sido correlacionado com as caracteristicas biofarmacéuticas.
Torrado e colaboradores (TORRADO; FRAILE; TORRADO, 1998) tém
mencionado a importancia do tamanho de cristalita na compreenséo dos
resultados de dissolucdo, porém, os resultados apresentados por eles,
ndo consideram qualquer aspecto do tamanho de particulas. Por isso,
ndo é possivel distinguir entre tamanho de particula e cristalita, embora
eles justifiguem ser o tamanho de cristalita 0 motivo do impacto nos
resultados. Outros autores tém correlacionado o tamanho de cristalita
com as propriedades fisicas e mecanicas, principalmente com o processo
de compressdo (FUKUOKA; MAKITA; YAMAMURA, 1993; RIIPPI;
TANNINEN; YLIRUUSI, 2000). Riippi e colaboradores mostraram a
influéncia do estresse mecanico no tamanho de cristalita e, portanto,
pode-se supor que a micronizagdo promove o mesmo efeito, uma vez
gue este processo também produz estresse na matéria-prima (RIIPPI;
TANNINEN; YLIRUUSI, 2000). Observa-se que, embora o processo de
micronizacdo seja uma boa alternativa para o0 aumento da
biodisponibilidade de farmacos, muito ainda precisa ser estudado.
Atualmente, a caracterizacdo do estado solido tem como objetivos a
avaliacdo de possivel amorfizagdo ou desordem induzida pelo processo
(FENG; PINAL; CARVAJAL, 2008), as possiveis modificacfes geradas
na superficie das particulas dos farmacos (OLUSANMI et al., 2014) e a
garantia da estabilidade até a obtencdo do produto (ZHANG et al.,
2004). Mas recentemente o tema tamanho de cristalita tem sido
mencionado ap6s o processo de micronizacdo (FORNICO et al., 2013).
Além disso, a discussdo a respeito da correlacdo entre tamanho de
nanoparticulas, dissolugdo e solubilidade tem sido iniciada gracas ao



97

lancamento de medicamentos nanocristalinos no mercado e ao crescente
aumento na pesquisa cientifica nesta area. Alguns autores afirmam que,
de acordo com a equacdo de Ostwald-Freundlich, a solubilidade de
saturagdo pode ser aumentada se o tamanho de particula estiver abaixo
de 100 nm, devido ao efeito de curvatura da superficie
(EERDENBRUGH et al., 2010; BROUGH; WILLIAMS, 2013). Mesmo
em trabalhos ainda mais recentes, a correlacdo ainda tem por base o
tamanho da particula e/ ou do nanocristal (ZHAI et al., 2014).

Informacg0es relevantes podem ser obtidas por meio do estudo
detalhado dos processos de micronizagdo, em particular, dos efeitos
mecanicos na microestrutura dos IFAs. A investigacdo da microestrutura
abre um novo e amplo campo na &rea farmacéutica. A Figura 20 (B)
mostra o resultado obtido através do software PM2K, com base no
modelo fisico de microestrutura, o qual gera expressdes tedricas para 0s
perfis de linha.

Figura 20. (A) Definicdo esquematica de particula, cluster e tamanho de
dominio cristalino (cristalita). (B) Exemplo da analise dos dados de
XRPD por WPPM para o lote 5 de EFV: dados (circulo), modelo (linha)
e as diferencas ou residuo (linha verde abaixo).

A

Particula
(P) Cluster de
Dominio Particulas
Cristalino — Q)



98

B
3 2
24x10° 24x10° |
22 ]
20 -
18 - 8
[
16 3
14 -
2 12
c
3 10
S o T v T ) T
s 60 62 64 66
64 26 (deg)
44
2 i
0 ud
-2
T T 1 171 T - 7T 1T 717
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
26 (deg)

Através desta metodologia, tanto os valores médio de tamanho
quanto a distribuicdo puderam ser determinados. A Figura 21 mostra a
distribuicdo de tamanho de dominio cristalino para todas as amostras
analisadas. O tamanho de dominio cristalino abrange uma gama de
valores, da ordem de algumas dezenas a centenas de nanémetros.

Figura 21. Distribuicdo de tamanho de dominio cristalino para seis lotes
de EFV.
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A fim de se determinar o efeito da microestrutura nos ensaios
de dissolucdo e nos estudos de bioequivaléncia, a DE foi relacionada
com o tamanho médio de dominio cristalino (Figura 22, e Tabela 8) e a
correlagdo mostrou-se bastante clara. Dominios cristalinos maiores
(acima de 100 nm aproximadamente) correspondem a menores valores
de DE, em oposicao aos resultados expostos nas Figuras 19 (A) e 20 (B).
A andlise destas figuras mostrou auséncia de correlacdo entre DE e
tamanhos médios de particula (tanto d[4, 3] quanto d[3, 2]), mesmo para
lotes com valores de tamanho de particula muito similares.

Figura 22. Eficiéncia de dissolu¢do (DE) versus tamanho de dominio
cristalino (<D> (nm)).
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A Figura 23 mostra 0s resultados em uma representagdo em 3D
da relagdo entre tamanho médio de particula, tamanho médio de dominio
cristalino e DE. A microestrutura é representada pelos cubos coloridos e
0 cubo com divisfes maiores faz referéncia aos dominios cristalinos de
maior tamanho. Para lotes com distribuicdo de tamanho de particula
comparaveis (2-5), a DE esta claramente relacionada com o tamanho de
dominio cristalino (Figuras 22 e 23). A diferenca significativa nos
ensaios de bioequivaléncia e nos estudos in vitro apresentada pelos lotes
1 e 5 p6de ser explicada. O lote 1, aprovado no teste de bioequivaléncia,
apresentou o menor tamanho de dominio cristalino (D = 30 + 3 nm),
enquanto o lote 5, reprovado no teste, mostrou um tamanho de dominio
cristalino quase seis vezes superior (D = 208 + 42 nm). Estes resultados
sugerem que pode haver um tamanho critico de dominio cristalino e
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distribuicdo de tamanho de particula que assegure a bioequivaléncia.
Estudos adicionais sdo necessarios para reunir mais evidéncias e
estabelecer a bioequivaléncia da microestrutura nos compostos
farmacéuticos. Além da relevancia cientifica, estes resultados sdo um
alerta de que, ndo somente o polimorfismo, a distribuicdo de tamanho de
particula e as caracteristicas superficiais, mas também a microestrutura
pode modificar as propriedades dos compostos farmacéuticos e seus
comportamentos de dissolugdo e biodisponibilidade. Portanto, um
conhecimento profundo a respeito da distribuicdo de tamanho de
dominio cristalino deve ser obtido durante o desenvolvimento
farmacéutico, de modo a predizer se a microestrutura é ou ndo critica

para 0 sucesso dos resultados nos ensaios de bioequivaléncia e
biodisponibilidade.

Figura 23. Representacdo em 3D da relacdo entre tamanho médio de

dominio cristalino, tamanho médio de particula e eficiéncia de
dissolugéo (DE).
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Embora nenhuma correlagdo tenha sido feita entre as
propriedades de dissolugdo e a microestrutura de farmacos até o
momento, o MVDI previamente desenvolvido para a avaliacdo de
polimorfos de EFV (item 2.2.3.3), foi aplicado para tal investigacéo.



101

Sabe-se que a IDR correlaciona as propriedades do estado sélido com os
impactos a nivel biofarmacéutico e permite mostrar se estes parametros
afetam a dissolucdo de farmacos (YU et al., 2004; USP, 2007,
BRITTAIN, 2009). A Figura 24 (A) mostra os perfis de dissolucdo
intrinseca de diferentes lotes de polimorfo | em comparacdo ao
polimorfo Il em LSS 0,25%. Como apresentado anteriormente, pode-se
observar claramente a capacidade do MVDI em discriminar polimorfos
de EFV. A Figura 24 (B) mostra os resultados de IDR para 0s seis lotes
de EFV, todos apresentando a mesma estrutura cristalina do polimorfo |
previamente descrito por Mahapatra e colaboradores (MAHAPATRA et
al., 2010). Destaca-se na Figura 24 (B), a capacidade da técnica em
diferenciar lotes de EFV que apresentam diferentes tamanhos de
dominio cristalino.

Figura 24. (A) Gréfico da taxa de dissolucdo intrinseca (IDR) para
polimorfo | (seis lotes) e polimorfo Il de EFV. (B) Representacdo
microestrutural referente a diferentes tamanhos de dominio cristalino e
IDR para seis lotes de polimorfo I. O lote 1 (cor verde) foi aprovado nos
ensaios de bioequivaléncia enquanto o lote 5 (vermelho) foi reprovado.
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Taxa de Dissolucio Intrinseca Microestrutura
4.5 Polimorfo I
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Os lotes 1, 2, 3 e 4 de EFV possuem menores valores de
tamanho de dominio cristalino enquanto os lotes 5 e 6 apresentam
valores maiores (Tabela 9).

Tabela 9. Valores de taxa de dissolucdo intrinseca (IDR) para amostras
de EFV pertencentes aos polimorfos | e Il. Informagbes sobre
microestrutura (<D>;) e tamanho de particula (d[4, 3], Span) para
diferentes lotes de EFV de mesma forma polimdrfica.
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O lote 1 foi 0 aprovado no estudo de bioequivaléncia e o lote 5
foi reprovado. Observa-se uma relacdo direta entre os valores de IDR e 0
tamanho de dominio cristalino, ou seja, aos menores valores de tamanho
de dominio cristalino (<D>), correspondem os menores valores de IDR
(Tabela 9). A técnica de VDI revela efeitos relacionados a determinada
faixa de tamanho de dominio cristalino (Figura 25).

Figura 25. Taxa de dissolucdo intrinseca (IDR) versus tamanho de
dominio cristalino (<D>;) de seis lotes (1-6). Lote 1 (cor verde)
aprovado nos testes de bioequivaléncia e lote 5 (cor vermelha)
reprovado.
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Sabe-se, até o momento, que mudancas de cristalinidade
influenciam o comportamento das cargas nos IFAs (KARNER;
URBANETZ, 2011). Portanto, a relacdo entre IDR e tamanho de
dominio cristalino pode ser justificada por fatores eletrostaticos e/ ou
efeitos superficiais. Deste modo, uma investigacdo mais especifica com
relacdo ao impacto destas propriedades deve ser realizada. Além disso, é
importante destacar que estes resultados obtidos sdo independentes da
distribuicdo de tamanho de particula, uma vez que cinco lotes de EFV
(1-5) possuem praticamente os mesmos valores de distribuicdo de
tamanho de particula enquanto para o lote 6 este valor é duas vezes
maior. Os lotes 5 e 6 apresentam valores muito préximos de IDR
(Tabela 9) além de sobreposicdo das retas (Figura 24 — Lote 5 em
vermelho e lote 6 sobreposto). Estes resultados corroboram com a teoria
de que a técnica de dissolucdo intrinseca "apaga” os efeitos de tamanho
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de particula (TENHO et al., 2007; BRITTAIN; GRANT, 2009). Deste
modo, os resultados mostraram claramente que o MVDI discrimina ndo
somente polimorfos mas também faixas de tamanho de dominio
cristalino de matérias-primas de EFV. Mais que isso, a aplicacdo deste
método in vitro permitiu discriminar lotes bio e ndo-bioequivalentes.
Portanto, 0 MVDI desenvolvido é uma excelente ferramenta no controle
de qualidade para a selecdo da mais apropriada matéria-prima para
formular, além de garantir uma melhor reprodutibilidade lote a lote.






CAPITULO I11 - SAQUINAVIR

CARACTERIZACAO DO ESTADO SOLIDO, AVALIACAO DA
PROPRIEDADE DE DISSOLUCAO DO MESILATO DE
SAQUINAVIR E APLICACAO DA ENGENHARIA DE CRISTAIS
PARA A OBTENCAO DE NOVAS FORMAS DE SAQUINAVIR
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1 INTRODUCAO

Prever e sintetizar solidos modificados que apresentem
propriedades biofarmacéuticas desejadas é um dos objetivos da
engenharia de cristais, além de objeto de grande interesse para a
industria farmacéutica (BLAGDEN et al., 2007). Quando grupos
ionizaveis estdo presentes, a formacdo de sais € o método mais
comumente empregado para a melhoria da solubilidade de IFAs de
baixa solubilidade aquosa (KUMAR; AMIN; BANSAL, 2007;
CHILDS; STAHLY; PARK, 2007). A inclusdo de solvente na estrutura
cristalina, em especial 4gua, frequentemente acompanha a formacéo de
sais, embora o fendmeno nao seja limitado a esta entidade em particular.
Sabe-se que aproximadamente um ter¢co dos IFAs formam hidratos
cristalinos devido ao tamanho reduzido da molécula de agua e a sua
capacidade de “ligar” moléculas do farmaco em uma rede cristalina
estavel (KHANKARI; GRANT, 1995; VIPPAGUNTA; BRITTAIN;
GRANT, 2001; BRAGA et al., 2012).

O mesilato de saquinavir (SQVM), anti-HIV sugerido como
parte da HAART, pertence a Classe 1V do BCS e sua baixa solubilidade
aquosa estd correlacionada com sua biodisponibilidade extremante
reduzida (<4%) (PATHAK et al., 2010; MAHAJAN; PINGALE;
AGRANAL, 2013). Portanto, estratégias envolvendo modificacdes nas
formulagdes e/ ou processos, dentre outros, tém sido propostas para
aumentar a sua biodisponibilidade oral. O conhecimento das
propriedades do estado sélido e da estrutura cristalina do IFA faz-se
necessario para o desenvolvimento de sistemas incrementadores de
dissolucéo, os quais se apresentam como estratégia promissora na busca
pelo melhor desempenho terapéutico. Porém, até o momento, poucos
sdo os estudos publicados com este farmaco, e embora algumas
informacdes a respeito do estado solido estejam disponiveis, a estrutura
cristalina foi apenas recentemente reportada (FANDARUFF et al.,
2015).

Este capitulo teve por objetivo obter o monocristal de SQVM,
resolver sua estrutura e caracterizar este farmaco com relagdo ao estado
solido. Além disso, investigar o comportamento anémalo observado no
perfil de dissolugdo realizado em meio de LSS, por meio da obtencéo de
um cocristal de SQVM em LSS (denominado neste trabalho
SQVMSLS). Os resultados entdo obtidos foram submetidos ao Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis com o titulo de: Anomalous
Dissolution Behavior of Saquinavir Mesylate in Sodium Lauryl Sulphate
(Apéndice D).
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Além das propostas mencionadas anteriormente, objetivou-se,
ainda, explorar as possibilidades de troca de anion para 0 SQVM e
investigar as propriedades de dissolugdo e do estado sélido para este
farmaco e as novas formas obtidas, os sais hidratados. Todas as formas
foram investigadas e comparadas através do emprego de técnicas de
caracterizacdo do estado sélido, além de serem avaliadas estruturalmente
através da obtencdo de monocristais e resolugdo das estruturas. Cloreto
de saquinavir (SQVCI), brometo de saquinavir (SQVBTr) e iodeto de
saquinavir (SQVI) foram classificados como formas isomorficas do
SQVM. Através da analise estrutural ficou evidente que o grau de
hidratacdo é dependente do tamanho do anion inserido na estrutura
cristalina. E importante destacar que, uma vez que 0 processo de
cristalizacdo é empregado na producdo de aproximadamente 70% de
todas as formas sélidas obtidas, torna-se essencial conhecer os efeitos do
processo de cristalizagdo em IFAs (WOUTERS; QUERE, 2012), em
especial para compostos pertencentes a Classe IV do BCS como o
SQVM. Os resultados obtidos nesse estudo encontram-se publicados no
periddico Crystal Growth & Design, intitulado: Isomorphous Salts of
Anti-HIV Saquinavir Mesylate: Exploring the Ef£ct of Anion-Exchange
on Its Solid-State and Dissolution Properties (Apéndice C).

2 MATERIAL E METODO
2.1 Material

O IFA SQVM, micronizado, utilizado no estudo, ¢ sintetizado e
foi doado pelo Laboratorio Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil.

Todos os solventes e reagentes utilizados foram de grau
analitico.

2.2 Métodos Relacionados & Obtencéo e Caracterizagdo do SQVM
2.2.1 Processo de Obtencéo do Monocristal de SQVM

Monocristais de SQVM foram obtidos através da técnica de
evaporacdo lenta. Uma solucdo saturada de SQVM em metanol (obtida
com aquecimento até completa solubilizacdo do farmaco) foi mantida a
temperatura de 4°C com evaporagdo restrita por aproximadamente 40
dias (até o momento de visualizacdo de pequenos cristais). Os
monocristais de SQVM foram obtidos no Laboratério de Controle de
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Qualidade da UFSC e a estrutura foi resolvida em parceria com 0
Departamento de Quimica da UFSC.

2.2.2 Processo de Obtencdo do Cocristal de SQVMSLS

O cocristal de SQVM e LSS (SQVMSLS) foi obtido a partir de
uma solugdo saturada do farmaco em LSS 0,25% pela técnica de
evaporacdo lenta a temperatura ambiente. O cocristal foi obtido no
Laboratério de Controle de Qualidade do Departamento de Farmécia da
UFSC.

2.2.3 Caracterizacdo do Estado Sélido do SQVM
2.2.3.1 Difracdo de Raios X de Monocristal (XRSCD)

As analises cristalograficas foram realizadas em Difratbmetro
de monocristal da Bruker (APEX Il DUO) no Departamento de Quimica
da UFSC. Utilizou-se fonte de molibdénio acoplada a um
monocromador de grafite (Ko = 0,71073 A) e temperatura de 173 (+ 2)
K em sistema Cryojet da Oxford. A estrutura foi resolvida por
métodos diretos, refinada com a aplicagdo do método dos minimos
quadrados e utilizando-se matriz completa através dos softwares SIR97
(ALTOMARE et al., 1999) e SHELXL97 (SHELDRICK, 1997),
respectivamente. Todos os dtomos, com excecao dos hidrogénios, foram
refinados com parametros de deslocamento anisotropico. O programa
PLATON (SPEK, 2009) foi utilizado para o desenho da figura da
estrutura molecular.

Para o cocristal obtido, as medidas foram realizadas no
Laboratorio de Difracdo de raios X da Universidade Federal
Fluminense. Os experimentos foram realizados a temperatura ambiente
usando radiagdo Cu Ka produzida por microfontes de raios X
de um difratbmetro Bruker D8 Venture equipado com detector CMOS
Photon 100. O software Apex2 foi utilizado para a andlise das imagens
de difracdo (integracdo/reducdo de dados) (BRUKER, 2015). As
estruturas foram resolvidas utilizando-se 0s métodos diretos,
implementado no software ShelXS (SHELDRICK, 2008). O
refinamento da estrutura por minimos quadrados sobre F? foi realizado
usando o software SheXL-12 (SHELDRICK, 2008).
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2.2.3.2 Difracéo de raios X utilizando o método de Pé (XRPD)

As andlises de XRPD para o SQVM foram realizadas no
Laboratério Multiusuario de Difracdo de Raios X do Departamento de
Fisica da UFSC. As medidas foram realizadas em difratdbmetro XPERT
(Xpert Pro Multi-Purpose Diffractometer, Pan Analytical) operando com
40 kV, corrente de 45 mA e equipado com tubo de raios X com anodo
de cobre, CuKa (A = 1,5418 A). As medidas foram realizadas a
temperatura ambiente e os difratogramas foram coletados em varredura
2 0 entre 5° e 30°.

2.2.3.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Analise
Termogravimétrica (TG)

As andlises de DSC para SQVM foram feitas no Laboratério de
Controle de Qualidade da UFSC em célula DSC-60 (Shimadzu). Foram
utilizados cadinhos de aluminio hermeticamente fechados com
aproximadamente 1,2 mg de amostra. Trabalhou-se com atmosfera
dindmica de Nitrogénio de 50 mL/min e razdo de aguecimento de 10
°C/min. Um cadinho de aluminio vazio e hermeticamente fechado foi
utilizado como referéncia. O equipamento foi previamente calibrado
com indio. Ciclos Unicos de aquecimento na faixa de temperatura de 25
a 400 °C foram utilizados para a avaliacdo das amostras. Os dados
obtidos foram processados em software TA-60. As curvas de TG foram
obtidas no mesmo laboratério em termobalanca modelo TGA-50
(Shimadzu), utilizando-se cadinho de platina aberto. Aproximadamente
3,2 mg de cada amostra, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min), e
razdo de aquecimento de 10 °C/min foi avaliada no intervalo de
temperatura de 25 a 400 °C. O equipamento foi previamente calibrado
com padréo de oxalato de célcio.

2.2.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

As fotomicrografias de SQVM foram realizadas no LCME da
UFSC, em microscopio da Philips, modelo XL 30. As amostras foram
dispersas em fita adesiva dupla face e recobertas com filme de ouro (350
A) no stub porta amostra. A voltagem de aceleragfo do feixe primario
foi de 15 kV. As amostras foram analisadas em aumento de 1500 vezes.
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2.2.3.5 Espectroscopia Raman (RS)

As medidas de Raman para 0 SQVM foram obtidas no LSCnM
da UFSC em equipamento dispersivo Peak Seeker 785 (RAM-PRO-785)
com resolucdo espectral de 6 cm™. O equipamento operou com laser
diodo de 785 nm e poténcia de 100 mW na fonte. Os espectros foram
coletados & temperatura ambiente, intervalo de 600 a 1800 cm™ e tempo
de aquisicdo de 30 segundos.

2.2.3.6 Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR)

Os espectros de infravermelho do SQVM foram obtidos no
Laboratério de Quimica Farmacéutica da UFSC em equipamento
Prestige-21 da Shimadzu. As amostras foram misturadas a brometo de
potassio (KBr) e analisadas na faixa espectral de 600 a 3500 cm™.

2.2.3.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As andlises de HPLC foram realizadas no Laboratorio de
Controle de Qualidade da UFSC em cromatdgrafo Shimadzu LC 10AT
equipado com desgaseificador DGU-10AL, detector UV-VIS (Shimadzu
SPD-10AV) fixado em 240 nm e auto-injetor Rheodyne 7125. Os
cromatogramas foram obtidos através do software CLASS-VP (version
RV 6.14). Utilizou-se coluna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5um), fase movel
acetonitrila: fosfato de potéssio di-hidrogenado (60:40 v/v) em pH
ajustado com acido ortofosférico (pH 3,2; 30 mM). Utilizou-se fluxo de
1 ml/ min e volume de injecdo de 20 puL. O método foi previamente
desenvolvido e validado de acordo com o ICH Guidelines (CAON et al.,
2013). As amostras foram avaliadas em triplicata.

2.2.3.8 Dissolucdo por Dispersédo

As anélises de dissolucdo por dispersdo para 0 SQVM foram
realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade da UFSC em
dissolutor VARIAN modelo VK 7000. Utilizou-se Aparato 2 (USP),
rotacdo de 75 rpm e temperatura de 37 £ 0,5 °C. 200 mg de farmaco
foram adicionados a 300 mL de meio (LSS 0,25%). Aliquotas de 5 mL
foram retiradas nos tempos de 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 e 120 min com
posterior reposi¢do do meio de forma a manter o volume constante. As
aliquotas foram filtradas e analisadas por HPLC conforme descrito no
item 2.2.3.7. Os ensaios foram feitos em triplicata.
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2.2.3.9 Turbidez

A avaliacdo da turbidez, através do emprego da técnica de
turbidimetria, tem como objetivo avaliar o inicio do processo de
precipitagdo do SQVM no meio de dissolugdo. A turbidez foi
determinada por meio da medida da densidade Optica de diferentes
solucdes do farmaco conforme os tempos de coleta estabelecidos no
perfil de dissolucdo. A aplicacdo desta técnica estd de acordo com a
metodologia aplicada em um estudo realizado por Brouwers e
colaboradores, também para 0 SQVM (BROUWERS et al., 2011). As
andlises de turbidez foram realizadas no Laboratério de Virologia
Aplicada (LVA) da UFSC em equipamento Spectra Max M2° Molecular
Devices. Os valores de absorbancia foram obtidos através do software
SoftMax Pro 6.2.1 e a turbidez do SQVM em meio de dissolugdo LSS
0,25% foi determinada pela medida da densidade Optica a 600 nm. Para
a avaliacdo da turbidez o teste de dissolugdo por disperséo (item 2.2.3.8)
foi previamente realizado. Volumes de 200 pl de amostra (cada tempo
de coleta corresponde a uma amostra) foram adicionados a placa de
Elisa (Figura 26). A placa foi dividida de acordo com o0s tempos
estabelecidos no teste de dissolugcdo por dispersdo, ou seja, cada tempo
de coleta foi adicionado a uma fileira (A-H) da placa. A coluna 1,
utilizada como controle, adicionou-se 200 ul do meio de dissolucdo
(LSS 0,25%).

Figura 26. Esquema representativo de uma placa de Elisa utilizada na
avaliacdo da turbidez.
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2.3 Métodos Relacionados a Obtencdo e Caracterizacdo de Novas
Formas de SQV

2.3.1 Processo de Obtencdo de Novas Formas de SQV

Monocristais de cloreto de saquinavir tri-hidratado (SQVCI),
brometo de saquinavir di-hidratado (SQVBr) e iodeto de saquinavir
mono-hidratado (SQVI) foram obtidos via anion-exchange a partir de
solucbes de SQVM. Quantidades estequiométricas de cloreto de sodio
(NaCl), brometo de sédio (NaBr) ou iodeto de potéassio (KI), foram
adicionadas as solugbes de SQVM (0,047 mmol) em 4 mL de
propilenoglicol ou metanol, e em seguida, 4 mL de &agua foram
adicionados. As solucBes foram aquecidas até completa solubilizacdo.
As solugbes contendo cloro e bromo foram mantidas a temperatura
ambiente, enquanto a solucdo contendo iodo foi refrigerada lentamente
(mantida em isopor), de modo a se obter cristais de tamanho adequado
para a analise em difratbmetro de monocristal. Monocristais de SQVM
foram obtidos conforme relatado no item 2.2.1 para a resolucdo da
estrutura a temperatura ambiente e posterior comparacdo com as demais
formas. Para 0 SQVM e suas formas, os experimentos foram realizados
no Laboratério de Engenharia Molecular e Cristalografia do
Departamento de Quimica da Universidade de Bolonha, Italia.

2.3.2 Caracterizagdo do Estado Sélido das Novas Formas de SQV
2.3.2.1 Difracdo de Raios X de Monocristal (XRSCD)

As medidas de difracdo de raios X de monocristal foram
realizadas no Laboratdrio de Engenharia Molecular e Cristalografia do
Departamento de Quimica da Universidade de Bolonha, Italia. SQVM,
SQVCI, SQVBr e SQVI foram medidos a temperatura ambiente em
difratometro da Oxford X’Calibur S CCD, -equipado com
monocromador de grafite (Mo-Karadiation, A = 0,71073 A). Todos os
atomos ndo-hidrogénio, com exceg¢do do 4&tomo de iodo no SQVI, foram
refinados anisotropicamente. Os atomos de hidrogénio foram
posicionados e refinados em suas ligacGes com os respectivos 4tomos de
carbono, oxigénio ou nitrogénio. Os softwares SHELX97 e PLATON
foram usados para a solugdo das estruturas e refinamento, e para o
calculo do coeficiente de empacotamento e volume livre (acessivel),
respectivamente. SCHAKAL99 e MERCURY foram empregados para o
desenho grafico das moléculas.
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2.3.2.2 Difracéo de raios X utilizando o método de Pé (XRPD)

Com relacdo as medidas de SQVM, SQVCI, SQVBr e SQVI a
temperatura ambiente, as mesmas foram realizadas em difratbmetro
XPERT (Xpert Pro Automated Diffractometer, Pan Analytical),
equipado com tubo de raios X com anodo de cobre, CuKa, sem
monocromador. As medidas foram realizadas no Laboratorio de
Engenharia Molecular e Cristalografia do Departamento de Quimica da
Universidade de Bolonha, Italia. Os experimentos foram conduzidos a
40 kV e corrente de 40 mA, e os difratogramas foram coletados em
varredura 20 entre 5 e 40°, passo de 0,011° e tempo de 50 segundos por
passo. SQVM e suas formas foram avaliados por difracdo de raios X
pelo método de p6é com temperatura variavel (30 a 130 °C). Os
difratogramas foram obtidos no intervalo 26 de 5 a 35° e coletados em
difratbmetro Xpert Pro, Pan Analytical equipado com detector
X’Celerator e camera AntonPaar TTK 450, tubo de raios X com anodo
de cobre, CuKa, sem monocromador.

2.3.2.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As analises de DSC para SQVM, SQVCI, SQVBr e SQVI
foram feitas no Laboratério de Analise Térmica da Universidade de
Bolonha, Italia, em equipamento DSC 200 F3Maia. Amostras entre 2 e
4 mg foram avaliadas no intervalo de temperatura de 25 a 270 °C, em
cadinhos de aluminio abertos, sob atmosfera de Nitrogénio de 50
mL/min, e razdo de aquecimento de 10 °C/min.

2.3.2.4 Termogravimetria (TG)

Para SQVM, SQVCI, SQVBr e SQVI as medidas foram feitas
na Universidade de Bolonha, em termobalanca da PerkinElmer TGA7,
em atmosfera de nitrogénio de 50 mL/min, razdo de aquecimento de 5
°C/min e intervalo de 37 a 500 °C.

2.3.2.5 Microscopia Hot-Stage (HSM)

A avaliacdo de SQVM, SQVCI, SQVBr e SQVI foi realizada
no Laboratério de Engenharia Molecular e Cristalografia do
Departamento de Quimica da Universidade de Bolonha. O dispositivo
Linkam TMS94 acoplado a placa de platina LTS350 foi utilizado para a
avaliacdo das amostras. As amostras foram analisadas em microscépio
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Olympus com aumento de 100 x e as imagens foram coletadas em
software Cell, em cadmera Visicam 5.0.

2.3.2.6 Dissolucdo por dispersdo e Avaliacdo da solubilidade

Para todas a amostras de SQV (SQVM, SQVCI, SQVBr e
SQVI) as analises de dissolucdo por dispersdo foram realizadas na
industria PolyCrystalLine, em Bolonha. As concentragdes maximas em
solugdo foram medidas adicionando-se um excesso de SQVM, SQVCI,
SQVBr e SQVI a 10 mL de agua. As amostras foram mantidas sob
agitacdo (agitador Kika® placa de agitagdo magnética Werke) de 300
rpm durante 3, 12 e 24 horas a temperatura ambiente. Apds os intervalos
de tempo, foram filtradas (0,45 um), diluidas e analisadas por
espectroscopia de UV (UV-VIS Cary 50 Varian) a 240 nm através do
software Concentration (Carry 50 WinUV Software V.3). O teste foi
realizado em duplicata e as medidas para cada amostra foram feitas em
quintuplicata. A curva de calibragdo foi construida no intervalo de 2,5 a
15,0 pg/mL, plotando-se absorbancia versus concentracdo para 5
solucbes de SQVM em 4agua. Estas solugbes foram preparadas a partir
de uma solugdo-estoque a 500 pg/mL em &gua. Para o perfil de
dissolugdo utilizou-se 0 Aparato 2 em dissolutor Hanson’s Vision
Classic 6. Aproximadamente 50 mg de cada amostra (SQVM, SQVCI,
SQVBr e SQVI) foi adicionado a 100 mL de meio (dgua) sob agitacéo
de 100 rpm e temperatura de 37 + 0,5 °C. Aliquotas de 2 mL foram
coletadas nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 e 90 min. As amostras
foram filtradas, diluidas e analisadas no UV-Vis. Os valores obtidos em
Absorbancia/ min (através do software anteriormente citado) foram
convertidos para Concentragdo/ min.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo Estrutural e do Estado Solido e Avaliagédo das
Propriedades de Dissolu¢do do SQVM

O SQVM cristaliza no sistema monoclinico, grupo espacial P2,
com uma molécula protonada de saquinavir e uma molécula de mesilato
na unidade assimétrica (Figura 27 e Tabela 10).
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Figura 27. Representacdo ORTEP da molécula de SQVM mostrando o
conteldo presente na unidade assimétrica. Os elipsoides séo
apresentados em nivel de probabilidade de 50%.
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Tabela 10. Informagdes cristalograficas e de refinamento obtidas para o

SQVM.

Férmula empirica

Peso molecular

Sistema Cristalino

Grupo Espacial

a(A)

b (A)

c(A)

pC)

V(A%

z

T (K)

Densidade calculada (g cm™)
Coeficiente Absorcéo (mm™)

C39H54N608S
766,94
Monoclinico
P2,

14,6086 (6)
9,3400 (4)
15,8074 (7)
114,746(2)°
1958,77(15)
2

173(2)
1,300

0,142

Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes

Rint

Goodness-of-fit on F2
Final R indices [1>25()]

R indices (all data)

101810
16065
0,0287
1,003

R1=0,0287 wR2=0,0765
R1=0,0316 wR2=0,0779

Diferentes ligagdes de hidrogénio e padrdes de conformacéo dentro das
moléculas de SQVM levam a um modo de empacotamento caracteristico
ao longo do eixo b (Tabela 11).

Tabela 11. Geometria das ligagdes de hidrogénio para SQVM.

d(D-H)  d(H"A) d(D"A) 0(DHA)

D-H"A A A A deg
04-H40...06'_ 0,821(17) 1,983(16) 2,7808(9) 163,9(14)
N28-H28...08" 0,861(13) 2,084(13) 2,8263(9)  144,0(11)
N39-H39...07' 0,858(15) 2,263(15) 3,1144(10) 171,1(13)
N11-H11..N1 ~ 0,849(15) 2,247(13) 2,6617(9) 110,2(11)
N11-H11...02"  0,849(15) 2,601(14) 3,1082(10) 119,6(10)
N17-H17..02"  0,834(15) 2,045(16) 2,8659(9) 167,9(14)
N15-H15A..06" 0,906(15) 2,304(15) 3,1957(10) 168,0(14)
N15-H15B..01" 0,845(16) 2,078(16) 2,9170(10) 172,1(13)
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A interacdo intramolecular do SQV é formada por uma ligagéo
S5 N-H"N da amida secundaria com a amina tercidria quinolina
proxima (N11-H11~N1). Além disso, 0 mesmo grupo amina é também
envolvido em uma interacdo intermolecular entre duas moléculas de
SQV (N11-H11-02). Deste modo, moléculas de SQV sdo mantidas
juntas na estrutura cristalina seguindo dois padrfes basicos: ligacdes de
hidrogénio diretas saquinavir-saquinavir e ligagdes de hidrogénio
indiretas saquinavir-mesilato. Outra ligagdo de hidrogénio ocorre entre o
grupo carbonil quinolina adjacente e a amida priméaria (N15-H15B01).
Os arranjos supramoleculares para N-H~O1 e N-HO2 no interior de
moléculas de saquinavir dimero relacionadas sdo representadas
graficamente através dos anéis R%(14) e R%(15). Moléculas de SQV de
simetria relacionada estdo conectadas ainda através de ligac6es mesilato
por interaces N-H"O (N15-H15A~06). Moléculas vizinhas de SQV
formam cadeias poliméricas ao longo do eixo b através da interagdo com
mesilato (Figura 28).

Figure 28. Synthons intermoleculares saquinavir-mesilato em complexo
supramolecular multicomponente ao longo do eixo b.

O arranjo saquinavir-mesilato-saquinavir é estabelecido pela
interacdo entre o anion sulfonato, e toda a cadeia C?(9) é construida
pela associacdo entre os dimeros enxofre-saquinavir. Neste sistema, o
nitrogénio N28 é protonado e o0 mesilato encontra-se estreitamente
préximo interagindo com uma molécula transladada de saquinavir via
ligacdo de hidrogénio (N28-H2808). Os grupos sulfénicos aceptores
por sua vez, estdo envolvidos na ligacdo do par saquinavir-mesilato via
ligacGes de hidrogénio O-H~O e N-HO. Uma porcéo (S=0) do grupo
mesilato forma uma ligagdo de hidrogénio O-H~O com o hidrogénio
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hidroxil (O4-H40~06) e uma segunda por¢éo (S=0) forma a ligacdo N—
H~O com a mesma molécula de SQV (N39-H3907).

As informac0es cristalograficas obtidas a partir da resolucdo da
estrutura do monocristal foram utilizadas para a avaliagdo das
propriedades da matéria-prima do farmaco. O padrdo de difracdo de
raios X da matéria-prima de SQVM e o padrdo de difracdo calculado a
partir do monocristal obtido foram comparados (Figura 29).

Figura 29. Padrdo de difracdo de raios X utilizando o método de po para
a amostra de SQVM. O padrédo de difragdo do monocristal foi calculado
a partir da informacao obtida a 173 K. O padrdo de difracdo de p6 da
matéria-prima foi obtido experimentalmente a temperatura ambiente.

Matéria-prima - SQVM
[ T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30

20 (deg)

Os padrdes de difracdo indicaram mesma estrutura cristalina,
descartando-se a formacdo de solvatos ou de diferentes polimorfos.
Entretanto, a sobreposi¢do dos difratogramas mostrou um deslocamento
na regido de baixo angulo para a matéria-prima de SQVM. As
diferencas observadas entre as informacdes obtidas a partir da matéria-
prima e a calculada a partir do monocristal foram atribuidas as diferentes
temperaturas utilizadas na coleta dos dados (173 K para 0 monocristal e
aproximadamente 298 K para a matéria-prima).
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As propriedades do estado sélido da matéria-prima de SQVM
foram investigadas através de técnicas espectroscopicas, microscopicas
e térmicas além do perfil de dissolucdo. As andlises de DSC e TG
mostraram evento de fusdo em 247,50 °C (Figura 30). Observou-se um
processo de decomposi¢do Unico imediatamente apds a fusdo. Além
disso, através da analise termogravimétrica comprovou-se auséncia de
solvente residual na amostra.

Figura 30. Curvas de DSC, TGA e DrTGA (derivada da TGA) do
SQVM obtidas em atmosfera de N, (50 mL/ min) e razdo de
aquecimento de 10 °C/min.
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Através das espectroscopias de Raman e FT-IR foi possivel
comparar as principais bandas observadas para a amostra com aquelas
relatadas na literatura e caracterizar a matéria-prima de SQVM (Figura
31(A)). O espectro de infravermelho mostrou bandas S-O de
estiramento caracterfsticas em 1197 cm™, 1174 cm™ e 1115 cm™. As
bandas de estiramento C-O das amidas foram observadas no intervalo
de 1680 — 1620 cm™ (1685 cm™, 1672 cm™, 1657 cm™ e 1627 cm™). A
flexdo amida N—H também foi observada entre 1680 — 1620 cm™ (1686
cm?, 1673 cm™?, 1658 cm™ e 1627 cm™). O modo de estiramento N—H
amida foi observado acima de 3000 cm™ (3353 cm™, 3322 cm™, 3290
cm?, 3225 cm™). As bandas de estiramento O-H relativas ao
grupamento &lcool foram atribuidas em 3399 cm™, Figura 31 (B). Estes



123

resultados estdo de acordo com aqueles apresentados por Branham e
colaboradores (BRANHAM; MOYOQO; GOVENDER, 2012).

Figura 31. (A) Espectro de infravermelho (topo) e de Raman (abaixo) do
SQVM. (B) Detalhes do espectro de infravermelho evidenciando o
estiramento amida N-H.
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A fotomicrografia da matéria-prima de SQVM mostrou uma
distribuicdo de tamanho de particulas heterogénea e a morfologia
revelou particulas aglomeradas, planas e de comprimento e largura
semelhantes (Figura 32).

Figura 32. SEM da matéria-prima de SQVM.

A matéria-prima de SQVM ¢é micronizada na tentativa de
diminuir a variabilidade interpaciente e melhorar a biodisponibilidade
do farmaco. Entretanto, a alta lipofilicidade da amostra pode promover a
aglomeracdo das particulas e consequentemente levar a reducéo da area
de superficie de contato. Este comportamento pode variar durante a
andlise, motivo do alto desvio padréo observado no perfil de dissolugéo
em meio LSS 0,25% mostrado na Figura 33 (A). O uso de surfactantes
no meio de dissolucdo é um modo muito efetivo de melhorar a
molhabilidade e consequentemente a taxa de dissolugdo, particularmente
para farmacos de baixa solubilidade aquosa. Além disso, meios
contendo surfactantes simulam os fluidos gastrointestinais, como os sais
biliares, o colesterol e os ésteres (CHAKRABORTY et al., 2009;
FOTAKI et al., 2013). O LSS é um surfactante anidnico indicado pela
USP (USP, 2007) para ser utilizado em farmacos de baixa solubilidade
aquosa. Além disso, ha relatos de que as condi¢Bes sink sdo mais
facilmente mantidas em meio de LSS (PINTO, CABRAL, SOUSA,
2014; PANIKUMAR et al., 2012; HONORIO et al., 2013). Em meios
contendo um surfactante anidnico, espera-se que as interacdes
eletrostaticas entre os anions do LSS e os grupamentos catibnicos do
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farmaco causem um decréscimo nas forcas de repulsdo dos grupos da
porcdo “cabega” do surfactante levando a um aumento da solubilizagdo
(CHAKRABORTY et al., 2009). Entretanto, o resultado obtido no perfil
de dissolugdo do SQVM em meio contendo o surfactante aniénico LSS
foi contraditorio (Figura 33 (A)), mesmo quando a CMC foi assegurada.
A faixa de CMC parao LSS é de 1 a 10 mM (FOTAKI et al., 2013), ou
seja, entre 0,025 e 0,25% (m/v). Portanto 0 mecanismo de interagdo
entre LSS e a molécula de SQVM foi investigado, uma vez que, a
capacidade dos surfactantes em solubilizar farmacos envolve fatores
como temperatura, forca idnica e estrutura quimica do farmaco e do
surfactante (TORCHILIN, 2001; JAIN; RAN; YALKOWSKY, 2004,
RANGEL-YAGUI; PESSOA-JR; TAVARES, 2005). Pode-se observar
na Figura 33 (A) que o percentual dissolvido em 20 minutos é menor
que aquele dissolvido em 15 minutos, além disso, este comportamento
se repete nos tempos subsequentes. Apds algum tempo em solugdo, a
porgdo anidnica das moléculas remanescentes de LSS interagem com as
espécies catidnicas da molécula de SQV para formar um sal insolGvel ou
menos sollivel, o qual precipita resultando no fendmeno de
dessolubilizacéo (JAIN; RAN; YALKOWSKY, 2004;
CHAKRABORTY et al., 2009; FOTAKI et al., 2013). As medidas de
turbidez representativas do comportamento de precipitacdo do SQVM
em meio de LSS sdo apresentadas na Figura 33 (B). Pode-se observar
que o processo de precipitacdo inicia em 20 minutos. Este resultado esta
de acordo com os dados obtidos através do perfil de dissolucdo (Figura
33 (A)), no qual se observa um comportamento andmalo com relacdo ao
percentual de farmaco dissolvido a partir de 20 minutos.
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Figura 33. (A) Perfil de dissolu¢do da matéria-prima de SQVM e (B)
turbidimetria do SQVM, ambos em meio de LSS 0,25%.
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3.2 Caracterizagdo Estrutural do cocristal SQVMSLS para a
compreensao das Propriedades de Dissolucdo do SQVM

O cocristal SQVMSLS cristaliza no mesmo grupo espacial que
0 SQVM, porém, além da molécula de SQV, cristaliza com uma
molécula de LSS ligada ao grupamento mesilato (Figura 34 e Tabela
12).

Quando se comparam os parametros de rede do SQVM com o0s
parametros de rede do cocristal, observa-se a manutencdo dos eixos
cristalograficos a e b. A principal diferenca ocorre no eixo ¢, que
aumenta de 15,966(5) para 21,1924(14) A (Tabelas 10 e 12). Desta
forma, pode-se constatar que o LSS cristaliza entre as moléculas de
mesilato, adaptando-se em uma cavidade formada ao longo do eixo c.
Na estrutura do cocristal ha pontes de hidrogénio adicionais as
observadas na estrutura do SQVM. No SQVMSLS, ocorrem ligacOes de
hidrogénio N-H O através do nitrogénio 39, além da ligacdo ao N28
observada para 0 SQVM.
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Figura 34. Representacdo da molécula de SQVM e da molécula do
cocristal obtido (SQVMSLS) mostrando o contelido presente na unidade
assimétrica. (A Figura foi obtida através do software Olex2).

SQVM

SQVMSLS
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Table 12. Informagdes cristalograficas e de refinamento obtidas para o
cocristal SQVMSLS.

Foérmula empirica CgH72Ng00S
Peso molecular 909,17
Sistema Cristalino Monoclinico
Grupo Espacial P2,
a(A) 14,4222(9)
b (A) 9,2926(6)
c(A) 21,1924(14)
a(’) 90,00
B () 106,742(3)
v 90,00
V (A% 2719,8(3)
Z 2
T (K) 293(2)
Densidade calculada (g cm™) 1,110
Coeficiente Absorgéo (mm™) 0,964
Reflexdes coletadas 41508
Reflexdes independentes 9951
Rint 0,0761
Goodness-of-fit on F? 1,030

Final R indices [1>=25(1)]
Final R indices [all data]

R1=0,0642 wR2 = 0,1715
R1=0,0937 wR2 = 0,1962

Além da compreensdo com relacdo ao comportamento de
dissolucdo do SQVM e do alerta com relagdo ao uso de surfactantes,
indicando o meio de LSS como inapropriado para 0 SQVM, a obtencgéo
do cocristal e sua avalicdo estrutural permitiu a busca por novas formas
de SQV. A ligacdo da molécula de LSS ao grupo mesilato indicou a
possibilidade de que outros anions poderiam deslocar o grupamento
mesilato ou ligar-se a ele. A partir dai os sais de cloreto de s6dio (NaCl),
brometo de soédio (NaBr) e iodeto de potéssio (KI), comumente
utilizados na formulagcdo de medicamentos, foram utilizados com o
objetivo de obtencdo de novas formas de SQV.
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3.3 Caracterizagédo Fisico-Quimica e Estrutural do SQVM e suas
Novas Formas

O monocristal de SQVM foi novamente obtido e a sua estrutura
resolvida a temperatura ambiente para a correta comparagdo com as
demais formas cristalizadas. O SQVM cristaliza no sistema
monoclinico, grupo espacial P2; com uma molécula protonada de
saquinavir ¢ um inon mesilato na unidade assimétrica (Z’ = 1). SQVCI,
SQVBr e SQVI séo formas isomorfas do SQVM. Conforme definido
pela International Union of Crystallography (IUCR)
(http://reference.iucr.org/dictionary/lsomorphous_crystals), dois cristais
sdo ditos serem isomorfos se ambos possuirem 0 mesmo grupo espacial
e dimens6es de cela unitaria. Além disso, se os tipos e as posi¢fes dos
atomos em ambos forem os mesmos, exceto por uma modificacdo de um
ou mais atomos em uma estrutura com diferentes tipos de atomos em
outra (substituicdo isomorfa), tal como &tomos pesados, ou a presencga
de um ou mais atomos adicionais em uma das estruturas (adicéo
isomorfa).

O SQVCI, SQVBr e o SQVI apresentam estas caracteristicas,
inserindo-se no conceito de formas isomorfas do SQVM. Com a
presenca de diferentes quantidades de moléculas de agua, os sais
halogenados apresentam adicdo isomorfa; possuem trés, duas e uma
molécula de agua respectivamente. O nimero de moléculas de agua
diminui a medida que o tamanho do anion responsavel pelo
deslocamento do grupo mesilato aumenta (Tabela 13 e Figura 35).


http://reference.iucr.org/dictionary/Isomorphous_crystals
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Tabela 13. Informacdes cristalograficas e de refinamento obtidas para
SQVM, SQVCI, SQVBr e SQVI.

Formula

Peso molecular
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
a(d)

b (A)

c(A)

a()

BC)

7()

V (A%

z

T(K)

Dearc (9 cM™)

u (mm™)

Refl. medidas
Refl. Indep.
Inf. obs. [1>20(1)]
Rint
R1[I>20(1)]
wR; (all data)

SQVM
C39H54NGOBS
766,94
Monoclinico
P2,
14,633 (5)
9,370 (5)
15,966 (5)
90,00
114,871 (5)
90,00
1986,1 (1)
2
293
1,283
0,140
15494
7761
4516
0,0553
0,0674
0,0896

SQVCI

CasHs1NsOsC1-3H,0

755,29
Monoclinico
P2,
14,609 (2)
9,3400 (5)
15,807 (2)
90,00
114,746 (12)
90,00
1958,8 (4)
2
293
1,281
0,156
10092
7806
3522
0,0444
0,1008
0,1911

SQVBr

C33H51N605BI"2H20

783,76
Monoclinico
P2,
14,3053 (7)
9,7478 (4)
15,847 (1)
90,00
111,404 (7)
90,00
2057,3(6)
2
293
1,329
1,104
10264
6901
4168
0,0390
0,0686
0,1305

SQVI

C38 H51 NeOsI'HzO

814,74
Monoclinico
P2,
14,3578 (7)
9,4796 (4)
15,982 (1)
90,00
111,131 (7)
90,00
2029,0 (6)
2
293
1,334
0,839
17691
8156
3949
0,0407
0,0840
0,2647
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Figura 35. (A) Imagens dos monocristais de SQVM, SQVCI, SQVBr e
SQVI obtidas com microscopio Optico a temperatura ambiente e (B)
representacao grafica do contetido da unidade assimétrica para 0 SQMV
e suas formas isomorfas (atomos de H omitidos para melhor
visualizacdo).

sQvcl

sQvMm sQvcl

SQver savi

O SQVM e seus sais halogenados cristalizam no sistema
monoclinico, grupo espacial P2;, com uma molécula na unidade
assimétrica. No SQVM os anions mesilato atuam como pontes entre as
unidades de saquinavir protonadas originando ligacdes de hidrogénio
que formam cadeias paralelas ao eixo b (Figura 36). Estas cadeias sdo,
por sua vez, conectadas via ligacdes de hidrogénio N-H~O e formam
uma ampla “fita” paralela ao plano ac. Uma vez que SQVCI, SQVBr e
SQVI sdo formas isomorfas ao SQVM, as  caracteristicas de
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empacotamento sdo muito semelhantes para todas as formas, porém, a
funcdo de ligagdo do anion mesilato é substituida por molécula (s) de
agua e um anion halogénio nas estruturas do SQVCI, SQVBr e SQVI.
Nestas estruturas, a molécula de agua interage diretamente com o grupo
NH de uma unidade de SQV e o anion interage com o grupo OH de um
segundo SQV ao longo da cadeia saquinavir-mesilato (Figura 36).

Figura 36. Representacdo ball-and-stick das interagdes por pontes de
hidrogénio entre os ions mesilato, cloreto, brometo e iodeto, o cation
saquinavir e as moléculas de agua no SQVM (a), SQVCI (b), SQVBr (c)
e SQVI (d).
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A diferenca no nimero de moléculas de 4gua e no tamanho e
tipo de &nion apresentou um efeito considervel nas dimensbes dos

oes

Oes das reflex

, assim como nas posigdes

eixos das celas (Tabela 13)

observadas por XRPD (Figura 37).
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Figura 37. Comparacdo dos padrdes de difracdo de raios X utilizando o
método de po, obtidos a temperatura ambiente para SQVM, SQVCI,
SQVBre SQVI.

5 10 15 20 25 30 35 40
20 (deg)

Os padrbes de difragdo de raios X utilizando o método de p6
mostraram-se similares para o0 SQVM e as suas formas obtidas, em
especial na regido de baixo angulo. Deslocamentos e alteracBes na
intensidade de algumas reflexdes especificas, observados nos padrdes de
difracdo dos sais halogenados em comparagdo ao SQVM, foram
atribuidos a posicdo dos diferentes anions e ao diferente nimero de
moléculas de agua presentes em cada espécie.

O comportamento térmico das amostras foi investigado por
DSC, TGA e XRPD com temperatura. As medidas de DSC foram
realizadas em cadinho aberto. A perda de agua, observada como um
evento endotérmico (preconizado endotérmico para cima e exotérmico
para baixo) na Figura 38 ocorreu em diferentes temperaturas para cada
um dos sais hidratados (SQVCI, SQVBr e SQVI).
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Figura 38. Medidas de DSC para SQVM, SQVCI, SQVBr e SQVI. Os
eventos de fusdo e a perda das moléculas de agua para os sais estao
representados.
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A Tabela 14 lista o volume acessivel (calculado pelo programa
Platon (SPEK, 2009)) e seu percentual no volume da cela, calculado
com e sem a contribuicdo dos anions e das moléculas de agua. A
remocdo virtual dos &nions e das moléculas de &gua resultou em
eficiéncia de empacotamento e volumes acessiveis similares para 0s
quatro compostos (conforme o esperado, uma vez que sdo formas
isomorfas). Pode-se observar que o mais eficiente empacotamento foi
alcancado pelo SQVCI (64,9%) enquanto o empacotamento mais
“frouxo” ocorreu no SQVI (63,2%). O fato de que o espaco ocupado
pelo ion iodeto e uma molécula de 4gua é menos compactado, reflete a
desordem posicional do atomo pesado na estrutura cristalina. Pode-se
observar ainda que o SQVI é a forma que apresenta 0 maior ponto de
fusdo entre a série dos halogénios (Figura 38 e Tabela 14).



137

Tabela 14. Ponto de Fusdo, coeficiente de empacotamento (c.e.) e
volume acessivel para SQVM, SQVCI, SQVBr e SQVI antes e apos a
remocao virtual de anions e moléculas de agua.

Ponto ce?  Volume cel Volume
Fusao % Acessivel % Acessivel
)] A% % A% %

SQVM 251,79 66,8 25,13 SQV° 60,6 254,128
SQVCl 164,89 649 52,25 SQV° 588 282 137
SQVBr 187,29 63,7 107,52 SQVY 585 301,147
SQVI 21495 632 102,50 SQV® 59,1 261,129

(@) O coeficiente de empacotamento é avaliado através do programa
Platon como o (Volume Molecular) x (Numero de molécula
independente na unidade assimétrica) x 100 / (Volume Cela). Na quinta
coluna indica-se a remocdo virtual de: (b) mesilato, (c) cloreto e
moléculas de agua, (d) brometo e moléculas de agua, (e) iodeto e
molécula de agua.

Ap0s a perda da agua, observou-se a fusdo das formas anidras
(Figura 38). Para as trés formas as temperaturas de fusdo foram
inferiores a temperatura de fusdo do SQVM. Observou-se ainda que a
temperatura de liberagdo da &gua a partir da estrutura cristalina foi maior
para 0 SQVBr em compara¢do ao SQVCI. Mais forte interagdo foi
observada entre as moléculas de agua e entre a 4gua e as porgdes idnicas
no SQVBr em comparagdo ao SQVCI. A mesma relagdo foi observada
entre 0 SQVI e o SQVBr. O SQVI perde agua a uma temperatura
inferior a do sal de bromo.

As analises termogravimétricas confirmaram que SQVCI,
SQVBr e SQVI contém trés, duas e uma molécula de agua
respectivamente, e que todas as formas decomp8em logo ap6s a fusao
(Figura 39).
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Figura 39. Curvas termogravimétricas confirmando que SQVCI, SQVBr
e SQVI contém trés, duas e uma molécula de agua, respectivamente, e
que todos os sais decompdem em temperatura subsequente a fusao.

102 1
an
2 4 I )
\\ T //
80 N //’ % -1
] L e
| 70 Delta Y = 10,66875 % e
& 60] X,=3732°C i 3
S |v,=99,9723 % /
T T j SQVCl .
2 |x,=15487°C /
'g 401y, =59, 3038 % %, =15487°C / -5
30 Y, =80,3037 % -6
20 X, =500,00 °C A 7
Y, =8.2100 % \
10 8
G Delta Y =81,0937 % o
37.31 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temperature (°C)
102 ) Bras 1.0
f
901 _ =T T T T T T - o
T -
20 Delta Y =4,1903 % - -1
7 2
‘ 70 y
X, =37.15°C 3
| 60 v,=99.8779 % /
£ solx=17.11°C / SQVBr -4
s Y, =95.6876 % / 5
5 40 /
5 X, =214,39 °C ) 6
Z 30 Y, =95,5988 % ~\
N -7
20 X, =500 °C \
Y, =9,0604 % N -8
10 —
0 Delta Y =85.6294 % 9
37,15 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temperature (°C)
102 1
T
90| e mmm——— [
- P 1
| 80 |Delta Y =1,7165 % //
| 701X, =37.04 °C i -2
= o, /
~ 60 Y, =99,9330 % . SQVI 3
& X,=91,62 °C . 7 “
£ 300y, =982165 % X, =215,14 °C \ y
= 40 Y, = 98,0866 % \ / X;=31261°C | 5
= \ / Y, =68,2432 %
5 30 X, =312,61 °C \ 6
= Y, = 68,2400 % AN X, = 500,00 °C
20 AR / Y,=10.1576 % |~/
v \ J 3
10 Delta Y = 29,8466 % = -
" Delta Y = 58,0856 % 9
o E
37 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Temperature (°C)

Devirative Weight % (% min) — -

Derivative Weigh % (%/ min) — -

Derivative Weight % (%/ min) — -



139

A técnica de microscopia Hot-Stage foi empregada para
detectar possiveis modificacfes do habito cristalino e textura apds o
aquecimento e consequente liberacdo de &gua. Para todas as formas
(SQVCI, SQVBr e SQVI) observou-se um leve escurecimento dos
cristais acompanhado, em particular para 0 SQVCI, da formacdo de
linhas escuras, indicativo de estresse e ruptura parcial da superficie dos
cristais, conforme apresentado na Figura 40. Entretanto, para todas as
amostras, a forma do cristal foi mantida apds a perda de agua.

Figura 40. Microscopia Hot-Stage em cristais de SQVCI, SQVBr e
SQVI.
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sQvi

As medidas de XRPD com temperatura variavel (Figura 41)
mostraram que ndo houve modificacdo significativa nas estruturas
cristalinas durante os processos de aquecimento e resfriamento.

Figura 41. Difracdo de raios X utilizando o método de p6é com
temperatura varidvel para o SQVCI. Comportamento analogo foi
observado para SQVBr e SQVI. Os processos de aquecimento e
resfriamento foram conduzidos a razdo de 5 °C/ min.

260 (deq)

As trés formas isomorfas apresentaram comportamento
idéntico. As estruturas cristalinas permaneceram praticamente intactas
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apos a perda de &gua. Pequenos deslocamentos nas posi¢des de algumas
reflexdes apds o aquecimento sdo devidos as modificacfes dos
parametros de cela e as mudangas de composicao, referentes a remocgao
de 4gua. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, os padrdes de
raios X pelo método do pé voltaram a apresentar as suas formas iniciais,
embora, com algum grau de amorfizagdo agora evidente.

Para um estudo aprofundado das caracteristicas do estado sélido
comparando as trés formas obtidas com 0 SQVM, utilizado atualmente
para formular, estudos de solubilidade e perfil de dissolugcdo em agua
foram realizados. As solubilidades do SQVM e suas formas obtidas
foram medidas inicialmente nos tempos de 12 e 24 horas. Observou-se
que, com excec¢do dos valores obtidos para 0 SQVBEr, as concentraces
medidas no tempo de 24 horas mostraram-se inferiores aquelas de 12
horas (Tabela 15).

Tabela 15. Medidas da solubilidade em agua para 0 SQVM e suas
formas isomorfas ap6s 12 e 24 horas.

Solublidade Solubilidade
12 horas (ug/ mL) 24 horas (ug/ mL)
SQVM 264 + 10 151 +12
SQVCI 673 32+2
SQVBr 102 + 12 103+8
SQVI 170+ 0,5 39+£0,2

Além da discrepancia entre os valores de concentracdo em 12 e
24 horas para todas as amostras, com exce¢do daquela contendo bromo,
0 po residual filtrado da solugdo de SQVI apds 12 horas em solugdo,
mostrou-se amarelado. A analise desta amostra por XRPD ndo mostrou
qualquer alteragdo em relagdo ao difratograma incialmente obtido na
caracterizacdo da mesma. No entanto, por DSC observou-se um
decréscimo de 15 °C na temperatura de fusdo, sugestivo de reducédo da
estabilidade térmica e/ou de um processo de degradacdo quimica. Uma
solucdo foi preparada com a amostra de SQVI submetida ao teste de
solubilidade por 12 horas e recuperada por filtragdo. Outra solucéo foi
feita com o SQVI sem passar pelo teste. Por espectrofotometria as
concentragBes de ambas as amostras foram determinadas e a degradacéo
quimica foi comprovada. Portanto, a avaliacdo da “solubilidade” foi
investigada em um tempo inferior a 12 horas, e por isso, a denominagéo
passou a ser, avalicdo da concentragdo maxima no tempo de 3 horas, €
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ndo mais solubilidade. As solugdes saturadas foram mantidas sob
agitacdo por 3 horas, filtradas e avaliadas por UV. As concentracdes
medidas ap6s 3 horas em solucéo estdo apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16. Medidas da concentracdo maxima (3 horas) para 0 SQVM e
suas formas.

Concentragdo maxima

3 horas (ug/ mL)
SQVM 174+ 12
SQVCI 105+ 2
SQVBr 107 + 10
SQVI 51+0,3

A partir dos resultados de solubilidade apresentados nas
Tabelas 15 e 16 e da comprovacdo de degradacdo do SQVI apds 12
horas em solucdo, a avaliacdo do perfil de dissolucdo em &gua foi
realizada em periodo inferior a 3 horas (tempo de determinacdo da
concentracdo maxima). Esses resultados alertaram para a necessidade de
estudos posteriores com relacdo a determinacdo da solubilidade do
SQVM.

O perfil de dissolugcdo em &gua, para 0 SQVM e seus sais
halogenados é mostrado na Figura 42.

Figura 42. Perfil de dissolugdo em agua para SQVM, SQVCI, SQVBr e
SQVI.
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A analise de regressdo confirmou diferenca estatistica entre as
quatro amostras (intervalo de confianca o = 0,05; p < 0,1). SQVM e
SQVCI apresentam perfis muito similares, com 43 e 38% de dissolucéo
em 90 minutos, respectivamente, enquanto para 0 SQVBr e SQVI estes
percentuais foram de 31 e 18%, respectivamente. O SQVI apresentou
maior desvio padrdo em comparacao as demais formas, provavelmente
devido a tendéncia de permanecer na superficie do meio.

O perfil de dissolugdo permitiu avaliar e comparar o
comportamento das formas isomorfas de SQVM em solucéo e concluir
gue SQVCI pode ser utilizado como uma alternativa ao sal mesilato para
formular. Além disso, a obtencdo de cocristais a partir do SQVCI,
podera apresentar resultados ainda mais promissores com relacdo as
propriedades de dissolugdo. A disponibilidade e comercializacdo de uma
variedade de IFAs na forma de sais de cloreto é bem conhecida, e,
recentemente, uma abordagem para a utilizacdo destes IFAs (como sais
de cloreto) visando & obtencdo de cocristais tem sido relatada. Um
exemplo é o observado para o cloridrato de fluoxetina. O cocristal
obtido a partir desta forma do farmaco e do acido succinico mostrou
uma solubilidade aquosa duas vezes superior aquela apresentada pela
forma de cloridrato do farmaco (SHAN; ZAWOROTKO, 2008).






CAPITULO IV - DISCUSSAO GERAL
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O controle de qualidade e a selecdo dos insumos farmacéuticos
ativos (IFAs) nas etapas de pré-formulacéo e desenvolvimento de novos
produtos é primordial para a compreensao da influéncia causada pelas
caracteristicas do estado sélido em propriedades como solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade, entre inimeras outras, (GRANT,
2004; TONG; HUANG, 2004; AALTONEN et al., 2009; CUFFINI;
PITALUGA; TOMBARI, 2009; DOMINGOS et al., 2015).

As propriedades do estado s6lido possuem importante impacto
na solubilidade e estabilidade quimica dos farmacos (HUANG; TONG,
2004), e ha estimativas de que 80 a 90% dos compostos organicos
possam existir como formas polimoérficas, ou seja, apresentarem
diferentes formas cristalinas (CHIENG et al., 2011). As diferentes
formas sélidas de um IFA podem apresentar diferentes propriedades
fisico-quimicas, afetando seu desempenho (AALTONEN et al., 2009).

A engenharia de cristais, através de processos de cristalizacéo,
oferece varias possibilidades para a melhoria das propriedades de
solubilidade, taxa de dissolucéo e biodisponibilidade de farmacos pouco
soluveis (DATA; GRANT, 2004; BLAGDEN et al., 2007). A obtencéo
de polimorfos estaveis, assim como a influéncia das condi¢cdes de
cristalizacdo no habito cristalino e morfologia dos cristais, sdo algumas
destas possibilidades (BLAGDEN et al., 2007).

Para o EFV, a caracterizacdo dos polimorfos, a avaliagdo de
estabilidade e a relacdo termodinamica entre ambos identificaram o
polimorfo Il como mais estdvel e mais solivel em comparacdo ao
polimorfo 1. Além disso, pela primeira vez, classificou-se a relagdo entre
ambos como enantiotrépica. O polimorfo I mostrou-se mais estavel que
0 polimorfo | gragas a interagdo conformacional promovida pelo
Synthon C (MAHAPATRA et al., 2010), responsavel por estabilizar a
estrutura cristalina de maior densidade (polimorfo I1). Sabe-se que a
mais alta densidade corresponde a maior estabilidade termodinamica
(BERNSTEIN, 2002; BRITTAIN, 2009). Além de mais estavel, esse
polimorfo apresentou-se mais sollvel. Para farmacos pertencentes a
Classe Il do BCS, como o EFV, ha uma boa correlagdo entre os
resultados in vivo e os testes de dissolugdo; nestes casos, a taxa de
dissolucdo é o aspecto limitante para a absor¢do oral do medicamento
(DRESSMAN, REPPAS, 2000; ROSSI et al., 2011). A taxa de
dissolucdo intrinseca de um farmaco esté correlacionada com a dindmica
de dissolucdo in vivo, pode afetar a eficacia do medicamento e por isso
seu estudo é 0atil na avaliagdo e selecdo da matéria-prima mais
apropriada para formular (CUFFINI; PITALUGA; TOMBARI, 2009).
Na avali¢do através do teste de dissolucdo intrinseca, o valor da taxa foi
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dezesseis vezes maior para o polimorfo 1l em comparacgdo ao polimorfo
I. Diferentes planos cristalinos estdo expostos para aquele polimorfo
modificando a taxa de dissolucdo (DANESH et al., 2001; KUMINEK et
al., 2013). Tal efeito pode impactar a biodisponibilidade do farmaco.

A forma solida de um IFA ¢ definida pela estrutura interna do
cristal e pelo habito cristalino, fatores que podem influenciar
consideravelmente a biodisponibilidade, seguranca e eficacia do
medicamento (BLAGDEN et al., 2007; MODI et al, 2013).
Especialmente para farmacos pouco soluveis, fatores como
polimorfismo e distribuicdo de tamanho de particula, entre outros, sdo
cuidadosamente controlados na rotina de producdo industrial.
Entretanto, outras propriedades do estado sélido devem ser investigadas
de modo a se compreender algumas falhas que ocorrem nos ensaios in
vitro (testes de dissolucédo) e nos estudos in vivo (bioequivaléncia).

A producdo de genéricos apresenta-se como estratégia das
politicas de salde no Brasil para assegurar medicamentos de qualidade
para um namero crescente de pacientes diagnosticados como portadores
do HIV. O teste de bioequivaléncia é a ferramenta de controle de
qualidade mais importante para o processo de desenvolvimento de um
produto genérico de modo a assegurar sua eficacia terapéutica
(BRASIL, 1999; EUROPEAN, 2010). Porém, mesmo quando fatores
criticos (polimorfismo, distribuicdo de tamanho de particula) sdo
controlados, diferentes lotes podem apresentar diferencas significativas
guando administrados a voluntarios saudaveis nos testes de
bioequivaléncia. Este foi o observado com duas matérias-primas de
EFV. Seis matérias-primas micronizadas do farmaco foram
caracterizadas e os lotes 1 e 5 foram utilizados no estudo de
bioequivaléncia. O lote 1 foi aprovado e o lote 5 reprovado. O lote 1
apresentou 80% de farmaco dissolvido ap6s 120 minutos enquanto para
o0 lote 5, esse percentual foi inferior a 60%. Calculos de eficiéncia de
dissolucdo (DE) mostraram valores de 82% para o lote 1 e
aproximadamente 66% para o lote 5. Fatores como distribuicdo de
tamanho de particula e morfologia comumente explicam os diferentes
valores de DE (TINKE et al., 2005, BLAGDEN et al., 2007,
WILLMANN et al., 2010). Porém, para as amostras estudadas, os
resultados obtidos por microscopia eletrénica de varredura mostraram
morfologia muito semelhante; ndo foram observadas variagOes
consideraveis entre os lotes. Com relagdo a distribuicdo de tamanho de
particula, o lote 1 apresentou o maior valor de DE e o menor valor de
distribuicdo de tamanho de particula. Espera-se que o menor valor de
d[4, 3] corresponda ao maior valor de DE (TINKE et al., 2005).
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Entretanto, tal correlacdo ndo pOde ser mantida para os demais lotes.
Mesmo para o lote 5, reprovado no teste de bioequivaléncia, o valor de
d[4, 3] apresentou-se na faixa aceitdvel para uma matéria-prima
micronizada. Também os valores de d(0,9), d(0,5) e d(0,1) ndo
classificariam os lotes 1 e 5 em dois extremos. Alguns autores ainda
consideram mais relevante o valor de d[3, 2] para a correlagdo com a
dissolugdo (TAKANO et al., 2009). Entretanto, os resultados obtidos
neste estudo mostram que ndo hé correlacdo matemética entre os valores
anteriormente mencionados, portanto, a morfologia e as caracteristicas
de tamanho de particula ndo explicaram as diferencgas in vitro nem os
resultados in vivo. Até o momento, a dissolucdo e a biodisponibilidade
de farmacos e produtos farmacéuticos tém sido correlacionadas com
caracteristicas fisico-quimicas, como grau de cristalinidade ou
amorfizagdo, polimorfismo, tamanho de particula e porosidade, entre
outras (BRITTAIN, 2008). Tamanho de dominio cristalino ou tamanho
de cristalita ndo séo termos bem conhecidos na Ciéncia Farmacéutica.
Alguns autores destacam a importancia do tamanho de cristalita nos
resultados de dissolu¢do, mas ndo consideram tamanho de particula
(TORRADO et al., 1998). Outros correlacionam tamanhos de cristalita e
propriedades mecanicas e fisicas, mas sob o aspecto da compressdo
(FUKUOKA et al., 1993; RIPPI et al., 2000). Assim, este trabalho abre
uma importante area de investigacdo porque mostra a biorrelevancia da
microestrutura do EFV. A biorrelevancia consiste na correlagdo entre a
porcentagem dissolvida do farmaco no estudo in vitro (testes de
dissolucdo) e a porcentagem absorvida do farmaco in vivo
(bioequivaléncia). Na avaliacdo realizada para 0 EFV ha a correlacdo
entre tamanho de dominio cristalino e os resultados in vitro e in vivo. As
informacGes dos padres de difracdo de raios X pelo método do pd
foram analisadas por Whole Powder Pattern Modelling (WPPM). O
WPPM fornece pardmetros microestruturais do melhor ajuste para o
padrdo de difracdo de raios X experimental, pelo método do poé
(SCARDI, LEONI, 2001; SCARDI, LEONI, 2002). Os resultados
obtidos evidenciaram a correlacédo entre tamanho de dominio cristalino e
eficiéncia de dissolucdo. Os melhores valores de DE foram obtidos para
IFAs com tamanhos de dominio cristalino inferiores a 100 nm
aproximadamente. E provavel que exista um tamanho de dominio
cristalino “critico”, associado a determinado tamanho de particula, que
assegure a bioequivaléncia. Estudos adicionais sdo necessérios para a
profunda compreensdo da biorrelevancia da microestrutura de
compostos farmacéuticos.
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O ensaio de velocidade de dissolucao intrinseca foi idealizado
de forma a evitar o efeito do habito cristalino e do tamanho de particula
a fim de avaliar as propriedades fisicas, como o polimorfismo e o seu
efeito na velocidade de dissolucdo (BRITTAIN, 2009). Para a andlise
das matérias-primas pela técnica de dissolucdo intrinseca, um método
capaz de quantificar o farmaco foi previamente otimizado e validado,
seguindo-se o preconizado pela USP 2007, ICH Q2 (R1) (ICH, 2005) e
ANVISA (BRASIL, 2003). O método farmacopeico disponibilizado
para consulta pablica pela Farmacopeia Americana (USP) foi o utilizado
para as analises por HPLC. A Farmacopeia Brasileira em sua 4% edicéo
ndo apresentava o EFV em suas monografias e somente em 2010 a 5°
edicdo contendo a monografia do EFV foi publicada. E consenso que a
técnica de dissolucdo intrinseca correlaciona as propriedades do estado
s6lido como polimorfismo, com o impacto em nivel biofarmacéutico, e
permite avaliar se alguns parametros do estado solido afetam o
comportamento dos farmacos (YU et al., 2004; CUFFINI; PITALUGA;
TOMBARI, 2009). Entretanto, a correlagdo entre a microestrutura
(tamanho de dominio cristalino) e o desempenho do IFA (com
resultados obtidos no teste de bioequivaléncia) pdde ser realizada
através da técnica de dissolucdo intrinseca, sendo pela primeira vez
apresentada. Além da capacidade de diferenciar polimorfos (ja
mencionado inicialmente), a técnica de dissolucgdo intrinseca mostrou-se
capaz de discriminar IFAs de mesma forma polimoérfica, porém, de
diferentes tamanhos de dominio cristalino. A anélise de seis lotes de
EFV permitiu concluir que quanto menor o tamanho de dominio
cristalino (<D>;), menor o valor de taxa de dissolucdo intrinseca. Além
disso, ficou evidente que este resultado é independente do tamanho de
particula, uma vez que trés lotes (denominados 3, 4 e 5) possuem
valores de tamanho de particula praticamente idénticos e para outro (lote
6) esse valor é duas vezes maior. Entretanto, os lotes 5 e 6 apresentaram
valores de taxa de dissolu¢do muito préximos, corroborando a teoria de
que o efeito de tamanho de particula ¢ “apagado” na avaliacdo de IFAs
através da técnica de dissolucdo intrinseca (SATHIGARI et al., 2009;
CHIAPPETTA et al., 2010). Portanto, o0 método de dissolucdo
intrinseca, aqui desenvolvido e validado, é uma excelente ferramenta no
controle de qualidade para a selecdo da mais apropriada matéria-prima
de EFV para formular porque permite diferenciar a microestrutura e
selecionar o IFA de melhor desempenho.

A investigacdo de diferentes formas cristalinas é um
procedimento padrdo essencial no estudo e desenvolvimento de novos
medicamentos (AALTONEN et al., 2009) e, uma vez que 0 processo de
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cristalizacdo é empregado na producdo de aproximadamente 70% de
todas as formas solidas obtidas, torna-se essencial conhecer os efeitos do
processo de cristalizacdo em IFAs (WOUTERS; QUERE, 2012). Para o
mesilato de saquinavir (SQVM), poucos sdo os estudos publicados e,
embora algumas informacBGes a respeito do estado sélido estejam
disponiveis, a estrutura cristalina foi primeiramente reportada através
deste trabalho. O monocristal de SQVM foi obtido em metanol através
do método de evaporacéo lenta e sua estrutura foi resolvida. O farmaco
cristaliza no sistema monoclinico e grupo espacial P2; com uma
molécula de saquinavir e uma molécula de mesilato na unidade
assimétrica. Moléculas de saquinavir sdo mantidas juntas na estrutura
cristalina através de ligagdes de hidrogénio diretas saquinavir-saquinavir
e através de ligagcdes de hidrogénio indiretas saquinavir-mesilato. A
sobreposi¢do dos difratogramas obtidos para o0 monocristal e para o IFA
avaliado comprovou a identidade cristalogréafica do SQVM.

A caracterizagdo do IFA e a avaliacdo das propriedades de
dissolucao foram investigadas. O farmaco apresentou ponto de fusdo em
247,50 °C com decomposi¢do em um processo Unico logo ap6s o evento
de fusdo. As andlises por SEM mostraram particulas aglomeradas em
formato de placas. A matéria-prima de SQVM é micronizada na
tentativa de se melhorar a biodisponibilidade deste farmaco, entretanto,
a alta lipofilicidade pode ser responsdvel pela aglomeracdo das
particulas e consequente reducdo da area de superficie de contato,
motivo do alto desvio padrdo observado na avalicdo do perfil de
dissolugdo. Um modo efetivo de se melhorar a molhabilidade dos
farmacos € o uso de surfactante no meio de dissolucdo e por isso, 0
surfactante anidnico LSS foi utilizado. Além de ser indicado pela USP
para farmacos de baixa solubilidade aquosa (USP, 2007), varios sdo 0s
relatos de que meios contendo LSS asseguram de maneira mais efetiva
as condicdes sink (PINTO, CABRAL, SOUSA, 2014; PANIKUMAR et
al., 2012; HONORIO et al., 2013). Em meios contendo surfactante
anionico as interacfes eletrostaticas entre os anions do LSS e os
grupamentos catiénicos do farmaco levam a um decréscimo nas forcas
de repulsdo dos grupos da porcdo “cabeca” do surfactante com
consequente aumento da solubilizagdo (CHAKRABORTY et al., 2009).
Entretanto, o resultado obtido na avaliacdo do perfil de dissolugdo do
SQVM em LSS 0,25% mostrou-se contrario ao esperado, mesmo no
intervalo de CMC (entre 0,025 e 0,25% (m/v) ou 1 e 10 mM) (FOTAKI
et al.,, 2013). A analise revelou em 20 minutos, um percentual de
farmaco dissolvido inferior aquele em 15 minutos e este comportamento
foi observado em alguns outros intervalos de tempo durante toda a
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avaliacdo. Sabe-se que a capacidade dos surfactantes em solubilizar
farmacos envolve fatores como temperatura, forga idnica e estrutura
guimica do farmaco e do surfactante (TORCHILIN, 2001; JAIN; RAN;
YALKOWSKY, 2004; RANGEL-YAGUI; PESSOA-JR; TAVARES,
2005). Deste modo o mecanismo de interacdo entre LSS e a molécula de
SQVM foi melhor investigado através da avaliagdo estrutural do
cocristal de SQVM e LSS, denominado neste trabalho cocristal
SQVMSLS. O cocristal SQVMSLS foi obtido a partir de uma solugdo
saturada do farmaco em LSS 0,25% através da técnica de evaporacdo
lenta a temperatura ambiente. Apds algum tempo em solugéo, a por¢édo
anidbnica das moléculas remanescentes de LSS interagem com as
espécies catidnicas da molécula de SQV para formar um sal insolGvel ou
menos sollvel, o qual precipita, resultando no fendmeno de
dessolubilizacéo (JAIN; RAN; YALKOWSKY, 2004;
CHAKRABORTY et al.,, 2009; FOTAKI et al., 2013). Foi esta a
explicacdo para o fendmeno observado no perfil de dissolucdo do
SQVM em LSS 0,25%. A avaliagdo da turbidez, representativa do
comportamento de precipitacdo do SQVM neste meio, corroborou os
dados obtidos através do perfil de dissolu¢do. A precipitacdo avaliada
por esta técnica teve inicio exatamente em 20 minutos. Além disso,
através da obtencdo do cocristal e da resolucdo da sua estrutura, foi
possivel comprovar a recristalizagdo do farmaco neste meio de
dissolucdo. A resolucdo da estrutura cristalografica permitiu constatar
gue o LSS cristaliza entre as moléculas de mesilato, adaptando-se em
uma cavidade formada ao longo do eixo c. Os eixos cristalograficos a e
b sdo mantidos, a principal diferenca ocorre no eixo ¢, que aumenta de
15.966(5) A na estrutura do SQVM, para 21.1924(14) A na estrutura do
cocristal. Portanto, além da importancia relacionada a avaliacdo
estrutural do farmaco, com perspectivas para a obtencdo de novas
formas de SQV, este estudo, e em particular, a obtencéo do cocristal em
LSS, alertou para a utilizacdo dos surfactantes nos meios de dissolugdo.
O LSS nédo é um surfactante apropriado para meios de dissolucdo na
avaliacdo do SQVM.

A compreensdo das caracteristicas estruturais, obtida com a
resolugdo da estrutura do cocristal (SQVMSLS) possibilitou a busca por
novas formas de SQV. A ligacdo da molécula de LSS ao grupo mesilato
e preenchimento da cela unitaria com a molécula de SQV indicou a
possibilidade de que outros anions poderiam deslocar o grupamento
mesilato ou ligar-se a ele. Portanto, a partir dai, o objetivo foi explorar
as possibilidades de troca de anion para 0 SQVM e investigar as
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propriedades de dissolucdo e do estado sélido para as possiveis formas
obtidas.

Quantidades estequiométricas de cloreto de sodio (NaCl),
brometo de sodio (NaBr) e iodeto de potéssio (KI), foram adicionadas as
solucbes de SQVM em 4 mL de propilenoglicol ou metanol e em
seguida 4 mL de &gua. Cloreto de saquinavir (SQVCI), brometo de
saquinavir (SQVBr) e iodeto de saquinavir (SQVI) foram o0s
monocristais obtidos. Todos sdo formas isomdrficas do SQVM e,
portanto, com caracteristicas de empacotamento muito semelhantes a
ele, porém, a funcdo de ligacdo do anion mesilato foi substituida por
uma ou mais moléculas de agua e um anion halogénio nas estruturas do
SQVCI, SQVBr e SQVI. Os sais obtidos apresentaram trés, duas e uma
molécula de agua respectivamente e através da analise estrutural ficou
evidente que o grau de hidratagdo é dependente do tamanho do &nion
inserido na estrutura cristalina. Os resultados obtidos por analise
termogravimétrica corroboraram aqueles por analise estrutural com
relacdo ao nimero de moléculas de agua em cada estrutura. A diferenca
no grau de hidratagdo, assim como no tamanho e tipo de &nion, foram
responsaveis pelos efeitos observados nas dimensdes dos eixos das celas
e nas posi¢des das reflexdes observadas por XRPD. Por Hot-Stage, foi
possivel comprovar que, embora submetidas a estresse térmico, com
consequente liberacdo das moléculas de agua, as formas dos cristais
foram mantidas para todas as amostras apés a desidratacdo. O SQVBr
foi a forma que apresentou a mais alta temperatura na liberacdo da agua
da estrutura cristalina, devido & mais forte interagdo entre as moléculas
de &gua e entre a agua e as porg¢des idnicas no SQVBr, em comparacédo
ao SQVCI e ao SQVI. Na comparacdo entre as trés formas, pode-se
comprovar ainda que o SQVCI (64,9%) apresentou o mais eficiente
coeficiente de empacotamento seguido pelo SQVBr (63,7%) e SQVI
(63,2%). E o menor valor de coeficiente de empacotamento do SQVI
(em comparagdo as outras duas estruturas) o responsavel pela desordem
posicional do atomo de iodo na estrutura cristalina. O impacto das
caracteristicas estruturais e do estado sélido de cada forma em
comparagdo ao SQVM foi avaliado no perfil de dissolu¢do. O SQVCI
apresenta um perfil de dissolu¢cdo muito similar ao SQVM, com 38 e
43% de dissolu¢do em 90 minutos, respectivamente, portanto o SQVCI
poderia ser utilizado como alternativa ao sal mesilato para formular.



154



CONCLUSOES







157

. Um polimorfo de EFV foi obtido, denominado polimorfo Il e
caracterizado através de técnicas termoanaliticas (DSC/ TG),
espectroscopicas (Raman — RS e Infravermelho - FT-IR), de

microscopia (SEM), de difracdo de raios X pelo método do pé (XRPD),
ressonancia magnética nuclear em sélidos (ss-NMR) e velocidade de
dissolucéo intrinseca (VDI). O polimorfo I, apresentou-se mais estavel
e com taxa de dissolucéo intrinseca aproximadamente dezesseis vezes
superior ao polimorfo I. A relagdo entre ambos os polimorfos foi
classificada como enantiotrépica.

o O método para quantificacdo de EFV no teste de dissolugdo
intrinseca com emprego da cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi
otimizado e validado, e 0 meio selecionado foi LSS 0,25%. O método
mostrou-se linear, sensivel, especifico, preciso, exato, robusto e estavel.
Além de diferenciar polimorfos, 0 método de dissolucdo intrinseca
validado foi capaz de diferenciar IFAs de EFV com diferentes tamanhos
de dominio cristalino. O método diferenciou um lote de EFV aprovado
no teste de bioequivaléncia e outro reprovado no teste e confirmou a
importancia da técnica no controle de qualidade de IFAs.

o Seis IFAs de EFV foram caracterizados através de SEM, XRPD,
Radiacdo Sincrotron, Software PM2K, Distribuicdo de Tamanho de
Particula, Perfil de Dissolucdo e Eficiéncia de Dissolucdo (DE). A
relacdo entre Tamanho de Dominio Cristalino, Distribuicdo de Tamanho
de Particula e DE foi investigada e compreendida. Com relacdo a VDI,
os IFAs com melhores valores de taxa de dissolucéo intrinseca sdo 0s
gue possuem os menores valores de tamanho de cristalita (ou de
dominio cristalino). Sabe-se que mudancas de cristalinidade influenciam
0 comportamento das cargas nos IFAs. Portanto, a relagdo entre IDR e
tamanho de dominio cristalino pode ser justificada por fatores
eletrostaticos e/ ou efeitos superficiais. Deste modo, uma investigacdo
com relagdo ao impacto destas propriedades deve ser realizada. Provou-
se a biorrelevancia da microestrutura de IFAs de EFV através da
correlacdo entre tamanho de dominio cristalino, testes de dissolucéo
(ensaios in vitro) e ensaios in vivo (bioequivaléncia).

. O monocristal de SQVM foi obtido e sua estrutura refinada. O
SQVM cristaliza no sistema monoclinico, grupo espacial P2; com uma
molécula de saquinavir e uma de mesilato na unidade assimétrica.
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. O IFA SQVM foi caracterizado por meio das técnicas de
caracterizacdo do estado sélido e apresentou ponto de fusdo em 247,5
°C. As analises por SEM mostraram particulas aglomeradas, planas e de
comprimento e largura semelhantes. A comparacao entre o difratograma
calculado, obtido a partir da resolucdo da estrutura do monocristal, e o
difratograma experimental, comprovou a identidade cristalogréfica da
amostra em estudo. As bandas de FT-IR estdo de acordo com as
informacGes previamente publicadas para o farmaco.

. O comportamento andmalo observado no perfil de dissolugédo do
SQVM foi compreendido e explicado por meio da obtencdo de um
cocristal de SQVM mais LSS (SQVMSLS). A obtencdo do cocristal e a
resolucdo da sua estrutura comprovou ser o LSS um meio de dissolugédo
ndo apropriado para a avaliacdo do perfil de dissolucdo do SQVM.

. Através da Engenharia de Cristais trés novas formas de SQV
foram obtidas. SQVCI, SQVBr e SQVI foram classificados como
isomorfos do SQVM e foram obtidos pela técnica de evaporacdo lenta
do solvente.

. Através da obtencdo de monocristais, as trés novas formas foram
avaliadas estruturalmente, suas estruturas foram refinadas, comparadas a
estrutura cristalografica do SQVM e depositadas no Cambridge
Structural Database (CSD). Além disso, foram caracterizadas por meio
de (DSC/ TG), difracdo de raios X pelo método do p6 (XRPD), difracéo
de raios X pelo método do p6 com temperatura variavel, microscopia de
hot-stage (HSM) e perfil de dissolugdo.
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Nas areas de pesquisa e industrial, ha interessantes perspectivas
com relacdo a obtencdo de sistemas com melhores propriedades de
dissolucdo para os antirretrovirais EFV e SQVM. Novas formas sélidas
(sais, hidratos, cocristais, novas morfologias, polimorfos) mais estaveis
e sollveis poderdo ser obtidas, em especial para 0 SQVM, ainda pouco
explorado. A triagem de polimorfos e cocristais e a avaliagdo da
influéncia das condigdes de cristalizagdo no habito cristalino e
morfologia dos cristais, sdo possibilidades promissoras. A avaliagdo € a
compreensdo das conexdes entre as interacfes intermoleculares, as
estruturas cristalinas e as propriedades do estado sélido, através da
engenharia de cristais, permitirda o desenho racional e a sintese de
solidos cristalinos com as propriedades desejadas. A obtengdo, no futuro
proximo, de formulagdes a partir de sélidos “planejados”, podera
possibilitar um aumento na biodisponibilidade e permitira uma
avaliacdo com relacdo & diminuicéo da dosagem.

Com relacdo a avaliagdo microestrutural, comprovou-se que
informac0es relevantes podem ser obtidas por meio do estudo detalhado
dos processos de micronizagdo, em particular, dos efeitos mecanicos na
microestrutura dos IFAs. A introdugdo, nas Ciéncias Farmacéuticas,
deste importante conceito, ja tdo conhecido nas Ciéncias dos Materiais,
abre inOmeras possibilidades de pesquisa para a compreensdo do
processo de micronizagdo tdo comumente aplicado na industria
farmacéutica. Outros estudos estdo sendo realizados e os resultados
iniciais sdo promissores. Busca-se reproduzir 0s resultados
anteriormente obtidos e publicados, e validar um software para a
avaliagdo microestrutural do EFV. O objetivo é desenvolver uma
metodologia que permita prever, com base nas medidas de tamanho
médio de particula, tamanho de dominio cristalino médio e eficiéncia ou
perfil de dissolucdo, farmacos que seriam aprovados ou ndo nos testes
de bioequivaléncia. A compreensdo desta relagdo e o conhecimento e a
aplicacdo de métodos que controlem e identifiquem IFAs que nédo
cumprem com 0$ parametros para a aprovagdo nos testes de
bioequivaléncia implicard em significativa reducdo de gastos no
processo de producéo da industria farmacéutica. O modelo desenvolvido
e aperfeicoado para o EFV poderd ser aplicado a inimeros outros
farmacos pertencentes as Classes Il e IV do SCB.
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ABSTRACT: Polymorphs, cocrystals, solvates, and hydrates have been reported for efavirenz (EFV), which is part of high
activity antiretroviral therapy (HAART), and it is considered to be the best choice in the treatment of adults and children.
However, studies about thermodynamic stability and improvement of dissolution properties have been rarely reported for the
anhydrous polymorphic forms. Therefore, the aim of this work was to characterize the solid state of anhydrous polymorph I and
polymorph II (herein obtained), to study the thermodynamic stability and strategies to improve the dissolution properties. In
addition, techniques such as, X-ray powder diffraction (XRPD), differential scanning calorimetry (DSC), hot stage microscopy
(HSM) scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared (FT-IR), raman spectroscopy (RS), theoretical

and solid-state nuclear mag e (ss-NMR) were used to complete this work. Thermodynamic studies
showed that polymorphs I and II are enantiotropically related with the isoenergetic point between 35 and 40 °C. The EFV
polymorph II showed itself to be more stable and 10-fold more soluble than polymorph I, due to modifications of morphology.

Therefore, polymorph II could be an 1l didate with signifi ges for pharmaceutical formulations.
1. INTRODUCTION EFV belongs to class II of Biopharmaceutical Classification
Efavirenz (EEV), (45)-6-chloro-4-(2-cyclopropylethynyl)-4- System (BS:S); that is, it is poorly water-soluble and highly
(trifluoromethyl)-2,4-dihydro-1H-3,1-benzoxazin-2-one, be- permeable.” Due to its low solubility in water, significant

longs to the class of non-nucleoside reverse transcriptase differences in bioavailability can be observed in the various
inhibitors (NNRTI). It is manufactured by Bristol-Myers polymorphic forms of EFV.* Recent studies have been related
Squibb and Merck Sharp & Dohme as Sustiva and Stocrin, to cocrystals, solvates, and anhydrous polymorphic compounds
respectively, and was approved for the treatment of human of EFV (Table 1).°™ However, studies about its thermody-
immunodeficiency virus type 1 infection (HIV-1) in 1998." It is
part of high activity antiretroviral therapy (HAART), and it is Received:  April 13, 2014

considered to be the best choice in the treatment of adults and Revised:  August 4, 2014

children.” Published: September 22, 2014
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Polymorphism and particle size distribution can impact the dissolution behaviour and, as a consequence,
bioavailability and bicequivalence of poorly soluble drugs, such as Efavirenz (EFV). Nevertheless, these
characteristics do not explain some failures occurring in in vitro assays and in in vivo studies. EFV belongs
to Class Il and the High Activity Antiretroviral Therapy (HAART) is considered the best choice in the
treatment of adults and children. EFV is a drug that needs bioequivalence studies for generic compounds.

i?"‘j"a’[‘:’? In this waork, six raw materials were analyzed and two of them were utilized with human volunteers
m;rmz (in vivo assays or bioequivalence). All the routine pharmaceutical controls of raw materials were

approved: however, the reasons for the failure of the bioequivalence assay could not be explained with
current knowledge. The aim of this work was to study microstructure, a solid-state property of current
interest in the pharmaceutical area, in order to find an explanation for the dissolution and bioequivalence
behaviour. The microstructure of EFV raw materials was studied by Whole Powder Pattern Modelling
(WPPM) of X-ray powder diffraction data. Results for different EFV batches showed the biorelevance of
the crystalline domain size, and a clear correlation with in vitro {dissolution tests) and in vivo assays
(bioequivalence).

Bioequivalence
Microstructure
synchrotron Radiation
Powder diffraction

@ 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction polymorphism, particle size distribution, apparent density, flow-
ability and compressibility are all carefully controlled by solid-state
pharmaceutical routine protocols. However, other solid-state prop-
erties should be studied to understand some failures occurring in
in vitro assays (dissolution tests) and in vivo studies (bioequiva-
lence), which cannot be explained by the currently used protocols.

According to the Joint United Nations Program on HIV/AIDS
(UNAIDS), in 2012 the number of people living with AIDS world-

All solid-state characteristics of drugs can potentially impact
their dissolution behaviour and, as a consequence, their
bioavailability and bioequivalence. This is especially true in the case
of poorly soluble drugs, for which crystalline structure or

Abbreviations: EFV, Efavirenz: HAART, High Activity Antiretroviral Therapy:
WPPM, Whole Powder Pattern Modelling; UNAIDS. United Nations Program on HIV/
AIDS: HIV-1. human immunodeficiency virus type 1: BCS, Biopharmaceutical
Classification System: APL. active pharmaceutical ingredients: SLS. sodium lauryl
sulphate: DE, Dissolution Efficiency: SD. standard deviation: SR. Synchrotron
Radiation: XRPD, X-ray Powder Diffraction: SEM. Scanning Electron Microscopy.
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wide was estimated at 35.3 million, and antiretroviral therapy
averted 6.6 million AIDS-related deaths [1].

Efavirenz (EFV) was approved for the treatment of human
immunodeficiency virus type 1 infection (HIV-1) in 1998 [2-4].
In the High Activity Antiretroviral Therapy (HAART), it is consid-
ered the best choice in the treatment of adults and children [5].
EFV is a Class II drug (low solubility, high permeability) according
to the Biopharmaceurical Classification System (BCS) [6], showing
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ABSTRACT: Saquinavir (SQV) is an important protease
inhibitor used for AIDS/HIV antiretroviral therapy. As a free
base it is almost insoluble in water, and it is commercialized as
its mesylate salt (SQVM), classified as belonging to class IV
(low permeability and solubility). Anion exchange has been
used in this work to explore the effect of halides replacing the
mesylate anion on the solid state and solubility properties of

q ir at ambient All solid forms obtained
were characterized via X-ray single crystal and powder

diffraction, and their thermal behavior was analyzed via differential scanning calorimetry, th

ic analysis, hot-stag

microscopy and variable temperature X-ray powder diffraction. Saquinavir chloride (SQVCI), saqumavu‘ bromide (SQVBr), and
saquinavir iodide (SQVI) are all hydrates, the difference in the anion size being responsible for the different number of water
molecules (3, 2, and 1, respectively). Dissolution properties have also been investigated, and it has been found that the behavior
in water of SQVM and SQVClI are very similar, with 43 and 38% dissolved in 90 min, respectively, whereas for SQVBr and SQVI
this percentage was 31 and 18%, respectively. Solid SQVCI could therefore be used as a valid alternative to current

pharmaceutical formulations.

B INTRODUCTION

Design and synthesis of molecular solid state structures with
desired properties is a goal of crystal cngmccrmg and a sub]cct
of signifi interest for phar

when dealing with active pharmaceutical mgredlenls (APIS)
which are characterized by limited bioavailability, therefore with

molecule and its multidirectional hydrogen bonding capability
for linking drug molecules into stable crystal structure." A
control on the crystal forms resulting from a manufacturing
process is also crucial, as final properties of an API may
dramatically and unexpectedly change upon solvent loss or
addition, or due to appearance of polymorphic modifications.”

Saquinavir (SQV), named (28)-N-[(28,3R)-4-[(3S,4a$,8aS)-

suboptimal efficacy by oral route.' A th h und ding of
the relevant noncovalent interactions at work between
molecules and ions in pure molecular solids, solvates, co-
crystals, and ionic co-crystals of APIs allows, at least in
pnncnple, modification of the physical and chemical properties
of a drug.” When ionizable groups are present, salt formation is
the method most commonly employed to improve the
solubility of a poorly soluble APL’ inclusion of solvent,
especially water, in the crystalline edifice, often acc ies the

3-(tert-butylcarbamoyl)-3,4,43,5,6,7,8,8a-octahydro-1 H-isoqui-
nohn 2 yl] 3- hydroxy- -phenylbutan- 2 yl] 2-(quinoline-2-car-

ide, and saq late (SQVM),
N-tert -butyl-decahydro-2-[2(R)-hydroxy-4-phenyl-3(S)-[ [N-(2-
qunnolylcarbonyl) L asparagmyl]ammo] butyl] (4a$,8a8)-iso-
quinoline-3(S)-c (Scheme 1),
are anti-HIV drugs, classified by the Biopharmaceutical

salt formation, but the phenomenon is more general and not
limited to salts: it is known that approximately one-third of the
APIs form crystalline hydrates due to the small size of water
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