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RESUMO

Abordagens que utilizam da modificacdo da estrutura s6lida de farmacos tém ganhado destaque
por propiciar melhoras em propriedades fisico-quimicas sem alterar a atividade biologica do
principio ativo. Nesse contexto, ocorreu a proposta do estudo do farmaco meloxicam (MLX),
anti-inflamatorio prescrito para o tratamento de artrite reumatoide, osteoartrite, dores pos-
operatorias e febre. O farmaco apresenta comprovada efetividade, mas possui limitagdes
quando sua solubilidade aquosa, tendo como resultado efeitos colaterais frequentes frente as
altas dosagens necessarias para atingir concentragdes terapéuticas adequadas. Dessa maneira,
foi realizado o estudo de formas s6lidas multicomponentes de MLX através da sintese pelo
método de moagem assistida por solvente. Ocorreram a formagdo de trés cocristais utilizando
a estequiometria 1:1 com os componentes: acido malico (MLC), fumarico (FUM) e salicilico
(SLY), além de misturas eutéticas com a estequiometria 1:2 (MLX-componente) para o acido
mandélico (MND) e sacarina (SAC). Os materiais obtidos foram caracterizados pelas técnicas
de termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial, calorimetria exploratéria
diferencial, espectroscopia vibracional de absorc¢do na regido do infravermelho e difratometria
de raios X do po. Os sistemas formados foram estudos termoanaliticamente e videos dos
materiais sendo aquecidos sdo demonstrados. Em relagdo aos cocristais, foi realizado um teste
de solubilidade e o cocristal MLX-FUM apresentou um aumento de solubilidade de 84% para
12 horas e 33% para 18 quando comparado ao farmaco puro, enquanto os cocristais MLX-SLY
e MLX-MLC demonstraram um perfil de dissolugdo mais lento. Uma nova forma polimorfica
para o cocristal MLX-MLC foi identificada. Em relagdo aos eutéticos, foi identificada uma
forma polimorfica para o sistema MLX-MND, sendo os materiais obtidos avaliados em relagao
a sua solubilidade, dissolu¢ao e higroscopicidade. Os eutéticos demonstraram um aumento na
solubilidade de 70% (MLX-MND1), 210% (MLX-MND2) e 30% (MLX-SAC) com perfil de
dissolugdo mais lento quando comparado com o MLX. Todas os eutéticos apresentaram alta
higroscopicidade a 98% de umidade relativa com 27,9 e 58,9% de aumento na massa no dia
quatro para MLX-SAC ¢ MLX-MND, a deliquescéncia ocorreu no dia 6. O estudo proposto
levou a uma melhor compreensao das propriedades fisico-quimicas das formas solidas obtidas,
além do perfil térmico de cada reagente e material sintetizado. Os resultados demonstraram a
potencialidade de se melhorar a solubilidade aquosa de fArmacos através da modificacdo da
estrutura solida desses materiais.

Palavras-chaves: meloxicam, forma solida, solubilidade, analise térmica



ABSTRACT

Approaches that use the modification of the solid structure of drugs have gained prominence
for providing improvements in physical-chemical properties without altering the biological
activity of the active principle. In this context, the drug meloxicam (MLX) was studied. MLX
is an anti-inflammatory drug prescribed for the treatment of theumatoid arthritis, osteoarthritis,
postoperative pain and fever. The drug is effective but it has limitations due to low aqueous
solubility, resulting in frequent side effects relative to the high dosages necessary to achieve
therapeutic concentrations. In this way, the study of multicomponent solid forms of MLX was
carried out through synthesis using the solvent-assisted grinding method. Three crystals were
formed using 1:1 stoichiometry with the components: malic acid (MLC), fumaric acid (FUM)
and salicylic acid (SLY). Eutectic mixtures were obtained with 1:2 stoichiometry (MLX-
component) for acid mandelic (MND) and saccharin (SAC). The materials were characterized
by thermogravimetry and differential scanning calorimetry, differential scanning calorimetry,
vibrational absorption spectroscopy in the infrared region and X-ray powder diffractometry.
The systems formed were thermoanalytically studied and videos of the materials being heated
are demonstrated. In relation to the cocrystals, a solubility test was performed and the MLX-
FUM cocrystal showed an increase in solubility of 84% for 12 hours and 33% for 18 when
compared to the pure drug, while the MLX-SLY and MLX-MLC cocrystals demonstrated a
slower dissolution profile. A new polymorphic form for the MLX-MLC cocrystal has been
identified. In relation to eutectic, a polymorphic form was identified for the MLX-MND system,
and the materials obtained were evaluated in relation to their solubility, dissolution and
hygroscopicity. Eutectics showed an increase in solubility of 70% (MLX-MNDI1), 210%
(MLX-MND?2) and 30% (MLX-SAC) with a slower dissolution profile when compared to
MLX. All eutectic showed high hygroscopicity at 98% relative humidity with 27.9 and 58.9%
increase in mass on day four for MLX-SAC and MLX-MND, deliquescence occurred on day
6. The proposed study led to a better understanding of the physical-chemical properties of the
solid forms obtained, in addition to the thermal profile of each reagent and synthesized material.
The results demonstrated the potential to improve the aqueous solubility of drugs by modifying

the solid structure of these materials.

Keywords: meloxicam, solid form, solubility, thermal analysis.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o setor farmacéutico tem direcionado recursos e incentivado
pesquisas para o desenvolvimento de abordagens que busquem modificar a estrutura solida de
farmacos, tendo em vista o grande nimero de compostos bioativos que apresentam uma baixa
solubilidade ou baixa taxa dissolugdo em meios aquosos. O desenvolvimento de tratamentos
mais especificos tem resultado em um aumento da complexidade das estruturas quimicas de
farmacos, além da maior massa molecular desses compostos, tem ocasionado uma diminuigdo
na solubilidade aquosa desses materiais, fator que afeta a biodisponibilidade desses
medicamentos e prejudica tratamentos onde ocorre a necessidade de se trabalhar com altas
doses de substancias para se atingir concentragdes terapéuticas adequadas'=.

A modificagdo da estrutura solida de farmacos pela formacao de sais ¢ a abordagem
mais utilizada atualmente para melhorar a biodisponibilidade de medicamentos?. Entretanto, a
formagdo de sais ndo ¢ a unica forma soélida existente na area farmacé€utica, sendo possivel
encontrar produto farmacéuticos com solvatos/hidratos, eutéticos, solugdes solidas, polimorfos,
cocristais, amorfos, entre outros’. Vale destacar, que além da solubilidade e dissolugdo, a
modificagdo da forma solida pode ocasionar mudancas na estabilidade térmica, quimica e
mecAnica, fatores essenciais para a preserva¢io dos produtos>S.

O meloxicam ¢ um anti-inflamatério ndo esteroidal que apresenta baixa solubilidade e
alta permeabilidade’. O fArmaco é prescrito para o tratamento de artrite reumatoide, osteoartrite,
dores pos-operatodrias e febre®®. Apesar da sua eficicia, a baixa solubilidade aquosa ocasiona
uma necessidade de se utilizar altas dosagens do farmaco para se atingir concentragdes
terapéuticas adequadas, tendo como resultando que em tratamentos continuos ocorra
frequentemente efeitos gastrointestinais adversos, ocasionando diarreia, Ulceras, dores
abdominais e hemorroidas'®.

Dessa maneira, tendo observado a limitacdo existente do meloxicam em relacdo a sua
baixa solubilidade aquosa e a possibilidade de melhoria em tratamentos pela modificagdo de
sua estrutura no estado solido, torna-se evidente a necessidade da pesquisa, sintese,
caracterizacdo e avaliacdo de novas formas so6lidas do meloxicam, que € o tema proposta da

presente tese de doutorado.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Sintetizar, caracterizar e avaliar diferentes formas so6lidas do meloxicam com diversos

componentes.

1.1.2 Objetivos especificos

Sintetizar diferentes formas solidas do meloxicam tendo como base a metodologia de
moagem assistida por solvente.

Caracterizar os materiais sintetizados por meio de técnicas espectroscopicas,
difratometricas e térmicas.

Realizar o estudo termoanalitico dos materiais promissores sintetizados.

Avaliar os materiais obtidos em relag@o a sua solubilidade aquosa.
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1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 A SOLUBILIDADE E OS FARMACOS

Solubilidade ¢ a propriedade de uma substancia quimica sélida, liquida ou gasosa,
chamada soluto, de se dissolver em um solvente so6lido, liquido ou gasoso para formar uma
solugdo homogénea do soluto no solvente. A solubilidade de uma substancia depende
fundamentalmente do solvente usado, bem como da temperatura e da pressdo!!, sendo a
resultante de processos simultdneos e opostos de dissolugdo e juncdo de fase (por exemplo,
precipitacdo de solidos), caracterizada dessa maneira como um equilibrio dindmico. O
equilibrio da solubilidade ocorre quando os dois processos procedem a uma taxa constante. Sob
certas condi¢des, a solubilidade de equilibrio pode ser excedida para dar uma solugdo chamada
supersaturada, que é metaestavel'?. A Unido internacional de Quimica Pura e Aplicada (/[UPAC
- International Union of Pure and Applied Chemistry) define solubilidade como a composigao
analitica de uma solu¢do saturada expressa como uma propor¢do de um soluto designado em
um solvente designado. A solubilidade pode ser declarada em unidades de concentragdo,
molalidade, fragio molar, razio molar e outras unidades'>.

Vale destacar que a solubilidade ndo deve ser confundida com a capacidade de dissolver
ou liquefazer uma substancia, uma vez que esses processos podem ocorrer nao apenas por causa
da dissolugo, mas também devido a reacdes quimicas. Por exemplo, o zinco ¢ insoliivel em
acido cloridrico, mas se dissolve nele reagindo quimicamente em cloreto de zinco e hidrogénio,
onde o cloreto de zinco € soliivel em acido cloridrico. A solubilidade de equilibrio também nao
depende do tamanho da particula ou de outros fatores cinéticos; com tempo suficiente, mesmo
as particulas grandes acabardo por se dissolver'2.

A farmacopeia americana (USP — United States Pharmacopeia) classifica a solubilidade
independentemente do solvente utilizado, apenas em termos de quantificagdo, definindo os
critérios conforme apresentado na Tabela 1!

Tabela 1. Critérios adotados pela USP para medir solubilidade

Descricio Parte de solvente requerido por parte de soluto
Altamente solavel Menos de 1
Muito solavel Delal0

Solavel De 10 a 30
Moderadamente solavel De 30 a 100

Levemente soluvel De 100 a 1.000

Muito pouco solavel De 1.000 a 10.000
Praticamente insoluvel Mais de 10.000

Fonte: Adaptado de Mantri et al.!!
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Apesar de o guia da USP ser muito utilizado em diferentes areas, a agéncia
regulamentadora norte americana de farmacos (FDA - Food and Drug Administration) elaborou
uma classificacdo que restringe a previsdo utilizando pardmetros de solubilidade e
permeabilidade intestinal, tendo em vista uma maior aplicagdo para a area farmacé€utica e em
insumos farmacéuticos ativos (IFAs). Dessa maneira, o Sistema de Classifica¢ao
Biofarmacéutica (BCS - Biopharmaceutics classification system) divide os farmacos em quatro
classes: ) alta solubilidade e alta permeabilidade, II) baixa solubilidade e alta permeabilidade.
I1I) baixa solubilidade e alta permeabilidade e IV) baixa solubilidade e baixa permeabildiade'®.

Nessa normativa, a solubilidade ¢ baseada na dosagem mais alta de um produto de
liberagdo imediata. Um medicamento ¢ considerado altamente soltvel quando a maior dosagem
¢ soluvel em 250 mL ou menos de meio aquoso na faixa de pH de 1 a 7,5. O volume estimado
de 250 mL ¢ derivado de protocolos de estudo de bioequivaléncia tipicos que prescrevem a
administracdo de um medicamento a voluntarios humanos em jejum com um copo de agua.

A classificacdo da permeabilidade intestinal ¢ baseada na comparacdo com a
administracdo intravenosa. Todos esses fatores sdo muito importantes, uma vez que 85% dos
medicamentos mais vendidos nos EUA e na Europa sdo administrados por via oral.

A via oral ¢ a via de administrag@o mais conveniente e comumente empregada devido a
sua facilidade de administracdo, alta ades@o do paciente, custo-beneficio, menores restricdes de
esterilidade e flexibilidade no desenho da forma de dosagem. Como resultado, muitas das
empresas de medicamentos genéricos estdo mais inclinadas a produzir medicamentos orais
bioequivalentes'.

No entanto, o principal desafio com o projeto de formas de dosagem oral reside em sua
baixa biodisponibilidade, que depende de varios fatores, incluindo solubilidade aquosa,
permeabilidade ao farmaco, taxa de dissolu¢ao, metabolismo e suscetibilidade aos mecanismos
de efluxo. As causas mais frequentes de baixa biodisponibilidade oral sdo atribuidas a baixa
solubilidade e baixa permeabilidade.

Em termos de desenvolvimento de um medicamento, a solubilidade do farmaco é um
pardmetro vital tendo em vista a concentragio terapéutica'®. Os formacos pouco soliveis em
agua frequentemente requerem altas doses para atingir a concentracdo minima necessaria para
resultar em algum beneficio clinico. Segundo dados da FDA, aproximadamente 40% dos
farmacos aprovados e 90% em desenvolvimento até 2015 possuiam baixa solubilidade
aquosa'’. Fato que enfatiza a necessidade de pesquisas na area que visem solucionar essa

limita¢do na solubilidade aquosa de substancias.
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Em especial, as substancias classe II de BCS sdo frequentemente alvo de estudos por
possuir a solubilidade como o fator limitante mais preponderante em termos farmacéuticos,
conforme pode ser visto na Figura 1. Dessa maneira, a biodisponibilidade pode ser aumentada
diretamente pela melhoria da solubilidade e a taxa de dissolu¢do do farmaco nos fluidos

gastrointestinais.

Figura 1. Representacdo esquematica do BCS.
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Fonte: Autor.
1.2 FORMAS SOLIDAS

Atualmente, a prospecgao por formas solidas farmacéuticas ¢ um procedimento padrao
no desenvolvimento de qualquer fArmaco, tendo em vista a possivel existéncia de polimorfos
que podem impactar a qualidade de produtos farmacéuticos!'®. Apesar de o processo de triagem
ser um requisito regulamentar, o processo metodologico ainda ¢ vago, uma vez que ndo existe
nenhuma orientacdo universal, tendo em vista que cada composto possui propriedades unicas.
Vale ressaltar que diversos fendmenos no estado solido ainda sdo pouco compreendidos
experimental ou teoricamente, o que transforma diversos procedimentos em tentativa e erro,
como processos de nucleacdo em polimorfos por exemplo'’.

O estado solido de uma substancia, seja ela fabricada com os mesmos ions inorgénicos,
moléculas organicas ou sistemas covalentemente ligados, pode apresentar estruturas variadas,
as quais, embora possuam composicdo quimica semelhante, podem apresentar propriedades
distintas. De maneira geral, um composto no estado s6lido pode existir na forma cristalina ou

na forma amorfa®’.
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A forma amorfa ¢é definida como um sélido com uma faixa de distribui¢do
tridimensional estreita, ou seja, ndo ha arranjo ordenado de atomos a longo alcance em nenhuma
das trés dimensoes espaciais. Geralmente, os s6lidos amorfos ndo sdo termodinamicamente
estaveis em comparagdo com seus equivalentes cristalinos. Devido a mobilidade das moléculas
decorrente da desordenacdo de suas estruturas e sua instabilidade, os solidos amorfos
geralmente apresentam maior solubilidade e dissolu¢do mais rapida do que a forma cristalina,
também tendem a ser mais higroscopicos, absorvendo dgua mesmo em condigdes de umidade
ambiente.

O estado cristalino ¢ descrito como um s6lido no qual as moléculas, 4tomos ou ions
estdo orientadas de maneira ordenada, formando assim uma rede cristalina que se estende
tridimensionalmente, repetindo um design unico conhecido como célula unitaria.

Historicamente, materiais cristalinos tem se apresentado como preferenciais no
desenvolvimento de novas drogas devido a sua estabilidade termodinamica, reprodutibilidade
nos processos € uma maior tendéncia de serem isolados com maior pureza em comparacao a
materiais amorfos. Entretanto, formas amorfas tem sua importancia na area farmacéutica com
diferentes atividades biologicas, como ¢ o caso do Accupril ®, Diovan ®, Ceftin ® ¢
Accolate®?!,

Os arranjos internos das moléculas na célula unitaria, morfologia e tamanho do reticulo
cristalino desempenham um papel importante na determinacdo das propriedades fisico-
quimicas de um so6lido cristalino. A rede cristalina é governada principalmente por sua estrutura
interna, ou seja, empacotamento molecular e interagdes intermoleculares presentes no cristal.
Além disso, as condi¢des de cristalizagdo como solvente, aditivos, temperatura e pressao
também desempenham um papel importante no controle da morfologia e do tamanho dos
cristais. A morfologia e o tamanho do cristal s3o muito importantes do ponto de vista da
capacidade de fabricagdo industrial, pois podem afetar propriedades como filtracdo, secagem,
compressao, formacao de comprimidos, caracteristicas de fluxo e a taxa de dissolu¢do de um
medicamento. O arranjo interno das moléculas em um cristal ¢ de primordial importancia, pois
tem grande influéncia nas propriedades de solubilidade, taxa de dissolucdo, estabilidade
(quimica, térmica e mecanica) e higroscopicidade de um medicamento.

Algumas dessas mudancas de propriedades estdo listadas na Tabela 2. Caso a
solubilidade e/ou a taxa de dissolucdo forem dependentes da forma solida, a biodisponibilidade
do IFA pode ser afetada consequentemente. Esse fator ¢ particularmente importante ao se
desenvolver novas formas solidas de um IFA BCS classe II. Exemplos de IFAs com problemas

de biodisponibilidade devido a fendmenos de estado solido sdo a carbamazepina e o ritonavir'®.



27

Diferencas de propriedades mecanicas podem afetar o comportamento de processamento, sendo

: 22. 50 i Ty
o0 caso mais famoso o do paracetamol~: a compressao direta da forma II € vidvel, enquanto com
a forma I necessita de excipientes®’. A estabilidade é uma propriedade muito importante da
forma solida, visto que matérias-primas e produtos farmacéuticos podem ser armazenados por
periodos prolongados e o estado s6lido deve permanecer inalterado. Além da estabilidade fisica,
a estabilidade quimica também deve ser levada em consideracdo. A reatividade quimica pode
variar entre as diferentes formas sélidas e, as vezes, certas formas solidas podem ser usadas

para causar reagdes quando desejado ou para prevenir reagdes quando devem ser evitadas®> 2>,

Tabela 2. Propriedades fisico-quimica que podem diferir ao se realizar modifica¢des na forma
solida.

Propriedades Exemplos

Empacotamento  Volume da célula unitaria, densidade, indice de refrac@o, higroscopicidade
Termodindmica Ponto de fusdo e ebuligdo, entalpia, entropia, energia livre, solubilidade

Espectroscopica Transigao eletronica, vibracional, rotacional e spin nuclear.

Cinética Dissolugdo, reagdes, estabilidade
Superficial Tensao superficial
Mecéanica Dureza, compactibilidade, compressao, fluidez

Fonte: Adaptado de Aaltonen et al.'®

Em uma abordagem direita, o objetivo do processo de prospeccdo de formas solida na
industria é encontrar o balango ideal entre as propriedades farmacéuticas desejadas e o esforco
economico para obté-la. Infelizmente, o processo de triagem muitas vezes ¢ desgastante tendo
em vista a peculiaridade de cada substancia e a necessidade de conhecer o maior numero
possivel de formas até encontrar a ideal. A escolha da forma a ser desenvolvida deve levar em
consideragdo as propriedades fisicas, quimicas, farmacéuticas e biofarmacéuticas.
Tradicionalmente, a forma mais estavel é preferida em relagéo a outras formas por causa de sua
tendéncia mais baixa para transformagdes de fase?®. E importante identificar a forma estavel o
mais cedo possivel no processo de desenvolvimento do medicamento para evitar contratempos
subsequentes?’. No entanto, as formas metaestdveis as vezes sdo escolhidas deliberadamente,
geralmente para melhor solubilidade e, portanto, biodisponibilidade'®.

Em relagdo as formas cristalinas, um grande niimero de varia¢des pode ser encontrado
na literatura, havendo até a possibilidade da mistura de diferentes formas para a criacdo de um
novo sistema multicomponente. A critério de simplificacdo e melhor compreensao do tema pelo
leitor, a revisdo da literatura abrangera polimorfos, sais, cocristais, hidratos/solvatos, solu¢des

solidas e eutéticos, sendo suas representacdes esquematicas demonstradas na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica de formas solida cristalinas.
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1.3 POLIMORFOS

O polimorfismo foi primeiramente citado por McCrone em 1965, sendo descrito como
a habilidade de um composto de existir em diferentes formas solidas cristalinas 2’. O fendmeno
pode ocorrer de maneiras distintas, podendo as diferengas nas estruturas cristalinas serem
originarias da geometria molecular (diferentes conformagdes ou tautdmeros) ou em relacdo aos
arranjos espaciais de interagdes intermoleculares (sintons), podendo ser classificados em
polimorfos conformacionais, tautomérico e de sintons, conforme observado na Figura 3.

Polimorfos conformacionais ocorrem quando ha uma diferenga na conformacdo das
moléculas que podem ser dobradas para dar origem a diferentes arranjos e serem empacotadas
na estrutura cristalina. Uma vez que a maioria dos compostos farmacéuticos geralmente contém
porcdes flexiveis em suas estruturas moleculares (ligagdes C — C, C — N e C — O rotativas),
existem numerosos exemplos de polimorfos conformacionais. No polimorfismo de
empacotamento, as moléculas compartilham as mesmas conformagdes moleculares, mas sdo
empacotadas de forma diferente no espago 3D da estrutura cristalina. As formas I e II do

acetaminofeno sdo exemplos de polimorfos de empacotamento mais conhecidos .
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O polimorfismo tautomérico representa um caso especial de polimorfismo no qual as
formas cristalinas de tautdmeros distintos sdo isoladas de uma solucdo ou fusdo de tautdmeros.
A taxa de interconversdo do tautdomero ¢ altamente dependente de fatores como temperatura,
solvente e pH. Alguns dos exemplos representativos de polimorfismo tautomérico em drogas
incluem cloridrato de ranitidina, omeprazol, triclabendazol, piroxicam e fenobam?°.

Polimorfos de sintons s@o estruturas polimoérficas que diferem em suas interagdes
possuindo os mesmos grupos moleculares. Compostos polimoérficos bem conhecidos como
sulfatiazol, temozolomida, furosemida e isonicotinamida mostram diferencas em seus sintons
de ligacdes de hidrogénio. A analise de estruturas de cristal polimérfico por sintons se
demonstra mais facil devido as diferencas nas interagdes intermoleculares, o que resulta em

perfis espectroscopicos e difratométricos diferentes 2°.

Figura 3. (A) Polimorfismo tautomérico no omeprazol: a figura mostra os dois tautdbmeros em
equilibrio. (B) Polimorfismo conformacional do acido mefendmico: a figura mostra uma
sobreposi¢ao molecular de conformadores observados na forma I (vermelho), forma II (verde)
e forma III (azul). (C) Polimorfismo de sintons na carbamazepina: a figura mostra as diferentes
interagdes observadas em relacdes aos grupos amida-amida dos polimorfos IV e V,
respectivamente.

(A) | (B)

Fonte: Adaptado de Thakuria et al.¢
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1.4 SAIS

Atualmente a modificacdo da estrutura sélida de farmacos pela formacao de sais ¢ uma
das abordagens mais utilizada para melhorar a biodisponibilidade de farmacos®®. Nos ultimos
60 anos, a industria farmacéutica tem utilizado cada vez mais sais, estima-se que pelo menos
50% dos farmacos comercializdveis se encontram na forma de sais>**°. As razdes para esse
sucesso sdo a relativa facilidade de sintese, cristalizagdo e a estabilidade do produto. A
formacao de sal ndo se limita a modificacdo da solubilidade e da taxa de dissolucdo, mas afeta
uma série de aspectos farmacologicos e tecnoldgicos, como perfil de impureza, estabilidade
fisico-quimica, capacidade de fabricagdo e toxicidade!-*%3132,

De acordo com a [UPAC, um sal € um “composto quimico que consiste em um conjunto
de cations e anions”, mas também € descrito comumente como “qualquer um dos inumeros
compostos que resultam da reacdo de neutralizacdo de um 4cido e uma base”!'®. Os sais sdo
formados devido a transferéncia de prétons entre grupo moleculares (Figura 4). Assim, um sal
farmacéutico necessita de um IFA ionizavel (anidnico, cationico ou zwitteridnico) e um contra-

ion, que pode ser molecular ou atémico 3.

Figura 4. Representacdo da transferéncia de protons em um sal.
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Fonte: Autor.

O contra-anion mais frequente ¢ o cloridrato, seguido pelo sulfato e bromidrato. S6
entdo ocorrem os dnions organicos, na maioria das vezes tartarato, mesilato (metanossulfonato),
maleato e citrato. O contra-cation mais frequente € o ion sodio, seguido pelos ions de célcio,
potassio e magnésio, e sO entdo surge o primeiro ion organico, a meglumina (N-metil-D-
glucamina). Os sais de sodio sdo geralmente tao soluveis que também sdo usados em aplicacdes
de injecdo. H4 mais uma vantagem essencial dos sais: sua solubilidade em fun¢do do pH. Uma
vez que o pH no trato gastrointestinal (GT - Gastrointestinal Tract) varia entre 1 e 7,5 (por
exemplo, no estdmago o pH ¢ 1-3, no intestino delgado € 5-7), € possivel otimizar a absor¢ao
em relacdo ao contra-ion selecionado para obter uma maior solubilidade, tendo em vista que

cada sal apresenta um valor de pHmax com a solubilidade maxima.
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A presenca de ligagdes de hidrogénios assistidas por cargas permite que as moléculas
no sal se dissociem com facilidade, resultando em um pico de solubilidade, e consequentemente
absorcao, em poucas horas. Além disso, do ponto de vista termodinamico, os sais geralmente
possuem maior entalpia de hidratacdo, o que resulta em uma maior taxa de dissolu¢do quando
comparadas ao farmaco puro’!.

Em uma mistura de dois ou mais IFAs, é necessario considerar a interacdo entre os
farmacos. Por exemplo, o analgésico Proxyfen® foi originalmente formulado como um
cloridrato e usado junto com o acido acetilsalicilico na sua formulagao, porém, a aspirina sofria
rapidamente decomposicao na presenga de cloridrato de propoxifeno, havendo a necessidade
de reformulacdo do sal para napsilato de propoxifeno com o nome comercial de Darvocet®.
Vale ressaltar que ¢ possivel que ocorra a formacdo de sais hidratados com frequéncia nas
formulacdes, como ¢ o exemplo mais conhecido do trihidrato de atorvastatina de calcio,

utilizado como anti-hipertensivo e fabricado pela Pfizer*®.
1.5 HIDRATOS/SOLVATOS

Os solvatos e hidratos ocorrem com frequéncia em um grande nimero de IFAs. Os
solvatos sdo formados quando as moléculas de solvente sdo incorporadas a estrutura cristalina
de um composto e sdo considerados complexos moleculares entre a substincia e as moléculas
de solvente®*. Um solvato exibe contetido de célula unitaria, dimensio, morfologia e interacdes
moleculares distintas do IFA. Esse fendmeno ¢é analogo ao polimorfismo, consequentemente, a
formagdo de IFAs com solventes ¢ descrito por alguns autores como pseudopolimorfismo,
enquanto um grupo de solvatos com diferentes estequiometrias do mesmo solvente e composto
sdo frequentemente chamados de "pseudopolimorfos"**.

Os solvatos podem ser formados quando um soélido farmacéutico é processado ou
armazenado em um solvente durante a cristalizacdo, sintese, refluxo, armazenamento e
dissolucio'®. A exposi¢do ao vapor do solvente também pode levar a formagio de solvatos. No
geral, apenas uma parte das moléculas do fArmaco forma solvatos, uma vez que nem todos os
solventes podem se incorporar em uma rede cristalina. A propensdo de uma molécula do
farmaco e de uma molécula de solvente formar um solvato estd relacionada as suas estruturas
moleculares, capacidade de ligacdo de hidrogénio e empacotamento do cristal. Em relagédo a
terminologia, os hidratos sdo um tipo especifico de solvatos em que o componente hospede € a
agua.

A formagao de hidratos para compostos organicos ocorre com mais frequéncia do que

a formagdo de solvatos com solventes organicos, tendo em vista a base de dados estruturais
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“Cambridge Crystallographic Data Centre” (CCDC)?>. Cerca de 50% das entradas de solvatos
de compostos organicos metalicos e organicos sdo hidratos. A capacidade significativa dos
solidos de formarem hidratos esté relacionada as propriedades da molécula de agua, incluindo
seu pequeno tamanho, que permite que as moléculas de dgua preencham os vazios estruturais
entre as moléculas do soluto, e sua capacidade de atuar como doador e aceitador de ligagdes de
hidrogénio'®.

Os solvatos formados com solventes organicos raramente sdo usados quando se visa
produtos farmacéuticos devido a questdes de seguranga decorrentes da toxicidade do solvente.
No entanto, solvatos podem atuar como intermediarios tUteis para melhorar a recuperagao,
purificacdo e filtragio de farmacos'.

Os hidratos farmacéuticos, por outro lado, sdo formas viaveis de medicamentos porque
ndo ha preocupacgdo com a seguranca da agua como aduto de cristal. Uma vez que a agua esta
amplamente presente durante a fabricagdo farmacéutica e armazenamento do produto, estima-

se que cerca de 30% dos compostos farmacéuticos comercializados se encontram na formar

hidratos'>.
1.6 COCRISTAIS

Pela definicdo, cocristais sdo materiais cristalinos compostos por dois ou mais
componentes, tipicamente um I[FA e um coformador no mesmo reticulo cristalino. Os
coformadores sdo substincias que geralmente fazem parte da lista GRAS®. A formagio dos
cocristais ¢ ocasionada por ligacdes ndo covalentes, geralmente ligacdes de hidrogénio entre
duas moléculas, formando uma Unica estrutura cristalina com padrdes cristalograficos
diferentes dos compostos de partida®’.

Vale destacar que além da possibilidade de utilizacdo de coformadores como segundo
componente, ¢ possivel utilizar um segundo farmaco na tentativa de se buscar efeitos sinérgicos,
como ¢ o caso do cocristal em desenvolvimento do analgésico tramadol com o anti-inflamatdrio
celocoxib. A jun¢do de ambos os fArmacos propiciou o desenvolvimento de um produto com
maior efeito analgésico, modificacdo da farmacocinética de ambos os componentes, melhor
custo beneficio em termos de eficacia clinica e seguranca, além de diminuir o niimero de
administracdes nos tratamentos>®.

A formagdo de um cocristal ocorre através da interagdo um IFA e um coformador (ou
multiplos IFAs), sem que ocorra transferéncia de protons entre essas duas espécies, por meio
de ligagbes ndo covalentes como: ligagdes de hidrogénio, interagdes m-m e interagcdes de Van

der Waals. Nos cocristais, as moléculas do IFA e coformador permanecem unidos entre si
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através de sintons supramoleculares, formando uma tunica estrutura cristalina com padrdes
cristalograficos diferentes dos compostos de partida 37, sendo esses sintons exemplificados na

Figura S.

Figura 5. Exemplo de sintons supramoleculares possiveis na formagao de cocristais.
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Fonte: Autor

Apesar de ndo ser uma forma soélida tdo conhecida ainda, em termos de propriedade
intelectual, a prospeccdo de novos cocristais € uma area atraente tendo em vista que esses
materiais sdo patenteaveis ou passiveis de se obter a extensdo de direitos. O processo de aceite
dessas patentes se demonstra simplificado em compara¢do a novos farmacos, tendo em vista
que ja existe um conhecimento prévio das propriedades farmacéuticas do IFA e da ndo
modificacdo da propriedade farmacéutica®. Vale destacar, que a efetividade da cocristalizagio
frente a aplicacdo futura no mercado farmacéutico foi demonstrada pela aprovacdo dos
medicamentos: Steglatro (2017), Entresto (2015), Odomzo (2015), Lexapro (2002), Cafcit
(1999) e Depakote (1996)***! além do cocristal celoxib-tramadol, que se encontra em fase

clinica TIT*%.

1.7 SOLUCOES SOLIDAS E EUTETICOS

Van't Hoff foi um dos primeiros a introduzir o termo "solug¢des so6lidas" na década de
1890%. A solugdo solida pode ser simplesmente descrita como uma fase solida com
caracteristicas de uma solucao, onde o soluto sélido € dissolvido no solvente solido. A IUPAC
define solugdo solida como “um cristal contendo um segundo constituinte que se encaixa e é

distribuido na rede do cristal hospedeiro™!®. Semelhante as solugdes liquidas, a composi¢io dos
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constituintes pode ser variada dentro de um continuo, até certo ponto. A variacdo dos
componentes em uma relacdo ndo estequiométrica permite controlar as propriedades, portanto
a solugdo solida oferece uma estratégia para ajustar as propriedades dos materiais de forma
continua'>,

A industria farmacéutica ha muito tempo investiga solucdes solidas e misturas eutéticas
com o objetivo de modificar a taxa de dissolugio e absor¢io de drogas*, estudos sobre a mistura
de acetaminofen-ureia, cloranfenicol-ureia e sistemas de acido griseofulvina-succinico
relataram que a taxa de dissolugdo em solugdes solidas desses materiais pode aumentar até sete
vezes®,

Neste tema, os eutéticos tem sido frequentemente confundidos com solugdes solidas e

vice-versa*

34546 dessa maneira, conclusdes e estudos associados a um desses materiais foram
descritos erroneamente para a outra classe. Diversas defini¢des de eutéticos com base em sua
composi¢do e baixo ponto de fusdo sdo conhecidas na literatura**. No entanto, a organizac¢do
estrutural de eutéticos ainda ¢ um tema pouco explorado.

Dessa maneira, um diagrama de fase genérico para eutéticos e solugdes solidas ¢
demonstrado na Figura 6, sendo suas caracteristicas discutidas brevemente nos proximos
paragrafos.

Uma solugdo solida ¢ composta por uma fase principal (solvente) e uma segunda fase
secundaria (soluto)**. E frequentemente formado por cristais isomérficos (ou seja, estruturas
cristalinas com o mesmo grupo espacial e dimensdes de células unitarias), apresentando
estrutura cristalina, valéncia, tamanho e eletronegatividade semelhantes. Quando os materiais
que interagem tém tamanho e estruturas cristalinas semelhantes, eles podem ter solubilidade
ilimitada e se acomodar bem na rede cristalina um do outro, seja de forma substitutiva ou
intersticial, sem perturbar a estrutura da rede parental e, assim, formar solugdes solidas
continuas (de 1:99 em proporcdo), os elementos se misturam em qualquer quantidade e se
distribuem aleatoriamente dentro da estrutura cristalina. Eles formam uma fase homogénea
(solugdo solida), designada como a, em toda a rede. Uma solugao so6lida (Figura 6a), em geral,
exibe uma faixa de fusdo e temperatura abaixo da qual o material € encontrado na forma so6lida
(linha verde “s6lido”). Da mesma maneira, exibe uma faixa de temperatura a qual acima é
encontrado como liquido (linha laranja “liquido™). Entre as faixas solida e liquida as fases

coexistem (Liquido + fase a).
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Figura 6. Representagdo esquematica de um diagrama de fases de uma solucao sélida (A) e um
eutético (B).
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Fonte: Autor.
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Em contraste, os cristais ndo isomorfos podem dar origem a um eutético. Quando os
materiais t€ém incompatibilidade atdmica, de tamanho molecular, de forma e assimetria nas
estruturas cristalinas, eles tém solubilidade limitada e, portanto, ndo podem caber além de um
determinado limite na rede cristalina um do outro, uma vez que isso causara deformagdo e
desorganizacdo da estrutura da rede. Esses sistemas ndo podem formar solugdes solidas
continuas e, em vez disso, tendem a formar solu¢des solidas descontinuas, ou também chamadas
de eutéticos.

Em relagdo ao digrama de fase, as curvas de resfriamento para os componentes A ¢ B
mostram uma Gnica linha horizontal em seus pontos de fusdo. A medida que B ¢ adicionado a
A, a temperatura para o inicio da solidificagdo é reduzida. A medida que A ¢ adicionado a B, a
temperatura para o inicio da solidificagao também ¢ reduzida. Portanto, como cada componente
abaixa o ponto de fusdo do outro, a linha que conecta os pontos que mostram o inicio da
solidificagdo, a linha liquida, deve apresentar um minimo congruente. Isso é mostrado pela
intersec¢do das linhas, conhecido como ponto eutético. E possivel observar que os sélidos
formados fora da proporcao “eutética’ ndo apresentam fases bem definidas devido as diferencas
isomorficas dos componentes (abaixo da temperatura referente ao ponto 1 e 3), porém abaixo
da temperatura no ponto 2, onde ocorre a propor¢cdo adequada, as fases formadas sdo bem

definidas.
1.8 MELOXICAM

O meloxicam (MLX) é um farmaco derivado do oxicam e inibidor preferencial da
COX-2*7, sendo sua estrutura demonstrada na Figura 7. Originalmente desenvolvido pela
Boehringer Ingelheim, o composto possui atividade analgésica, antipirética e anti-inflamatoria,
com menos irritacdo do tecido gastrico e local em comparacdo com outros anti-inflamatorios
ndo esteroidais®®. O MLX foi considerado eficaz no tratamento da artrite reumatodide,
osteoartrite e degenerativa doengas articulares*’. A substancia é um sélido amarelo pertencente
a classe II do BCS, apresentando solubilidade e taxa de dissolugdo limitadas em agua (0,012
mg mL™ "), com valores que dependem altamente do pH do meio, devido aos seus multiplos
estados de ionizagdo®’. O composto ¢ ligeiramente solivel em metanol e tem valores de pKa
de 1,1 e 42. O MLX ¢ quase totalmente absorvido apds a administracdo, com uma
biodisponibilidade absoluta de 89%°°. Apos a administragdo oral, é completamente absorvido
por um periodo de tempo prolongado. Ele se liga fortemente a albumina sérica (> 99%) e atinge

uma concentracdo maxima em 4-5 h apés a administracdo oral. MLX ¢ eliminado pelo
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metabolismo em metabolitos inativos, bem como excretado inalterado na urina e nas fezes com

uma meia-vida de eliminagdo em torno 20 h’'.

Figura 7. Estrutura quimica do meloxicam.

Fonte: Autor.

Apesar da sua eficacia, o tratamento continuo com o medicamento ¢ conhecido por seus
efeitos gastrointestinais adversos, ocasionando diarreia, ulceras, dores abdominais e

hemorroidas'®. Existem relatos da tentativa de alterar o perfil farmacocinético do meloxicam

52,53 9.49,54,55

em varios complexos, solvatos, sais e cocristais , entretanto, a melhora do perfil de
dissolugdo desse compostos ndo se demonstrou promissora, o que enfatiza a necessidade de

estudos mais aprofundados sobre 0 MLX e suas formas solidas.
1.9 CARACTERIZACAO DE FORMAS SOLIDAS

E possivel observar o grande niimero de formas solidas passiveis de se formar durante
um processo de triagem de um IFA, mais de uma forma cristalina pode ser obtida para um
mesmo farmaco e até mesmo em uma mesma sintese dependendo do caso (polimorfos). Como
o proprio nome ja diz, as formas sélidas sdo dependentes de interagdes intermoleculares no
estado solido, dessa maneira, apenas técnicas de caracterizagcdo no estado solido podem ser
usadas no decorrer do processo de investigacdo de suas estruturas, uma vez que a solubilizago
desses materiais resultard na perda de toda a informacao estrutural proveniente das interagdes.

Diversos métodos analiticos podem ser utilizados para a caracterizagdo desses materiais,
como: termogravimetria (7G - thermogravimetry), calorimetria exploratoria diferencial (DSC
— differential scanning calorimetry), difracdo de raios X do p6 e do monocristal, ressonancia
magnética nuclear de estado solido, espectroscopia vibracional na regido do infravermelho,
espectroscopia Raman, entre outros. Devido a grande diversidade de técnicas e abordagens,
esse topico se restringira a discutir a parte de caracterizacdo envolvendo estudos
termoanaliticos, a difracdo de raios x do po6 (PXRD — Powder X-ray diffraction) ¢ a
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR — Fourier-transform infrared

spectroscopy).
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1.9.1 DSC

O DSC mede a diferen¢a na razdo do fluxo de calor de uma amostra em comparagao a
um material de referéncia. O instrumento fornece um grafico de temperatura em fung¢do do fluxo
de calor, sendo possivel observar eventos endotérmicos e exotérmicos, assim como a alteracao
de entalpia correspondente a tais eventos. Alguns dos eventos endotérmicos possiveis de
observagdo sdo transi¢cdes de fase (fusdo, ebulicdo e sublimacdo), redugdo e desidratagdo,
enquanto os exotérmicos sdo: cristalizagdo, oxidagdo e algumas reacdes de decomposicao. Em
adicional, possiveis eventos que resultem na variacdo de entropia de segunda ordem podem ser
verificados, como ¢ o caso de transi¢des vitreas. Alguns eventos sdo exemplificados na Figura

8.

Figura 8. Representacdo de uma curva DSC e alguns eventos endotérmicos e exotérmicos.
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Fonte: Autor.

Em relagdo a aplicagdo do DSC em formas solidas, o perfil da curva DSC pode
evidenciar a natureza da forma solida formada através da comparacdo das curvas dos
componentes isolados em relacdo aos materiais sintetizados. Algumas caracteristicas de cada
forma solida sdo descritas a seguir baseado em dados da literatura e conhecimento previamente

adquiridos?!7-34-36-38:
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e Mistura fisica: o aquecimento de uma mistura binaria a uma taxa de aquecimento especifica
produz geralmente dois picos endotérmicos, cada um correspondendo ao ponto de fusdo dos
componentes individuais, a observagdo de tais eventos sugere que mistura fisica ndo sofreu
interacdes intermoleculares.

¢ Polimorfos: geralmente, a presenca de polimorfismo pode ser evidenciada pelo aparecimento
de picos endotérmicos relativos a transi¢ao de fases na curva DSC, ou eventos de cristalizacdo
exotérmicos. O processo de transformacg@o de um polimorfo em outro ¢ uma transicao de fase,
que, de acordo com a regra de fase, pode ocorrer a uma dada pressdo por alteragdo da
temperatura. Caso a transi¢ao de fase for reversivel, os dois polimorfos sdo enantiotropicos e a
energia da transi¢cdo no aquecimento ¢ endotérmica. Caso a transi¢do de fase for irreversivel,
os dois polimorfos sdo monotropos, caso em que apenas uma forma ¢ estavel
independentemente da temperatura e a transformacdo da forma instavel em estavel ¢
exotérmica.

e Eutético: diz-se que um eutético se formou quando a curva DSC mostra um tnico pico
endotérmico com temperatura de fusdo menor que os pontos de fusdo de ambos os componentes
iniciais. Um melhor estudo pode ser realizado através da preparacdo de misturas em diferentes
proporcdes construindo um diagrama de fases, conforme evidenciado pela Figura 6.

e Solvatos/Hidratos: a formagao de solvatos pode ser averiguada pelo aparecimento de sinais
endotérmicos relativos a processos de desidratacdo e dessolvatacdo referente ao solvente
incorporado na estrutura cristalina.

e Cocristal - um sistema binario pode ser considerado capaz de formar um cocristal quando a
curva DSC exibe um tnico pico endotérmico com pontos de fusdo mais baixos, entre ou maior
do que os pontos de fus@o dos componentes individuais. A confirmagdo ocorrerd com o auxilio
de técnicas espectroscopicas e difratométricas. Além disso, se a curva DSC mostrar picos
multiplos consecutivos, possivelmente indica a formagao de cocristal. No caso de presenga de
dois picos consecutivos, o primeiro pico de fusdo corresponde a fusdo eutética, seguido pela
fusdo do cocristal (representada pelo segundo endotérmico). Também ¢ possivel que dois ou
multiplos picos sejam uma indicac@o de transformacao polimorfica de cocristais. Em caso da
presenga de trés picos endotérmicos consecutivos, o primeiro representa o derretimento
eutético, o segundo representa a fusdo do componente em excesso (farmaco ou coformador),
seguido pela fusdo final do cocristal no terceiro pico endotérmico. E importante salientar, que

ndo existe uma regra geral absoluta e cada caso deve ser avaliado de maneira distinta.
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e Solu¢do solida — uma solucdo sélida exibe o comportamento simples de uma mistura fisica,
com a observacdo de um evento endotérmico relativo a formacao da fase liquida mais alfa,
sendo ambos os constituintes misciveis entre si. Uma melhor visualizacdo ¢ indicacdo da
formagdo de uma solugdo solida pode ser observada realizando um estudo com diferentes

proporgdes dos componentes evidenciada pela Figura 6.

1.9.2 TG

A TG envolve a medigdo das mudangas de massa da amostra em fungdo da temperatura,
sendo possivel controlar a atmosfera da andlise para um melhor estudo dos eventos de
decomposicao térmica observados. A curva resultante de massa da amostra em funcdo da
temperatura ¢ denominada curva TG. Um exemplo elucidativo ¢ demonstrado na Figura 9,
onde é possivel verificar uma curva TG referente ao oxalato de célcio hidratado®”.

Figura 9. Exemplificacdo de uma curva TG.
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Fonte: Autor
Uma ampla gama de processos e interagdes podem ser investigados, principalmente
quando a técnica ¢ realizada em conjunto do DSC, sendo possivel determinar com maior

exatiddo utilizando um sistema TG-DSC a temperatura dos eventos térmicos de ebulicdo,
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sublimagdo, estabilidade térmica, determina¢do da temperatura de decomposi¢do térmica,
cinética ¢ mecanismos de decomposi¢do térmica, determina¢do de pureza, analise de
composi¢io, identificacdo de polimorfos, entre outros ®. Em adi¢do, os materiais volateis
evoluidos durante as medi¢gdes podem ser estudados e caracterizados por técnicas auxiliares
acopladas ao sistema TG, como a espectrometria de massas (TG-MS) ou espectroscopia FTIR
(TG-FTIR), procedimento de grande valia quando se visa identificar solvatos/hidratos ou

realizar estudos de degradagdo de compostos.
1.9.3 PXRD

A difratometria de raios X se apresenta como uma ferramenta poderosa na triagem de
novas formas so6lidas pois permite identificar mudangas na estrutura cristalina dos materiais
decorrente das interacdes intermoleculares no estado solido.

De modo geral'>, a técnica é baseada na interferéncia construtiva de raios X
monocromaticos em uma amostra cristalina. Esses raios X sdo gerados por um tubo de raios
catodicos, orientados para gerar uma radiagdo monocromadtica, sendo concentrados e
direcionados para a amostra. A interacdo dos raios incidentes com a amostra produz
interferéncia construtiva (e um raio difratado) quando as condig¢des satisfazem a Lei de Bragg.
A lei correlaciona o comprimento de onda da radiacdo eletromagnética com o angulo de
difracdo e o espacamento da rede em uma amostra cristalina. Esses raios X difratados sdo entdo
detectados, processados e contados. Ao analisar a amostra através de uma faixa de angulos 26,
¢ gerado um grafico baseado nos angulos difratados pela contagem de sinais detectados,
conhecido como difratograma.

O aparecimento, deslocamento ou desaparecimento de sinais no difratograma de um
material sintetizado (quando comparado aos materiais de partida) ¢ decorrente da existéncia de
um reticulo cristalino diferente'®®!. A Figura 10 demonstra a diferenca existente nos sinais de
diferentes formas polimorficas. Assim, os padrdes de difracdo de po podem ser usados para
identificar polimorfos por exemplo, principalmente quando associada a outras técnicas
analiticas, como € o caso do DSC. Cada forma so6lida de um IFA exibira um padrao de difracao
diferente, tendo em vista que os sinais difratados pela amostra levam em consideragao o arranjo

espacial dos 4tomos na estrutura cristalina do cristal.
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Figura 10. Exemplificag¢@o de difratogramas de diferentes formas polimorficas.
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Fonte: Autor.

1.9.4 FTIR

A utilizagdo da espectroscopia no infravermelho tem sido amplamente utilizada para o
estudo de materiais no estado s6lido em diferentes matrizes, tendo duas principais aplicagoes:
a identificacdo de moléculas através das principais vibragdes que servem como “fingerprints”
moleculares e a identificagdo de modificagdes em grupos funcionais através da comparacéo de
espectros'>. Os modos de vibracdes observados nos espectros sio resultados da forca de ligagdo
e das massas dos atomos nas moléculas, dessa maneira, as ligacdes de determinados grupos
caracteristicos devem absorver em frequéncias caracteristicas que permitem sua identificagdo,
tendo em vista valores previamente tabelados. A frequéncia de absor¢do de uma ligacdo é
afetada pelo ambiente quimico proximo a ligacdo quimica, como intera¢des intermoleculares,
assim sendo, possiveis interagdes no estado solido frequentemente presente em formas solidas
podem ser avaliadas através do deslocamento ou modificacdo na intensidade dos sinais
absorvidos.

Em relag@o aos modos de vibracdo dos grupos funcionais mais visualizados, a Figura

11 traz uma breve esquematizacdo de alguns grupos. Vale ressaltar que dependendo da
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vizinhan¢a ou da interagdo intermolecular no estado solido a faixa de comprimento de onda

pode variar.

Figura 11. Correlag@o de grupos moleculares em relagdo ao comprimento de onda observado

no FTIR.
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Comprimento de onda (cm™!)

Observando exemplos praticos de formas solidas farmacéuticas, modificagdo de bandas

CO e OH podem indicar interacdes de liga¢des de hidrogé€nio em cocristais, enquanto a auséncia

ou presenca de bandas relativas a grupos ionizaveis (COO™ ou NH") podem confirmar ou excluir

a formacdo de sais.
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2 CARACTERIZACAO DO FARMACO MELOXICAM
2.1 INTRODUCAO

O estudo de formas solidas leva em consideragdo diversas caracteristicas dos reagentes
iniciais, sendo as técnicas espectroscopicas, difratométricas e termoanaliticas empregadas para
a avaliacdo de uma nova forma solida de grande importancia para um processo efetivo de
triagem de novos materiais. Dessa maneira, uma boa caracteriza¢do do farmaco MLX se faz
necessaria, avaliando seu comportamento térmico em diferentes atmosferas e seu perfil
espectral. Em conjunto, ¢ importante avaliar em qual forma polimoérfica se encontra o MLX,
tendo em vista a existéncia de cinco formas polimorficas para o farmaco.

Dessa maneira, esse capitulo visa avaliar o IFA por diferentes técnicas analiticas e
assegurar que o farmaco ¢ o mesmo produto encontrado comercialmente no mercado
farmacéutico. Em conjunto, foi avaliado se o método de sintese aplicado para o processo de
triagem afetaria a estrutura degradando o material ou até mesmo sofrendo algum tipo de

transicao de fase.

2.2 MATERIAL E METODOS
FTIR

As analises foram realizadas no espectrofotdmetro Nicolet IS10, usando o sistema ATR
com janela de Ge, na regido de 3600 a 675 cm’!, 32 varreduras por espectro e resolucio de 4

cm'l .

Raman

As analises foram realizadas em um espectrofotdmetro Bruker, modelo RAMIIL. O
Sistema ¢ equipado com um laser de hélio-neon operando com uma linha de excitagdo em 1064
nm e um detector de Ge resfriado com nitrogénio liquido. Os passos foram configurados com
uma resolucio espectral de 2 cm™', 200 mW e 512 varreduras por espectro. Os espectros foram

obtidos entre 200-3400 cm™".
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PXRD

Os difratogramas foram obtidos em um difratdmetro Siemens, modelo D500, DIFRAC
PLUS XRD COMMANDER, utilizando uma radiacio de CuKo (A = 1,54056 A) com
configuragdo 40 kV e 30 mA, sendo as amostras analisadas de 5-50° (20), em uma velocidade

de varredura de 2° min™! (continuous scan mode).

SC

Os experimentos de DSC foram realizados em um equipamento Q10 da TA Instruments.
As analises foram realizadas sob atmosfera dindmica de nitrogénio, com massa de
aproximadamente 2 mg, em cadinho de aluminio lacrado e perfurado, fluxo de gas de 50 mL

min™,

TG-DSC

As curvas TG-DSC foram obtidas utilizando um sistema de analise térmica da Mettler
Toledo, modelo TG/DSC-1. A atmosfera de ar e N> como gas de purga a uma vazao de 50 mL
1

min~', massa da amostra de aproximadamente 10 mg e cadinhos de a-Al,O3 de 150 pL, razdo

de aquecimento de 10 °C min™' e intervalo de temperatura de 30 — 800 °C.

Avaliacdo da degradacdo ou modificacdo da forma solida do MLX

O meloxicam foi obtido da Sigma-Aldrich com 98% de pureza. O material foi moido
(450 mg de massa total) em conjunto com 112 pL de solvente. Tetrahidrofurano e etanol foram
avaliados. A metodologia de moagem assistida por solvente (LAG — liquid-assisted grinding)
foi empregada 2,

As condicdes padrdes de moagem foram: frequéncia de 15 Hz, 30 minutos de moagem,
propor¢io de solvente/massa total de 0,25 pL mg! (). A moagem foi feita em um moinho
vibratorio modelo Retsch MM 200, jarros de aco inoxidavel de 10 mL e uma esfera de aco
inoxidavel de 7 mm de diametro. Os materiais obtidos foram secos a 50 °C durante 8 h para

remover qualquer solvente residual.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O farmaco meloxicam adquirido foi avaliado frente a sua forma polimorfica, dessa
maneira, realizou-se a comparacao do difratograma obtido experimental do MLX com o da base
de dados Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) *°, Figura 12.

Figura 12. PXRD do MLX teérico e experimental.
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Fonte: Autor.

Observa-se que o meloxicam utilizado para as sinteses esta na forma polimorfica I,
correspondente a forma comercializada 33 com intensidade maxima em 26 igual a 15° ¢ 25,8°.
O pico em 13°, presente na forma III do meloxicam, ndo foi encontrado, o que confirma que o

precursor estd na forma I.

As curvas TG-DSC do farmaco meloxicam obtidas em atmosfera de ar e nitrogénio sdo

apresentadas na Figura 13.
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Figura 13. Curvas TG-DSC em ar (a) e nitrogénio* (b) do MLX.
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Fonte: Autor.

Essas curvas indicam que o farmaco ¢é termicamente estavel até 230 °C em ambas as
atmosferas. Acima dessa temperatura, a decomposicdo térmica ocorre em duas etapas
consecutivas e sobrepostas. Em atmosfera de ar, a primeira etapa ocorre entre 230-360 °C (Am;
=75,31%) atribuida a decomposigdo térmica do farmaco, associada ao pico exotérmico em 267
°C na curva DSC. A segunda etapa ocorre entre 360-600 °C (Amz = 22,58%), atribuido a
oxida¢do do material carbonizado formado na etapa anterior, correspondendo ao pico
exotérmico na curva DSC. Em atmosfera de N2, a primeira etapa ocorre entre 230-360 °C (Am;

= 74,08%) e a segunda entre 360-800 °C (Am2 = 9,23%), atribuido a um processo lento de
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pirdlise, sem qualquer evento térmico correspondente na curva DSC. Observa-se entdo que a
segunda etapa da perda de massa na curva TG ¢ fortemente influenciada pela atmosfera
utilizada.

Na curva DSC (Figura 14), observa-se um pico endotérmico em 261 °C com entalpia
de 35,0 kJ mol™!, atribuida a fusio com decomposi¢io do meloxicam .

Figura 14. Curva DSC em nitrogénio do MLX.
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Fonte: Autor.
Os espectros de FTIR e Raman do meloxicam sdo mostrados na Figura 15.

Figura 15. Espectro FTIR (a) e Raman (b) do MLX.
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A atribuicdo das principais bandas foi realizada com base na referéncia [44] e sdo
apresentadas na Tabela 3. As principais bandas observadas sdo atribuidas a vVOH em 3286 cm”
I vCO + 8NH em 1618 cm™', vCHanel tiazol €m 3000 cm™ e vSO; em 1344 cm™'.

Tabela 3. Atribui¢do dos modos vibracionais do MLX tedricos e experimentais.

Modos vibracionais MLX (experimental) MLX (tedrico)

v O—Henol 3286 3290

v C-Hiazol 3000 2999

v C=0 1618 1736

v C-H +v C=Cy + v C— O¢pol + 6 N-H +v C=0 1548 1550
Vtiazol + 6 N_H +

8 C—Hers grupo 1527 1538

v SO, 1344 1344

Fonte: Autor

O MLX foi avaliado frente ao processo de moagem e os materiais obtidos ao final de
secagem foram submetidos a analise PXRD, os difratogramas obtidos ndo demonstraram
mudangas significativas, demonstrando que ndo ocorreu alteracdo no perfil cristalino dos

materiais decorrente da moagem ou presenca de solvente.
2.4 CONCLUSAO

O processo de caracterizacdo do MLX foi efetivo, sendo observado que o composto se
trata da forma polimorfica I, correspondente a forma comercializada. Através das andlises
espectroscopicas e termoanaliticas foi possivel obter um fingerprint do farmaco, que serad
utilizado como comparativo nos processos de triagem de novas formas solidas.

Em conjunto, foi observado que o processo de moagem com diferentes solventes ndo

ocasiona a degradacdo do material ou possiveis transicdes de fase.



51

CAPITULO 3 — COCRISTAIS COM ACIDO MALICO, SALICILICO E FUMARICO
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3 COCRISTAIS COM ACIDO MALICO, SALICILICO E FUMARICO
3.1 INTRODUCAO

No presente capitulo, € relatado a sintese, caracterizagao e estudo termoanalitico de trés
cocristais de MLX usando os coformadores: 4cido salicilico (SLY), acido fumarico (FUM) e
acido malico (MLC). O trabalho se encontra publicado no “Journal of Thermal Analysis and
Calorimetry™®*,

Figura 16. Estruturas quimicas dos componentes utilizados para a sintese dos cocristais.
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Fonte: Autor

A caracterizagdo foi realizada por PXRD, FTIR, espectroscopia Raman e técnicas
termoanaliticas, que incluem TG-DSC, DSC e DSC-fotovisual. Alguns coformadores citados
anteriormente ja sdo relatados na literatura. No entanto, diferentes resultados de caracterizacdo
sdo apresentados neste artigo, ¢ nenhum trabalho anterior relatou um estudo termoanalitico
sistematico desses cocristais. E importante mencionar que poucos relatos discutem o
comportamento térmico dos cocristais, embora esses estudos tenham sido relatados como
importantes pesquisas realizadas com o objetivo de compreender a estabilidade fisica e quimica,
melhorar o conhecimento das etapas de secagem e fornecer informagdes para compreender e

desenvolver sistemas de estado s6lido aprimorados [18-20].
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Sintese dos cocristais

O meloxicam foi reagido com trés coformadores selecionados: SLY, FUM e MLC.
Todos os reagentes e solventes eram 98% puros e foram obtidos da Sigma-Aldrich. As misturas
foram preparadas na propor¢do estequiométrica de 1:1 (MLX/coformador) com 450 mg de
massa total e 112 pL de solvente. Tetrahidrofurano (THF) foi o solvente para MLX/FUM e
etanol foi usado para MLX/SLY e MLX/MLC. A metodologia de moagem assistida por
solvente (LAG — liquid-assisted grinding) foi empregada .

As condicdes padrdes de moagem foram: frequéncia de 15 Hz, 30 minutos de moagem,
proporcdo de solvente/massa total de 0,25 pL mg™ (). A moagem foi feita em um moinho
vibratorio modelo Retsch MM 200, jarros de aco inoxidavel de 10 mL e uma esfera de aco
inoxidavel de 7 mm de didmetro. Os cocristais foram entdo secos a 50 °C durante 8 h para

remover qualquer solvente residual.

3.2.2 Caracterizacido dos materiais

A caracterizacdo dos materiais formados foi feita a partir das técnicas de FTIR, PXRD,
DSC, TG-DSC e Raman. Um estudo termoanalitico mais detalhado foi realizado nos materiais
sintetizados com o auxilio do sistema acoplado TG-DSC-FTIR e o acompanhamento da
degradacdo dos materiais por video e pelo DSC-fotovisual. A avaliagdo dos materiais foi

realizada por meio do teste de solubilidade.

FTIR

As analises foram realizadas no espectrofotdmetro Nicolet IS10, usando o sistema ATR
com janela de Ge, na regido de 3600 a 675 cm’!, 32 varreduras por espectro e resolucio de 4

cm’l,

Raman

As analises foram realizadas em um espectrofotometro Bruker, modelo RAMIIL. O
Sistema ¢ equipado com um laser de helio-neon operando com uma linha de excitagdo em 1064

nm e um detector de Ge resfriado com nitrogénio liquido. Os passos foram configurados com
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uma resolucio espectral de 2 cm™', 200 mW e 512 varreduras por espectro. Os espectros foram

obtidos em uma faixa entre 200-3400 cm™.

PXRD

Os difratogramas foram obtidos em um difratdmetro Siemens, modelo D500, DIFRAC
PLUS XRD COMMANDER, utilizando uma radiagio de CuKo (A = 1,54056 A) com
configuragdo 40 kV e 30 mA, sendo as amostras analisadas de 5-50° (20), em uma velocidade
de varredura de 2° min™! (continuous scan mode).

SC

Os experimentos de DSC foram realizados em um equipamento Q10 da TA Instruments.
As analises foram realizadas sob atmosfera dinadmica de nitrogénio, com massa de
aproximadamente 2 mg, em cadinho de aluminio lacrado e perfurado, fluxo de gés de 50 mL

min’!,

DSC-fotovisual

As analises foram realizadas no equipamento da Mettler Toledo DSC 1 stare system
acoplado com uma camera digital OLYMPUS, modelo SC 30, com uma capacidade de captura
de 3.3 megapixel e sensor CMOS com zoom de até 6.5 vezes. As condi¢cdes experimentais: ar
seco como gas de purga, com fluxo de 50 mL min’!, razdo de aquecimento de 10 °C min™! e
massa de amostra de aproximadamente 2 mg, as amostras foram colocadas em cadinhos de

alumina sem tampa.

TG-DSC

As curvas TG-DSC foram obtidas utilizando um sistema de analise térmica da Mettler

Toledo, modelo TG/DSC-1. A atmosfera de ar e N> como gas de purga a uma vazao de 50 mL

min’', massa da amostra de aproximadamente 10 mg e cadinhos de a-Al,O3 de 150 pL, razio

de aquecimento de 10 °C min™' e intervalo de temperatura de 30 — 800 °C.
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Analise dos gases por FTIR

A analise de gases liberados (EGA, do inglés Evolved gas analysis) por TG-FTIR dos
produtos liberados durante a decomposi¢ao térmica foi realizada usando um TG-DSC1 Mettler-
Toledo acoplado a um espectrofotdometro Nicolet FTIR com uma célula de gas e um detector
DTGS ZnSe. O forno e célula de gas aquecido (250 °C) foram acoplados através de uma linha
de transferéncia de ago inoxidavel de 120 cm, aquecida a 225 °C, com diametro de 3,0 mm, que
foi purgada com ar seco (50 mL min™). Os espectros de FTIR foram registrados com 16
varreduras por espectro a uma resolugio de 4 cm™!. A identificacdo dos produtos gasosos foi
baseada nos espectros de referéncia disponiveis no software do espectrometro (OMNIC 8.0) e

dados da literatura.

Aquecimento filmado dos cocristais

Os videos dos cocristais sendo aquecidos foram realizados por um sistema adaptado. O
aquecimento foi realizado em um equipamento digital de ponto de fusdo da marca Micro
quimica, modelo MQAPF-302, enquanto a filmagem foi registrada por uma cdmera da marca
Asus, modelo ze55¢kl. As condigdes experimentais foram: razao de aquecimento de 0,5 °C min
!, atmosfera estatica de ar, resolu¢do da cAmera de 480 pixels, 30 frames por segundo e uma

velocidade de video de 7x.

Avaliacdo das mudancas de solubilidade dos cocristais

Os experimentos de solubilidade foram realizados em meio de tampao fosfato (pH 6,7),
simulando condicdes intestinais ®. Um excesso de cada cocristal e farmaco foi adicionado a
um tubo falcon contendo 12 mL de solug@o tampao. Trés réplicas de cada experimento foram
preparadas e colocadas em um termo shaker da marca KASVI, modelo K80-200, configurado
para uma rotag¢do de 500 rpm, temperatura de 37 °C. Aproximadamente 1 mL de solucdo foi
retirado nos intervalos de tempo de 6, 12, 18 e 24 horas para cada amostra, sendo posteriormente
filtradas através de uma membrana de PTFE de 0,22 um. Em seguida, as solu¢des foram
diluidas e analisadas em espectrofotometro da marca Pelkin Elmer, modelo LAMBDA 1050.
A solubilidade foi determinada pela leitura das absorbancias na regidao do UV, no comprimento

de onda de méaxima absor¢io de 366 nm .
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Cocristal MLX-SLY

As curvas TG-DSC do MLX, SLY e cocristal MLX-SLY (1:1) obtidas em atmosfera
dindmica de ar seco e nitrogénio sao apresentadas na Figura 17.

Figura 17. Curvas TG-DSC obtidas em atmosfera de ar e nitrogénio*: (a, a*) MLX (10,0097,
9,9695* mg), (b, b*) sistema MLX-SLY (1:1) (10,0023, 10,0039* mg) e (c, ¢*) SLY (10,0855,
10,0620* mg).

100
Lo
501
14
L3
O-
L 1 =
[e)] [e)]
s < =
08 = 5
3 g 8
[0} © [0
© § ©
o (o]
x x
3 3
A i
S .
L3
(© -
L4
L6
200 400 600 800 200 400 600 800

Temperatura (°C) Temperature (°C)

Fonte: Autor.

As curvas TG-DSC do acido salicilico em ambas as atmosferas mostram que o
composto ¢ termicamente estavel até 110 °C. Acima dessa temperatura, a perda de massa ocorre
em uma Unica etapa, correspondente ao pico endotérmico em 186 °C na curva de DSC, sendo
atribuido a sublimagao parcial e a evaporagao do composto. O pico endotérmico em 166 °C na
curva DSC corresponde a fusdo do composto.

As curvas TG-DSC do cocristal MLX-SLY (1:1) que foram obtidas em ar apresentam
um comportamento térmico diferente dos componentes puros, tais alteracdes sugerem a
formacio de uma nova forma sélida . As curvas TG mostram que o sistema MLX-SLY (1:1)

¢ termicamente estavel até 150 °C, demonstrando estabilidade térmica intermediaria entre o
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SLY e MLX. Acima desta temperatura, a decomposi¢do térmica ocorre em trés etapas
consecutivas entre 150-670 °C, correspondendo a eventos endotérmicos e exotérmicas na curva
DSC. A primeira perda de massa entre 150-236 °C, correspondendo ao pico endotérmico em
214 °C, ¢ atribuida a decomposicdo térmica do sistema MLX-SLY com liberagdo do SLY
(Amrg = 28,09%, Amrteor. = 28,21%). A segunda (236-420 °C) e a terceira (420-670 °C) etapa
de perda de massa, correspondendo ao pico endotérmico em 258 °C e exotérmico em 590 °C
na curva DSC, sdo atribuidas a decomposi¢do térmica do IFA (Amtg = 71,91%, Amreor. =
71,79%). Além disso, essas duas ultimas etapas apresentam perfil similar as curvas TG-DSC
do farmaco.

As curvas TG-DSC obtida em atmosfera de nitrogénio mostram que o comportamento
térmico do sistema MLX-SLY (1:1) é muito semelhante ao apresentado em atmosfera dindmica
de ar seco, pelo menos até as duas primeiras etapas. A terceira perda de massa ¢ atribuida a
lenta pirdlise do material carbonizado formado nas etapas anteriores devido a decomposic¢ao
térmica do farmaco.

A possivel formacao de solvato ou presenca de solvente residual no material sintetizado
foi avaliada pela técnica de EGA, mostrada na Figura 18. Onde os Unicos produtos gasosos
identificados foram didxido de carbono e sulfeto de carbonila. Nao foram observadas bandas
de absor¢do caracteristicas de moléculas de etanol, o que rejeita a hipotese de presenca de
solvente residual ou formacao de solvato.

Figura 18. Espectro FTIR dos produtos gasosos evoluidos do cocristal MLX-SLY em 288 °C
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As curvas DSC do SLY, MLX e do sistema MLX-SLY (1:1) sdo apresentadas na Figura
19. A curva DSC do SLY mostra dois picos endotérmicos em 160 °C (AH = 19,29 kJ mol ™) e

219 °C (AH = 34,37 kJ mol!) que sdo atribuidos a fusdo e evaporacio do composto.

Figura 19. Curvas DSC do (a) MLX, (b) sistema MLX-SLY (1:1) e (¢c) SLY. Imagens obtidas
a partir da analise DSC-fotovisual do sistema MLX-SLY (1:1) nas temperaturas de 50, 160 e
230 °C.
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O comportamento térmico do sistema MLX-SLY (1:1) foi estudado por DSC-fotovisual
conforme apresentado na Figura 19 . Além disso, o video da amostra sendo aquecida esta
disponivel online por meio do endereco eletronico:
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs10973-019-08118-
7/MediaObjects/10973_2019 8118 MOESM4_ESM.mp4

Imagens e video mostram que apds o primeiro evento endotérmico que fica proximo a
regido de 230 °C, demonstra uma aparéncia “brilhosa”, que é resultado da decomposi¢ao
térmica do sistema. Como pode ser visto no video, parte do material sublima e condensa na

parede do Becker, solidificando-se em forma de agulha durante o resfriamento. Os cristais em
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forma de agulha foram coletados e analisados por FTIR. O espectro de FTIR do material
coletado ¢ idéntico ao espectro do SLY, confirmando a decomposi¢do do sistema MLX-SLY
(1:1) com liberagao de SLY.

Os difratogramas dos componentes puros € do sistema MLX-SLY (1:1) s3o mostrados
na Figura 20. O difratograma do MLX-SLY (1:1) apresenta novos picos em 8,6 °, 9,3 °, 11,8
°, 12,7 °, 14,4 °, 16,3 °, 23,3 °, 26,7 °, 28,8 °, 33,6 °, 34,5 °, 35,8°, ndo sendo apenas a
combinagdo dos difratogramas dos componentes isolados, confirmando a formag¢do de um
s6lido com nova estrutura cristalina *’.

Figura 20. Difratogramas PXRD do (a) MLX, (b) sistema MLX-SLY (1:1) e (c) SLY.
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Os espectros de FTIR para o cocristal e os componentes puros sao mostrados na Figura

21.
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Figura 21. Espectros de Raman* e FTIR para (a*,a) MLX, (b*,b) sistema MLX-SLY (1:1) e
(c*,c) SLY. Eixo da abcissa esta em escala reciproca (1/x) para o espectro de FTIR.
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A banda vCO em 1653 cm™ (SLY) e vNH em 3286 cm™ (MLX) ndo sdo observadas,
indicando o estabelecimento de ligagdes de hidrogénio entre os grupos N-H (MLX) ¢ C=0
(SLY), uma vez que esse tipo de interacdo ja foi relatado na formagdo de cocristais [3]. As
bandas em 1548 e 1527 cm™! do MLX apresentam um deslocamento para 1562 ¢ 1539 cm™ no
do sistema MLX-SLY (1: 1), e a banda atribuida ao vSO, desloca-se de 1263 cm™ em MLX
para 1277 cm™! no espectro MLX-SLY (1: 1). As principais atribui¢des sdo apresentadas na
Tabela 4.

Os espectros Raman do SLY, sistema MLX-SLY (1: 1) e MLX séo apresentados na
Figura 21. A banda intensa em 3073 cm™ do espectro do SLY, atribuida a0 vCHaromatico tem
sua intensidade diminuida no espectro do sistema, enquanto as bandas em torno de 2925 cm!,
atribuidas a0 VCHgrupo cH3), tiveram sua intensidade aumentada. A diminuicao significativa da
banda em 1637 cm™ (VCOgrupo carboxilico) SUgETe que esse grupo interage com o MLX, como ja
observado no espectro de infravermelho. Mudangas sdo observadas nas bandas atribuidas ao

vCCO, com aumento da intensidade da banda em 1322 cm™ e 1308 cm™ e desaparecimento da
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banda em 1246 cm™'. Algumas bandas ndo foram observadas no sistema, como 0 VCCaromatico
em 1584 cm™!, 1024 cm™ e a §CCO em 566 cm™ e 457 cm’.

Os resultados obtidos pelas técnicas espectroscopicas, térmicas e difratométricas
revelam a formac¢ao de um cocristal, tendo em vista ha ndo observagao de solvente na estrutura,
além de ndo ser constatado nenhuma banda de carboxilato pelas técnicas espectroscopicas,

excluindo a possibilidade de formacao de sal.
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3.3.2 Cocristal MLX-FUM

As curvas TG-DSC do MLX, FUM e MLX-FUM (1:1) obtidas em atmosferas de ar e
N> sao mostradas na Figura 22.

Figura 22. Curvas TG-DSC obtidas em atmosfera de ar e nitrogénio*: (a, a*) MLX (10,0097, 9,9695*
mg), (b, b*) sistema MLX-FUM (1:1) (10,0023, 10,0039* mg) e (c, c¥*) FUM (10,0855, 10,0620* mg).
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As curvas TG-DSC do FUM mostra que ele ¢ termicamente estavel até¢ 200 °C em
ambas as atmosferas. Acima dessa temperatura, a perda de massa ocorre em uma Unica etapa
entre 200-310 °C, correspondendo ao pico endotérmico em 278 °C na curva DSC, atribuida a
fusdo e evaporacio do composto 7.

As curvas TG-DSC do MLX-FUM (1:1) em ar mostram que o sistema ¢ termicamente
estavel até 200 °C. Acima dessa temperatura, a perda de massa ocorre em duas etapas
sobrepostas entre 200-650 °C. A primeira perda de massa entre 200-344 °C ¢ atribuida a
decomposicdo térmica do sistema MLX-FUM (1:1) com libera¢do do FUM e degradagdo do
MLX (Amtg = 75,48%, Amreor. = 75,31%). O pico endotérmico em 244 °C ¢ associado a fusdo

com decomposi¢ao do composto. A segunda perda de massa entre 344-650 °C (Am = 23,41%)
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¢ associada ao pico exotérmico em 575 °C, sendo atribuido a degradago oxidativa do material
carbonizado formado na etapa anterior.

As curvas TG-DSC obtidas em atmosfera de nitrogénio apresentam um perfil
semelhante ao obtido na atmosfera de ar até 400 °C. A perda de massa na curva TG ¢ observada
até 800 °C, sem qualquer evento térmico nas curvas DSC, processo atribuido a pirdlise do
material carbonizado.

A EGA dos produtos gasosos liberados durante a decomposigao térmica do MLX-FUM
(1:1) em atmosfera de ar ¢ mostrada na Figura 23. Os principais produtos detectados foram
semelhantes ao cocristal MLX-SLY (1:1), com bandas em 2400, 1800 e 650 cm™'. Nao foi
encontrado sinais associados ao solvente etanol, o que indica que o solvente ndo esta presente

no cocristal.

Figura 23. Espectro de FTIR dos produtos gasosos evoluidos do cocristal MLX-FUM (1:1) em
274 °C
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Fonte: Autor.

As curvas DSC do FUM, MLX e do sistema MLX-FUM (1:1) s3o mostradas na Figura
24. A curva DSC do FUM mostra um pico endotérmico em 280 °C (AH = 85,17 kJ mol ™) que
¢ atribuido a fusdo e evapora¢do do composto, em acordo com os resultados de TG-DSC.
Entretanto, a curva DSC do sistema MLX-FUM (1:1) contém um pico endotérmico em 243 °C
(AH = 105,93 kJ mol ") que ocorre em temperatura mais baixa do que os componentes isolados,

atribuido a fusdo do sistema MLX-FUM (1:1).
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Uma melhor exemplificagdo do processo de aquecimento do sistema MLX-FUM pode
ser observada no video que esta disponivel no enderego eletronico:
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs10973-019-08118-
7/MediaObjects/10973 2019 8118 MOESM1_ESM.mp4
Figura 24. Curvas DSC do (a) FUM, (b) sistema MLX-FUM (1:1) e (c¢) MLX.
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Fonte: Autor.
Os difratogramas dos componentes puros e do sistema MLX-FUM (1:1) sdo
apresentados em anexo na Figura 25. O difratograma do sistema MLX-FUM apresenta picos
em 11,8 °, 13,8 °, 14,4 °, 16,2 °, 26,6 °, e outros que diferem dos componentes puros,

confirmando a formac¢do de uma nova fase cristalina.



66

Figura 25. Difratogramas de PXRD do (a) MLX, (b) sistema MLX-FUM (1:1) e (c) FUM.
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Fonte: Autor.

Ao se comparar o espectro de FTIR do sistema aos espectros dos componentes puros na
Figura 26, observa-se que o vCO em 1662 cm™ do FUM e o vNH em 3286 cm™' do MLX ndo
sdo observados no espectro do sistema, indicando uma possivel ligagdo de hidrogénio entre
C=0--H-N na estrutura. Além disso, o vCO + NH em 1618 cm™ é menos intenso do que no

MLX. Outras frequéncias vibracionais sdo mostradas na Tabela 4.
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Figura 26. Espectros Raman* e FTIR do (a*,a) MLX, (b*,b) sistema MLX-FUM (1:1) e (c*,c)
FUM. Eixo da abcissa esta em escala reciproca (1/x) para o espectro de FTIR.
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Fonte: Autor.

Os espectros de Raman das amostras sdo mostrados na Figura 26. A banda em 1686
cm! atribuida a0 vCO do FUM diminui a intensidade no espectro. Isso sugere que o grupo
carboxilico estd envolvido na interagdo com o MLX, o que concorda com os resultados de
FTIR. A intensidade da banda em 3072 cm™!, atribuida ao vCH diminui, enquanto as bandas na
regido entre 1000 e 300 cm™' ndo sdo observadas no espectro. Em comparagio com o MLX, ha
mudangas significativas na regido entre 1600 e 1200 cm™'. As bandas em 1530 cm™ (VCHanel
tiazol + ONH), 1344 cm™ (vSO2) e 1548 cm™ (8OH + vCHaromatico + VC Caromatico) tém intensidade
aumentada. Os resultados obtidos, em conjunto com a auséncia de sinais provenientes da

formagdo de grupos ionizados (COO", NH3") confirmam a formag¢io de um cocristal.
3.3.3 Cocristal MLX-MLC

As curvas TG-DSC do MLX, MLC e do sistema MLX-MLC (1:1) obtidas em atmosfera

de ar e N2 sdo mostradas na Figura 27. As curvas TG-DSC do MLC em ambas as atmosferas
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mostram que o composto ¢ termicamente estavel até 155 °C. Acima dessa temperatura, a perda
de massa ocorre em uma Unica etapa, que corresponde aos picos endotérmicos em 232 °C e 253
°C na curva DSC, atribuido a evaporagdo do material. O pico endotérmico em 140 °C, sem
perda de massa na curva TG, corresponde a fusdo do composto.

Figura 27. Curvas TG-DSC obtidas em atmosfera de ar e nitrogénio*: (a, a*) MLX (10,0097,
9,9695* mg), (b, b*) sistema MLX-MLC (1:1) (10,0082, 9.9805* mg) and (¢, c*) MLC (9,9695,
10,0820* mg).
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Fonte: Autor.

Tendo em vista que poucos artigos relatam o comportamento térmico do MLC, um
estudo térmico foi realizado para esse coformador, sendo o video do aquecimento disponivel
no endereco eletronico: https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs10973-
019-08118-7/MediaObjects/10973 2019 8118 MOESM2 ESM.mp4

O video mostra que o composto funde e evapora parcialmente. O material evaporado e

o residuo remanescente no fundo do becker foi analisado por FTIR (Figura 28). O espectro de
FTIR do produto evaporado ¢ muito semelhante ao do acido maleico, enquanto que o residuo
apresentou um espectro semelhante ao FUM. Esses resultados sugerem que o acido malico
funde e se decompde em acido maleico e FUM, o acido maleico evapora a uma temperatura

acima de 135 °C, enquanto que o FUM permanece sélido até 200 °C.
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Figura 28. Espectros de FTIR do material condensado, residuo solido em 250 °C, acido
maléico, FUM, MLC
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Fonte: Autor.

A observacao esta de acordo com o comportamento térmico de ambos os acidos, uma
vez que o 4cido maleico tem menor estabilidade térmica do que o FUM %, A partir desses
resultados, um mecanismo de decomposi¢do térmica para o acido malico foi proposto (Figura
29). Além disso, a formacao desses dois compostos explica os picos endotérmicos observados
na curva DSC da MLC, que corresponde a evaporagdo e fusdo dos dois produtos formados.

Figura 29. Proposta de mecanismo de decomposic¢ao térmica do MLC.
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As curvas TG-DSC do sistema MLX-MLC (1: 1) em atmosfera de ar mostram que o
sistema ¢ termicamente estavel até 160 °C. Acima dessa temperatura, a perda de massa ocorre
em duas etapas consecutivas e sobrepostas entre 160-660 °C. A primeira perda de massa entre
160-300 °C (Amtc = 74,33%) corresponde a dois picos endotérmicos em 212 °C e 228 °C na
curva DSC, atribuidos a decomposi¢do térmica do sistema MLX-MLC (1:1), com a liberacao
de MLC e outros produtos de decomposi¢do. O pico endotérmico em 137 °C, sem perda de
massa na curva TG, é atribuido a um fenémeno fisico, que sera discutido em conjunto com a
analise de DSC-fotovisual. A segunda perda de massa entre 300-660 °C (Amrtg = 25,06%) esta
associada ao pico exotérmico em 548 °C, atribuido a degradacdo oxidativa do material
carbonizado.

As curvas TG-DSC obtidas em atmosfera de nitrogénio apresentam um perfil
semelhante ao obtido na atmosfera de ar seco dindmico até 300 °C. Acima de 300 °C, a curva
TG indica uma perda de massa lenta até¢ 800 °C (Amrc = 89,62%), atribuido a lenta pir6lise do
material carbonizado produzido nas etapas anteriores, ndo sendo observados eventos térmicos
na curva DSC nessa faixa de temperatura.

O EGA dos produtos gasosos liberados durante a decomposi¢do térmica do sistema
MLX-MLC (1:1) em ar seco dindmico ¢ mostrada na Figura 30. Os principais produtos
detectados foram semelhantes aos cocristais anteriores, com bandas de CO2 e OCS. Um grupo
de sinais foi observado proximo a 1000 cm’, atribuido provavelmente a vCO, o que é
compativel com a estrutura quimica do MLC que contém diversas ligacdes CO que podem
ocasionar subprodutos de degradacdo. O acido maleico ndo foi observado no EGA,

provavelmente porque se degradou ou condensou na linha de transferéncia aquecida.
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Figura 30. Espectro de FTIR dos produtos gasosos evoluidos do cocristal MLX-MLC (1:1) em
241 °C
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Fonte: Autor.
As curvas DSC do MLX, MLC e do sistema MLX-MLC (1: 1) sdo mostradas na Figura
30. A curva DSC do MLC mostra dois eventos endotérmicos. O primeiro pico em 133 °C (AH
= 30,86 kJ mol™!) ¢ atribuido a fusdo do composto, enquanto que o segundo pico largo em 256
°C (AH = 141,73 kJ mol!) ¢ atribuido a decomposi¢do térmica, evaporagio e fusdo,

anteriormente discutidos nos dados de TG-DSC.
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Figura 31. Curvas DSC do (a) MLX, (b) sistema MLX-MLC (1:1) e (¢) MLC. Imagens obtidas
a partir da analise DSC-fotovisual do sistema MLX-MLC (1:1) nas temperaturas de 50, 120 e
150 °C.
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Fonte: Autor.

A curva DSC do sistema MLX-MLC (1:1) ¢ significativamente diferente das curvas
DSC dos componentes puros, o que sugere formagao do cocristal MLX-MLC (1: 1). O primeiro
pico endotérmico em 131 °C (AH = 17,16 kJ mol') ¢ atribuido a um fenémeno fisico. O
segundo evento térmico com picos em 211 e 226 °C (AH = 120,83 kJ mol™!) ¢ atribuido a
decomposigdo térmica do sistema.

O video do sistema MLX-MLC (1:1) sendo aquecido esta disponivel no endereco
eletronico:  https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs10973-019-08118-
7/MediaObjects/10973 2019 8118 MOESM3_ ESM.mp4

O video e as fotos confirmam que o primeiro evento térmico ndo esta relacionado a
fusdo do sistema MLX-MLC (1:1), porque o material apresenta as mesmas caracteristicas
fisicas at¢ 150 °C. Esse evento ¢ relativo a uma transicdo polimorfica, confirmado pelo
difratograma PXRD da amostra antes e depois do evento em 120 ¢ 150 °C. O difratograma
(Figura 32) mostra mudangas significativas nas regides proximas a 6,5°, 11,3 °, 20,1 °, 23 °,

25°,32,7°e37,5°.
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Figura 32. Difratogramas PXRD da (a) amostra aquecida antes da transi¢cdo polimoérfica em
120 °C e (b) depois da transicao polimoérfica em 150 °C.

(a) |

J\N\N\/U\@Mbnb\

M
e \Ww‘w

Intensidade (u.a.)
=_
o
<
%—:)
- —~
£

10 20 30 40 50

Fonte: Autor.

Os difratogramas do MLC, MLX e MLX-SLY (1: 1) sdo mostrados na Figura 33. O
sistema MLX-MLC (1:1) apresenta um padrdo de difracdo distinto quando comparado as
substancias puras. O sistema tem picos Unicos em 11,8 °, 14,2 °,16,4 °, 27,3 °, 32,8 ° ¢ 33,5 °,
o que confirma a formagio de uma nova forma cristalina .

Figura 33. Difratogramas de PXRD do (a) MLX, (b) sistema MLX-MLC (1:1) e (c) FUM.
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Os espectros de FTIR para o sistema e os componentes puros sao mostrados na Figura
34. O espectro de FTIR do sistema ndo apresenta vVOH do MLX em 3286 cm™ e vVOH do MLC
em 3442 cm™. O vCO + 8NH em 1618 cm™ do MLX desloca para 1635 cm™, enquanto o vCO
do MLC fica com intensidade menor no sistema MLX-MLC (1:1). Essas mudangas sugerem
uma ligacdo de hidrogénio entre o hidrogénio da amida do MLX e o oxigénio da carbonila do

MLC no sistema.

Figura 34. Espectros Raman* e FTIR do (a*,a) MLX, (b*,b) sistema MLX-MLC (1:1) e (c*,c)
MLC. Eixo da abcissa esta em escala reciproca (1/x) para o espectro de FTIR.
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Fonte: Autor.

O espectro de Raman do sistema apresenta um padrao espectral caracteristico que indica
o estabelecimento de novas interacdes no estado solido, como ja visto no espectro de FTIR. As
bandas em 2992 (vis CH) e 2944 cm™ (vs CH) do grupo CH, do MLC sdo mais fracas no
espectro do sistema MLX-MLC (1: 1). No entanto, a banda em 3073 cm™! (vC-H) do grupo CH3
do MLX mostra um ligeiro aumento de intensidade. A comparagdo dos espectros MLX e
sistema MLX-MLC (1: 1) mostra mudancas significativas na regido entre 1600 e 1200 cm™,
com uma banda mais fraca em 1530 cm™ (VCCanel tiazol + ON-H) e bandas mais fortes em 1598

Cm-l (80H + VCHaromético + VC:Caromético) (] 1304 Cm-l (VSOZ)
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Os resultados obtidos em todas as técnicas confirmam a obten¢do de um cocristal, tendo
em vista a auséncia de solvente no sistema e a auséncia de sinais de grupos ionizados nos

espectros.

3.3.4 Avaliacao da solubilidade do MLX e cocristais

O perfil de solubilidade do MLX e dos cocristais sdo mostrados na Figura 35. As
amostras atingiram uma concentracdo maxima do farmaco em 18 horas, seguido por uma
diminui¢do na concentragio de meloxicam, descrito como "spring and parachute" °. O
mecanismo ¢ explicado pela presenga do conformador (parte hidrofilica), que apresenta maior
solubilidade que a farmaco, apresentando maior interacdo com as moléculas de agua e,
consequentemente, sendo extraido primeiro da rede cristalina do cocristal para a solucdo. A
desestabilizagdo da estrutura solida provoca um aumento de energia consideravel no sistema,
tendo como consequéncia uma maior solubilidade que a estrutura cristalina do farmaco que ¢
mais estavel. Essa fase de alta energia torna-se a forma estavel ao longo do tempo, diminuindo
a solubilidade.

O cocristal MLX-FUM apresenta maior solubilidade na maior parte do experimento,
com 84% e 33% maior concentracdo de meloxicam em 12 e 18 horas quando comparado ao
IFA. MLX-MLC e MLX-SLY mostraram resultados similares com o fArmaco puro antes de 12
horas e menor concentragdo de meloxicam apos 18 horas, quando comparado ao MLX.

Figura 35. Teste de solubilidade do meloxicam e cocristais (n=3, pH 6,8 e 37 °C).
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3.4 CONCLUSAO

O estudo dos materiais pelas técnicas termoanaliticas estabeleceu o fingerprint dos
cocristais formados. Além disso, a observacdo do comportamento térmico de cada um dos
componentes individuais e em conjunto permitiu visualizar as mudancas nas estabilidades
térmicas devido as interacdes do hidrogénio formadas nos cocristais.

A observacdo e o estudo mais detalhado do MLC permitiu identificar dois produtos de
degradacdo, confirmados por FTIR dos materiais coletados, além da proposi¢do de um
mecanismo de reacdo que explicasse a formagao dos acidos fumarico e maléico.

Os padroes de raios X do pd confirmaram a formagdo de cocristais, e técnicas
espectroscopicas ajudaram a identificar quais localidades permitiam a interagdo entre
coformadores e o IFA. Através da espectroscopia de FTIR e Raman foi possivel observar a
diminui¢do em algumas bandas de absor¢ao, sugerindo que os sistemas formados interagem por
ligacdes de hidrogénio entre os grupos NH, OH e CO nos cocristais.

Os métodos mecanoquimicos em conjunto com os usos dos solventes THF e etanol
mostraram-se eficazes, considerando a facilidade e o baixo custo do método quando
comparados as metodologias que utilizam alto volume de solvente ou alta temperatura para a
formag@o dos cocristais.

O teste de solubilidade dos materiais mostrou que o cocristal MLX-FUM exibiu uma
concentracdo de meloxicam maior em comparagdo com o MLX, mostrando que a
cocristalizag@o pode fornecer solugdes para superar problemas relacionados a farmacos pouco

soliveis em meio aquosos.
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4 EUTETICOS COM SACARINA E ACIDO MANDELICO
4.1 INTRODUCAO

Virios estudos demonstraram as vantagens das formulagdes de medicamentos eutéticos

376971 "mas poucos foram encontrados para o meloxicam 2. O 4cido mandélico (MND) e a

sacarina (SAC) sio comumente usados em sistemas multicomponentes *~® | uma vez que o

7 ¢ 0 SAC ¢é um aditivo alimentar

MND ¢ conhecido como um agente antibacteriano
reconhecido como GRAS e aprovado pelo FDA®. As estruturas moleculares dos sistemas
multicomponentes sdo mostradas na Figura 36.

Figura 36. Estrutura quimica do meloxicam, acido mandélico e sacarina.
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Fonte: Autor.

Dessa maneira, esse capitulo trata da sintese de duas misturas eutéticas envolvendo o
MLX com os componentes MND e SAC através da moagem assistida por solvente. As misturas
foram estudadas em diferentes estequiometrias e o ponto eutético foi encontrado para cada
eutético pelo diagrama de fase bindrio e o tridngulo de Tamman. Os eutéticos foram
caracterizados por técnicas termoanaliticas (TG-DSC, EGA, DSC e DSC-fotovisual), FTIR e
PXRD. O comportamento térmico foi estudado e os videos dos materiais sendo aquecidos estdo
disponiveis eletronicamente. Uma transicdo polimoérfica foi descoberta e estudada para o
eutético MLX-MND. Cada novo sistema foi avaliado por testes de solubilidade, dissolugdo e
higroscopicidade. Os experimentos e analises neste estudo ajudaram a compreender o
comportamento de misturas eutéticas e avalid-los como uma abordagem para modificar
propriedades em farmacos.

Atualmente, esse capitulo se encontra publicado no peridédico “Drug Development and

Industrial Pharmacy””.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Sintese das misturas eutéticas

MLX, MND, SAC e etanol utilizados apresentavam pureza de 99%, enquanto o fosfato
monossodico, fosfato dissddico e laurilsulfato de sodio apresentavam pureza de 99,7%. Todos
os materiais foram adquiridos da Sigma-Aldrich, Brasil.

Misturas de MLX: MND e MLX: SAC (450 mg de massa total) foram moidas usando
o método LAG ® com 112 uL de etanol como solvente. Os diagramas de fase binaria foram
construidos usando misturas preparadas com 0,20, 0,25, 0,30, 0,33, 0,45, 0,5, 0,67, 0,75 ¢ 0,80
razdo molar de MLX. O método LAG foi seguido com n = 0,25 uL/mg (v/m, volume de
solvente / massa total) ¥, As misturas foram moidas a uma frequéncia de 15 Hz por 30 min
usando um Retsch Mixer Mills MM 200 com jarros de 10 mL de ago inoxidavel e uma esfera
de aco inoxidavel de 7 mm. As misturas foram entdo secas a 50 °C durante 8 horas para remover
qualquer solvente residual e armazenadas num dessecador de vidro contendo cloreto de célcio

anidro.
4.2.2 Caracterizacdo dos materiais
FTIR

As analises foram realizadas no espectrofotometro Nicolet iS10, usando o sistema ATR
com janela de Ge, na regido de 3600 a 675 cm’, 32 varreduras por espectro e resolucio de 4

cm’l,

PXRD

Os difratogramas foram obtidos em um difratdmetro Siemens, modelo D500, DIFRAC
PLUS XRD COMMANDER, utilizando uma radiagdo de CuKo (A = 1,54056 A) com
configuragdo 40 kV e 30 mA, sendo as amostras analisadas de 5-50° (20), em uma velocidade

de varredura de 2° min™' (modo de varredura continuo).
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Os experimentos de DSC foram realizados em um equipamento Q10 da TA Instruments.
As andlises foram realizadas sob atmosfera dindmica de nitrogénio, com massa de
aproximadamente 2 mg, em cadinho de aluminio lacrado e perfurado, fluxo de gas de 50 mL

min’,

DSC-fotovisual

As analises foram realizadas no equipamento da Mettler Toledo DSC 1 STARe System
acoplado com uma camera digital OLYMPUS, modelo SC 30, com uma capacidade de captura
de 3.3 megapixel e sensor CMOS com zoom de até 6.5. As condigdes experimentais: ar seco
como gas de purga, com fluxo de 50 mL min’!, razio de aquecimento de 10 °C min™! e massa
de amostra de aproximadamente 2 mg, as amostras foram colocadas em cadinhos de alumina

sem tampa.

TG-DSC

As curvas TG-DSC foram obtidas utilizando um sistema de analise térmica da Mettler
Toledo, modelo TG/DSC 1. A atmosfera de ar e N> como gas de purga a uma vazao de 50 mL
min’!', massa da amostra de aproximadamente 10 mg e cadinhos de a-Al>O3 de 150 uL, razdo

de aquecimento de 10 °C min™! e intervalo de temperatura de 30 — 800 °C.

Andlise dos gases por FTIR

A analise de gases liberados (EGA, do inglés Evolved gas analysis) por TG-FTIR dos
produtos liberados durante a decomposicao térmica foi realizada usando um TG-DSC1 Mettler-
Toledo acoplado a um espectrofotdmetro Nicolet FTIR com uma célula de gas e um detector
DTGS ZnSe. O forno e célula de gas aquecido (250 °C) foram acoplados através de uma linha
de transferéncia de ago inoxidavel de 120 cm, aquecida a 225 °C, com diametro de 3,0 mm, que
foi purgada com ar seco (50 mL min™). Os espectros de FTIR foram registrados com 16
varreduras por espectro a uma resolucdo de 4 cm™. A identificacio dos produtos gasosos foi
baseada nos espectros de referéncia disponiveis no software do espectrometro (OMNIC 8.0) e

dados da literatura.
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Aquecimento filmado das misturas eutéticas

Os videos dos eutéticos sendo aquecidos foram realizados por um sistema adaptado. O
aquecimento foi realizado em um equipamento digital de ponto de fusdo da marca Micro
quimica, modelo MQAPF-302, enquanto a filmagem foi registrada por uma cdmera da marca
Asus, modelo ze55¢ekl. As condi¢des experimentais foram: razdo de aquecimento de 0,5 °C min
!, atmosfera estatica de ar, resolu¢io da cAmera de 480 pixels, 30 frames por segundo e uma

velocidade de video de 7x.

Teste de solubilidade

A solubilidade do meloxicam e dos eutéticos foi avaliado utilizando o método do shaker
81 Um excesso do farmaco (6 mg) foi adicionado a um frasco contendo 2 mL de solu¢do tampao
de fosfato de sddio (pH = 6,8), a mistura foi agitada em um shaker (Kasvi, modelo k80-200)
em uma velocidade de 50 rpm por 24 horas a uma temperatura de 37 °C. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi filtrado através
de um filtro PTFE 0,45 um. As amostras filtradas foram diluidas e a concentracao de meloxicam

foi quantificada por UV 32, Todas as amostras foram realizadas em triplicatas.

Taxa de dissolucdo

O teste de dissolugdo foi realizado usando um sistema de dissolu¢do (Hanson, modelo
SR8-Plus) utilizando o aparato 2 da USP (pa), em uma rotagdo de 75 rpm e temperatura de 37
°+ 0.5 C. As amostras foram adicionadas a uma solucéo tampao de fosfato de sodio (pH = 6.8)
como meio dissolutor **, sendo a condigdo sink mantida durante todo o procedimento. Foram
adicionadas equivaléncias de 15 mg do farmaco a solugdo (27,99 mg para o eutético do acido
mandélico e 22,8 mg para o eutético da sacarina), tendo em vista a propor¢cdo em massa de
53,90% e 65,79%. Os tempos de coleta foram de 0, 15, 30, 45, 60, 120, 240 e 480 minutos,
sendo retirados 500 uL de amostras em cada periodo e compensado posteriormente com uma
nova solugdo tampao 8 As amostras coletadas foram filtradas através de um filtro PTFE 0,45
um e a concentragdo de meloxicam foi quantificada por UV-Vis®2. Todas as amostras foram

realizadas em triplicatas.
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Higroscopicidade

Trés réplicas de cada eutético e do farmaco meloxicam foram armazenadas em
humidade relativa de 98% a temperatura ambiente. A humidade relativa foi preparada
utilizando uma solu¢do saturada de fosfato de amonio em um dessecador *>. A massa das
amostras foi monitorada no dia 1, 2, 3, 4 e 5, considerando que no dia 0 as amostras

apresentavam aproximadamente a massa de 10 mg.

Microscopia eletronica de varredura

As imagens foram coletadas usando um microscopio eletronico de varredura por
emissdo de campo frio (FE-SEM; JEOL modelo 7500 F) a 2 kV, corrente de emissdo de 10 uA,
sonda de corrente de 9 no modo de imagem eletronica secundaria. As amostras foram revestidas
com uma camada de carbono para evitar os efeitos de carga superficial. O tamanho das
particulas foi medido usando o software ImagelJ, versdo 1.52a. O histograma que mostra a
distribuicdo do tamanho das particulas e a frequéncia cumulativa foi gerado contando 150

particulas aproximadamente.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Estudo do ponto eutético para as misturas

DSC ¢ a principal técnica de triagem de formas solidas. As misturas bindrias exibem
dois picos endotérmicos nas curvas DSC, cada pico corresponde a fusdo dos componentes
separados, pois ndo ocorre interagdo entre as moléculas no estado s6lido da mistura fisica. Por
outro lado, a eutética mostra um tnico pico endotérmico em baixa temperatura em comparacao
com as moléculas parentais correspondentes a fusio do sistema**5¢,

MLX, MND, SAC e misturas preparadas pelo método LAG na razdo molar de 0,20,
0,25, 0,30, 0,34, 0,45, 0,5, 0,66, 0,75 e 0,80 de MLX foram analisados pela técnica DSC e as

curvas sao mostradas na Figura 37.

Figura 37. Curva DSC do MLX, SAC, MND, misturas MLX-SAC e misturas MLX-MND em
diferentes propor¢des preparadas pelo método LAG.
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Fonte: Autor
Dados de entalpia e temperatura de fusdo obtidos a partir de curvas DSC foram usados

para construir os diagramas de fase bindrios e o triangulo de Tamman’2. Os diagramas de fase
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foram utilizados para encontrar o ponto eutético de cada mistura, comparando o ponto de fusao
de cada amostra. Um padrdo em forma de V aparece no diagrama de fase eutético como
resultado da transicdo do baixo ponto de fusdo do eutético e sua fusdo congruente em
comparagdo com as misturas fisicas. As duas linhas demonstram os pontos sélido e liquido, as
linhas delimitam as regides em que a mistura ¢ inteiramente solida (abaixo da linha so6lida),
uma mistura de solido + liquido (entre as linhas) ou totalmente liquido (acima da linha liquida)
37, Os valores de entalpia foram usados para tragar o tridngulo de Tamman para confirmar o
ponto eutético previsto em cada fragdo molar. Ocorre um aumento da entalpia até a mistura
eutética, que exibe um valor méximo de entalpia em relag@o as demais fragoes, seguido de uma
diminuicdo 72.

Os diagramas de fase binario e o tridngulo de Tamman sdo mostrados na Figura 38 e
Figura 39. As misturas MLX-MND mostraram um ponto de fusdo comum proximo a 114 °C e
204 °C para as misturas MLX-SAC. A fusdo congruente no diagrama de fase e a inflexdo no
tridngulo de Tamman indicam o ponto eutético. Ambos os resultados indicam fragdo molar de
0,33 de MLX para MLX-SAC e MLX-MND. Os resultados de MLX-MND mostraram uma
forma V distorcida no diagrama de fase devido ao baixo ponto de fusdo do MND, no entanto,
as curvas DSC indicam um baixo ponto de fusdo para a mistura eutética (114 °C) quando
comparado ao MND puro (121 °C), o que ¢ confirmado pelo tridngulo de Tamman. Desta

forma, a fracdo molar de 0,33 MLX para cada componente foi escolhida para caracterizacio e

avaliacdo.
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4.3.2 Caracterizacoes

Os difratogramas de PXRD para MND, SAC, MLX e eutéticos sao mostrados na Figura
40. Os difratogramas da base de dados CCDC* foram comparados aos materiais de partida. O
SAC possui apenas uma forma polimorfica com o grupo espacial P21/c (REFCODE:
SCCHRN) e o MND esta na forma DL com o grupo espacial Pbca (REFCODE: DLMANDO1).
Figura 40. Difratogramas do MLX, SAC, MND, eutéticos e misturas fisicas.
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Fonte: Autor.

O espectro de FTIR de todos os materiais sdo mostrados nas Figura 41 e Figura 42.
Ambos os eutéticos exibem difratogramas e espectros semelhantes em comparagdo com as
misturas fisicas. Esses comportamentos semelhantes sdo explicados pela estrutura cristalina dos
eutéticos, a inclusdo de um componente no outro ocorre intersticialmente ou
substitucionalmente. Como resultado, interagdes coesas e consequentemente a rede cristalina
na forma so6lida eutética geralmente sdo inalteradas e mostram resultados semelhantes para
técnicas espectroscopicas e de difracdo, quando comparadas a resultados dos componentes

iniciais 7.



Figura 41. Espectros FTIR do MLX, SAC, misturas fisicas e eutético MLX-SAC
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Fonte: Autor.

Figura 42. Espectros FTIR do MLX, MND, misturas fisicas e eutético MLX-MND.
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Fonte: Autor.
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As curvas DSC de todos os materiais sao mostradas na Figura 43 e Figura 44. A curva

do MLX mostra um pico endotérmico agudo em 261 °C (AH = 35,0 kJ mol™"). O MND mostra

um pico endotérmico em 121 °C (AH = 25,5 kJ mol') e o SAC mostra um t{nico pico



&9

endotérmico em 227 °C (AH = 26,7 kJ mol™'). Ambos os eventos endotérmicos sdo associados

a fusdo dos compostos e consistentes com os dados reportados na literatura

Figura 43. Curvas DSC para MLX, SAC e eutético MLX-SAC.
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Fonte: Autor.
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Figura 44. Curvas DSC para MLX, MND e eutético MLX-MND.
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O eutético MLX-MND mostra um pico endotérmico em 114 °C (AH = 21,0 kJ mol™),
sendo que esse evento ocorre em temperatura mais baixa quando comparado aos eventos
endotérmicos observados nas curvas DSC dos componentes isolados. O eutético MLX-SAC
mostra um pico endotérmico em 203 °C (AH = 20,5 kJ mol™'), com valores menores em
comparagdo ao SAC e MLX. Esses resultados confirmam a formagao de duas novas fases com
pontos de fusdo inferiores aos componentes isolados, em adicional, a rede cristalina e perfil

espectroscopico sdo semelhantes, enfatizando a formagdo de eutéticos.

4.3.3 Analise térmica

As curvas TG-DSC do MLX, MND, SAC e eutéticos sdo mostrados na Figura 45. A
curva TG do MND mostra que o composto ¢ termicamente estavel até 138 °C. Acima dessa
temperatura, a decomposicao térmica ocorre em trés etapas consecutivas entre 138-273 °C (Am
= 67,06%), 273-321 °C (Am = 26,94%) e 321-577 °C (Am = 6%), correspondente a quatro
eventos térmicos na curva DSC. O primeiro pico endotérmico em 127 °C ¢ atribuido a fusdo do
MND e os picos endotérmicos em 204 °C e 305 °C sdo relativos a decomposigdo térmica do
material. O SAC ¢ termicamente estavel at¢ 160 °C e a curva DSC exibe dois picos
endotérmicos em 230 e 281 °C, relativos a fusdo seguida de volatilizacdo com uma tinica etapa
de perda de massa (Am = 100%). A curva TG-DSC do MLX mostra que o composto ¢
termicamente estavel até¢ 230 °C, sendo que a decomposicdo térmica ocorre em duas etapas
consecutivas entre 230-428 °C (Am = 75,70%) e 428-660 °C (Am = 24,16%). Todos os
compostos apresentam comportamento térmico semelhante descrito anteriormente por Gomes
et al. 8%, Carvalho et al. °° e Fernandes et al. °'.

A curva TG mostra que o eutético MLX-MND ¢ termicamente estavel até 130 °C,
temperatura inferior a ambos os componentes isolados. Acima dessa temperatura, a perda de
massa ocorre em trés etapas consecutivas entre 130-273 °C (Am = 57,90%), 273-454 °C (Am
=30%) e 454-615 °C (Am = 11,86%). A primeira etapa esta associada a degradacdo do sistema
com evaporagao parcial do MND. O pico endotérmico em 119 °C na curva DSC, sem perda de
massa na curva TG, ¢ relativo a fusdo do sistema. O video do material sendo aquecido esta
disponivel na  internet  através do  endereco  eletronico  (Video = 3/4):

https://www.tandfonline.com/doi/suppl/10.1080/03639045.2020.1775633?scroll=top
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A curva TG do eutético MLX-SAC mostra que o sistema ¢ termicamente estavel até
190 °C. Acima dessa temperatura, a perda de massa ocorre em duas etapas consecutivas entre
190-428 °C (Am = 77,55%) e 360-677 °C (Am = 22,27%). O primeiro pico endotérmico em
203 © C ¢ atribuido a fusdo do sistema, seguido pela evaporacdo e degradacao do material, sendo
o video do aquecimento disponivel no endereco eletronico (Video 2/4):
https://www.tandfonline.com/doi/suppl/10.1080/03639045.2020.1775633?scroll=top

A possibilidade de formag@o de solvatos ¢ excluida pelas técnicas de analise térmica

devido a estabilidade térmica de ambos os eutéticos, pela curva DSC que ndo exibe nenhum
evento relativo a dessolvatacdo e pelos espectros de FTIR ou analises de PXRD que ndo
mostram sinais de etanol. Além disso, nenhum traco de etanol é detectado no decorrer da analise
de TG-DSC-FTIR (Figura 46).

Figura 46. Curva gram-schmidt relativa a analise de TG-DSC-FTIR dos eutéticos MLX-SAC
e MLX-MND.
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Fonte: Autor.
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Ap6s 5 dias em um dessecador, as curvas TG-DSC do sistema mostra um novo pico
endotérmico em 73 °C sem perda de massa relativa, sugerindo uma transi¢do polimorfica
(Figura 47).

Figura 47. Curva TG-DSC do eutético MLX-MND ap6s 5 dias.
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Fonte: Autor.
O material foi investigado pelo DSC-fotovisual, o video da transi¢ao esta disponivel no
enderego eletronico (Video 1/4):

https://www.tandfonline.com/doi/suppl/10.1080/03639045.2020.1775633?scroll=top

E possivel observar uma alteragio no solido apos a transicio. O caréter reversivel da
transicao foi observado aquecendo a amostra até 80 °C e analisando com DSC apo6s cada dia
(Figura 48), o pico em 73 °C (AH = 5,6 kJ mol!) aparece apos 5 dias e confirma que a transi¢io
¢ reversivel. A transicao polimorfica (p.t.) foi confirmada pelos padroes de PXRD e espectros
FTIR distintos, que foram adquiridos antes e apds o pico endotérmico em 73 °C, Figura 49. Os
materiais foram nomeados como MLX-MND1 eutético (material com pico endotérmico / antes

da p.t.) e MLX-MND?2 eutético (material sem pico endotérmico / apés p.t.).
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Figura 48. Curvas DSC do eutético MLX-MND tiradas do dia 1 ao 5.
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Na Figura 49, os espectros FTIR sugerem que a p.t. ocorre na parte MND do eutético,
comparando o espectro FTIR do eutético MLX-MND?2 com os componentes iniciais. Os sinais
relacionados a0 MLX ndo se modificam, enquanto que para os sinais relativos ao MND ha
alteracdes na banda referente ao estiramento C=0 em 1708 cm™', que se divide em duas bandas
em 1708 e 1726 cm™!, o estiramento CCC em 887 cm™! muda para 879 cm™' e o estiramento CH
na regido de 3000-2900 cm™! parecem mais evidentes apds o transicdo’?.

O polimorfismo é um fendmeno comum em farmacos®® e ja foi previamente explorado
em sistemas multicomponentes como cocristais e sais *>*4. Porém, existem poucos relatos em
misturas eutéticas. Geralmente, os constituintes iniciais exibem polimorfismo e sdo usados para
estudar diferencas na formacio de eutéticos®®, no entanto, a transicio que ocorre apds a
formagdo da forma sélida é nova, mesmo tendo em vista que esse fendmeno ja € observado em

farmacos devido a alteracdes na temperatura ou umidade'®.
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Figura 49. Espectros FTIR dos eutéticos MLX-MND1 e MLX-MND?2
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Fonte: Autor.

O novo pico observado em 7,44 ° no difratograma PXRD para o eutético MLX-MND2
ndo foi encontrado em nenhum dos treze depositos do banco de dados da CCDC para
polimorfos de MND (REFCODE DLMANDOI a DLMANDI3), sugerindo que a restri¢do
conformacional na forma sélida do eutético resulta em uma nova forma polimorfica para o
MND. Para explorar esse novo polimorfo, o eutético MLX-MND?2 foi avaliada em conjunto
com o eutética MLX-MND1 ¢ MLX-SAC em relacdo a solubilidade, taxa de dissolucdo e

higroscopicidade, comparando os resultados com o farmaco puro.
4.3.4 Teste de solubilidade e dissolucao

A solubilidade e a taxa de dissolugdo tém sido bem reportadas como propriedades fisico-
quimicas que afetam a biodisponibilidade de farmacos. Ambas estdo diretamente
correlacionadas com a concentragdo em solucdo, mas exploram conceitos distintos. A primeira
é um processo termodinidmico e a segunda um processo cinético’®. A solubilidade dos eutéticos
em 24 horas foi comparada com o farmaco puro (Tabela 5). O MLX atinge uma concentragao
de 919 ug mL™! em 24 horas, enquanto os eutéticos mostram um aumento na concentragio de

1,7x (MLX-MND1), 3,1x (MLX-MND?2) e 1,3x (MLX-SAC) em comparagdo ao MLX. A
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solubilidade dos polimorfos eutéticos MLX-MND pode ser explicada em termos de
estabilidade, uma vez que a forma polimorfica menos estavel em temperatura ambiente
(eutético MLX-MND?2) geralmente exibe maior solubilidade quando comparada a forma mais
estavel (eutética do MLX-MND1) %97,

Tabela 5. Solubilidade do MLX e eutéticos apos 24 horas em solug¢do simulada de fluido
intestinal (pH 6,8), n=3.

Amostras Composicio Solubilidade (ng ml!)
MLX - 919+ 8
Eutético MLX-MND1 1:2 (33%) 1581 + 48
Eutético MLX-MND2  1:2 (33%) 2886 + 71
Eutético MLX-SAC 1:1 (50%) 1265 + 69

Fonte: Autor.

A taxa de dissolucdo ¢ um parametro de extrema importancia na area farmacéutica.
Dessa maneira, estudos de dissolucdo in vitro foram realizados para avaliar os perfis de
dissolugdo dos eutéticos e comparar com o farmaco puro, os resultados sdo mostrados na Figura
50. O MLX foi rapidamente dissolvido, com 40% do farmaco liberado em 15 minutos. De
acordo com Cheney et al., os valores estimados de pKa do MLX sdo 4,35 e 1,29%°, o que explica
a rapida dissolugdo do MLX em pH 6,8. A dissolu¢do maxima do MLX foi observada apds 480
minutos, nos quais a dissolucdo foi de 73%.

O eutético MLX-MND?2 demonstrou um perfil de dissolu¢ao mais rapido até¢ 60 minutos
em comparag¢do com os eutéticos MLX-MND1 e MLX-SAC. Aos 60 minutos, os perfis de
dissolugdo dos eutéticos MLX-MND 1 e MLX-MND?2 apresentaram valores semelhantes e sem
diferenca significativa (p > 0,05), depois disso, os eutéticos MLX-MND1 ¢ MLX-MND2
mostram um aumento na concentracao proximo apos 60 minutos, com taxa de dissolucao de 58
e 60% no final do experimento. O eutético MLX-SAC exibiu um comportamento de dissolugéo
lenta, com apenas 7% de dissolug@o nos primeiros 15 minutos e a dissolu¢do maxima de 34%.
Comparado ao farmaco puro, todas as novas formas sdlidas exibiram diferentes taxas de
dissolucgdo. Essas diferencas de resultados podem ser explicadas pelos diferentes padrdes de
empacotamento intermolecular dos sistemas multicomponentes, resultando em energia livre de
Gibbs distinta em relacdo ao MLX e, portanto, caracteristicas e propriedades distintas dos

componentes iniciais>.
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Figura 50. Teste de dissolu¢ao do MLX, MLX-MND1, MLX-MND2 e MLX-SAC em solugéo
simulada de fluido intestinal (pH 6,8), n=3.
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Fonte: Autor.

O comportamento distinto dos eutéticos (alta solubilidade e baixa taxa de dissolucio)
pode ser explicado pela natureza da dissolucdo, uma vez que o processo de dissolucdo ocorre
através da formagdo de novas interacdes entre soluto e solvente, apds a quebra das interagdes
na forma solida. O processo geralmente envolve duas etapas: a solvatagdo e o transporte de
massa. O primeiro ¢ relativo a formacdo de moléculas solvatadas devido a interagdo entre
moléculas do sdlido e o solvente, enquanto o segundo representa o transporte das moléculas do
solvente, que ocorrem entre a interface sélido-liquido e a solugdo. Dessa forma, a dissolu¢io
ndo estd apenas correlacionada a solubilidade, mas também ao processo de transporte”®.

Os resultados de solubilidade e dissolugdo mostram que os eutéticos t€ém um perfil de
liberagdo retardado em relacdo ao farmaco e podem atingir uma concentragdo mais alta no longo
prazo. A alta solubilidade poderia diminuir as doses administradas do farmaco, tentando evitar
ou diminuir efeitos colaterais nocivos em tratamentos, enquanto a taxa de dissolu¢do mais lenta
poderia ser correlacionado com uma liberagdo do farmaco mais prolongada, protegendo o trato
gastrointestinal do efeito irritante de altas concentragdes’®.

As amostras solidas foram coletadas apds o teste de solubilidade e avaliadas por PXRD,
Figura 51. Nao ocorreu alteragdes nos padrdes de difracdo dos eutéticos antes e depois do teste

de solubilidade, indicando que ndo ha formagao ou transformagdo na estrutura cristalina das

amostras durante o teste de solubilidade.
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Figura 51. Difratogramas dos eutéticos MLX-MND1, MLX-MND2 ¢ MLX-SAC antes ¢
depois do teste de solubilidade.
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Fonte: Autor.

Além disso, o tamanho de particula do MLX e os eutéticos foram medidos (Figura 52)
para garantir que a avaliacdo dos materiais sintetizados ndo fosse afetada pelo tamanho das
particulas. O tamanho da particula foi amplamente discutido como um parametro importante
que influencia vérias propriedades dos medicamentos, sendo um indicador de qualidade e
desempenho que influencia as propriedades de compressio e fluxo *~!%!. Particulas menores
possuem maior area de superficie e podem se dissolver mais rapidamente, resultando
frequentemente em uma maior solubilidade. O tamanho médio de todas as particulas das
amostras € de 8,3 mm, com menos de 5% de desvio padréo entre os valores, demonstrando uma
média populacional de particulas proxima para todos os materiais. Dessa maneira, os valores
observadores para os resultados de solubilidade e dissolu¢do ndo apresentaram influencia em

relacdo ao tamanho das particulas.
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Figura 52. Tamanho de particula e frequéncia acumulada do MLX e eutéticos.
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Fonte: Autor.

4.3.5 Higroscopicidade

O ganho de massa dos eutéticos e do MLX em relag@o a higroscopicidade das amostras
quando armazenadas em atmosfera com humidade relativa de 98% ¢ mostrado na Figura 53. O
MLX exibe um aumento mais lento da massa com quase nenhuma alteracao até o dia 3 e uma
variacao de massa de 5,8% no dia 4. O eutético MLX-MND exibe a maior alteragdo de massa,
sendo que o eutético MLX-MND2 apresentou o maior ganho de massa no dia 4, com aumento
de 58,9%. Apods o dia 4, o eutética MLX-MND?2 apresenta uma diminui¢do no valor de massa,
podendo tal efeito ser correlacionado com a transi¢do polimorfica reversivel. A deliquescéncia
ocorre no dia 6 para todos os materiais sintetizados e ndo é observada no MLX. O eutético
MLX-SAC exibe comportamento intermediario quando comparada ao MLX e aos eutéticos
MLX-MND, com aumento de 5,2% no dia 3 e 27,9% no dia 4. Embora a solubilidade e a
higroscopicidade ndo estejam tdo correlacionadas em substancias diferentes, como alguns sais
que exibem um aumento na solubilidade, mas menor higroscopicidade !°2. Existe um padrdo

observado para as amostras analisadas na ordem de solubilidade e higroscopicidade MLX-
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MND 2> MLX-MND 1> MLX-SAC> MLX ao considerar o dia 4 e MLX-MND> MLX-SAC>
MLX no dia 5.

Figura 53. Teste de higroscopicidade do MLX e eutéticos MLX-MND1, MLX-SAC e MLX-
MND2 em 1, 2, 3, 4 e 5 dias, n=3.

16 4@ MLX %
- @-- Eutético MLX-MND1
--@--- Eutético MLX-SAC
1--@- Eutético MLX-MND2 I é
~14
o
E
§ i % """"""""""" §
@ o
=12 §

@ 10 o

10 4 g

Fonte: Autor.

Segundo Cherukuvada e Nangia >’, hi uma tendéncia qualitativa entre o ponto de fusio
do eutético e sua estabilidade higroscopica, onde um ponto de fusdo mais alto do eutético leva
a uma menor tendéncia a higroscopicidade. Comparando a higroscopicidade das formas
eutéticas MLX-MND, observa-se a mesma tendéncia de alteracdo da massa apds 5 dias. O
eutético MLX-SAC apresentou uma menor tendéncia de ganho de massa em relacdo ao MLX-
MND eutético, o que pode estar associado ao fato de o eutético MLX-SAC apresentar uma
temperatura de fusdo mais alta que o eutético MLX-MND, garantindo maior estabilidade. No
entanto, essa correlagdo ndo explica o comportamento de polimorfos que podem ter pontos de
fusdo proximos com higroscopicidade distinta. Uma abordagem melhor considerando ndo
apenas a entalpia (ponto de fusdo), mas também a entropia (organizacdo) desses solidos €
explicada por Thakuria e colaboradores?®. A umidade pode interagir com os s6lidos de quatro
maneiras diferentes: adsorcdo, absorcao, deliquescéncia e incorporagdo da rede. Sob ambiente

de alta umidade, varias camadas sdo formadas pela forte interacdo entre as moléculas de agua
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e a superficie, resultando em instabilidade quimica. Os distintos empacotamentos ou arranjos
conformacionais nos polimorfos podem resultar em interagdes distintas entre a interface solida
e a agua. Dessa maneira, os polimorfos se comportam de maneira diferente quando expostos a

umidade.
4.4 CONCLUSAO

O MND e SAC foram capazes de formar misturas eutéticas com meloxicam pela
metodologia LAG. O tridngulo de Tamman e o diagrama de fases bindrias sugerem a
composicdo eutética ideal de 1:2 para MLX-MND e 1:2 para MLX-SAC. A solubilidade dos
eutéticos foi maior em 24 horas quando comparada ao MLX puro, com uma taxa de dissolugao
lenta até 480 minutos. O eutético MLX-MND?2 apresenta a maior solubilidade em 24 horas e
higroscopicidade no dia 4 em comparagdo a todas os outros materiais. O comportamento
térmico dos eutéticos em relacdo ao MLX apresentou mudancas, com ponto de fusdo e
degradacdo distintos, visualizados por video e analisados pelas curvas TG-DSC e DSC. As
técnicas espectroscopicas ¢ a andlise térmica ajudaram a identificar uma nova forma
polimérfica no eutético MLX-MND. O presente estudo ajuda a entender e explorar eutéticos
desde a sua formagao até a aplicagdo como uma ferramenta para modificar propriedades fisico-

quimicas de farmaco.
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CAPITULO 5 - VALIDACAO DO METODO DE QUANTIFICACAO
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5 VALIDACAO DO METODO DE QUANTIFICACAO
5.1 INTRODUCAO

A espectrofotometria UV-Vis ¢ a principal técnica analitica quantitativa relacionada a
absor¢do de radiacdo UV (180-390 nm) ou visivel (390—780 nm) por espécies quimicas em
solucdo!'®. Essas regides do espectro eletromagnético fornecem energia que d4 origem as
transi¢des eletronicas. Devido a sobreposi¢do das transi¢des vibracionais e rotacionais, o
espectro UV-visivel dos analitos em solugcdo mostra pouca estrutura fina, por esse motivo, a
técnica ndo ¢ comumente usada para identificacdo (embora todas as moléculas tenham um
comprimento de onda de absor¢cdo maxima), mas ¢ uma das técnicas mais amplamente
utilizadas para analises quantitativas. Sob condi¢des experimentais controladas, a quantidade
de radiagdo absorvida pode estar diretamente relacionada a concentragdo do analito na solucao
(lei de Beer). Ele pode ser usado para quantificar espécies organicas (principalmente no UV) e
inorganicas (principalmente no visivel).

Alguns métodos sao reportados na literatura utilizando UV-Vis para a quantificacdo do

104107 "5 que demonstra a aplicabilidade da técnica para a

MLX em diferentes formulagdes
quantificagdo do farmaco.

A validagdo de uma metodologia analitica ¢ uma etapa importante, tendo em vista a
confiabilidade dos resultados obtidos e a reprodutibilidade analitica do método. O
procedimento ¢ realizado analisando diferentes parametros, chamados de figuras de mérito,
como: precisdo, exatiddo, robustez, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
especificidade, seletividade, linearidade entre outros. Vale destacar, que existe diferengas nos
parametros avaliados tendo em vista o tipo de método utilizado, caso seja um procedimento
novo, padrdo, modificado, quando a técnica serd utilizada apenas com carater qualitativo,
quando sera avaliado a concentracdo em niveis elevados ou baixos, sendo os parametros

demonstrados na Tabela 6 segundo normativa da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA)'8,



104

Tabela 6. Parametros analisados em uma validacdo analitica.

] ] o Quantitativo  Quantitativo
Tipo de Método  Novo Padrdo Modificado Qualitativo )
(nivel elevado) (nivel baixo)

Exatiddo v v v x v v
Repetitividade v 4 v x v v
Reprodutibilidade v 4| | x v v
LD | | x v x v
LQ M | M x x v
Linearidade 4 | x x v x
Especificidade v x x v v v
Robustez v x x v v v

v" Obrigatorio; M Serelevante; x  Nao necessario

Fonte: Autor.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade que um método tem de reproduzir resultados diretamente
proporcionais a concentragido do analito, observando uma faixa especifica de trabalho!%. Ela
foi avaliada pela média de trés curvas analiticas com sete niveis de concentragdes (9 pg/mL, 11
ug/mL, 13 pg/mL, 15 ug/mL, 17 pg/mL, 19 pug/mL, 21 ug/mL), sendo realizado a triplicata de

cada ponto.

5.2.2 Seletividade

A seletividade ¢ a capacidade do método de mensurar um composto na presenca de
outros componentes, como produtos de degradagdo, diferentes impurezas, excipientes, entre

outros'%®

. Dessa maneira, a seletividade foi comprovada pela comparagdo da resposta obtida do
MLX e os componentes utilizados: acido mandélico, dcido malico, acido salicilico, acido

fumarico e sacarina.

5.2.3 Exatidao

A exatiddo revela a concordancia entre um determinado valor em relacdo a um valor

referéncia tomado como verdadeiro!?®. A exatidio foi determinada através do calculo da
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concentracdo dos sete niveis descritos na linearidade com seis replicatas para cada
concentracdo. O valor experimental foi comparado com o valor calculado tendo como base a
funcdo da reta obtida. A recuperacdo foi calculada tendo como base o valor observado

experimentalmente divido pelo valor calculado.

5.2.4 Precisao

A precisdo foi avaliada por meio de trés niveis de concentracdes da curva analitica:
baixo (9 pg/mL), médio (13 pg/mL) e alto (19 pg/mL), no mesmo dia sob as mesmas condi¢des

experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista'®®

, sendo realizado seis replicatas
para cada.

A precisdo intercorrida ou intermediaria foi realizada nas mesmas condi¢des, com
analistas diferentes em dias diferentes e consecutivos, sendo realizado seis replicatas para cada.
Os resultados foram analisados através do coeficiente de variacdo. A proximidade entre os
resultados obtidos na repetibilidade e na precisao intermediaria foi verificada, calculando-se o

desvio padrdo (DP) e desvio padrdo relativo (DPR).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os testes referentes a validacdo foram realizados em solucdo tampao de fosfato
de sodio (pH=6.8). O MLX demonstrou um maximo de absor¢do em 366 nm, valor de acordo
com valores previamente reportados'®*,

Figura 54. Espectro de absor¢do no UV da solugdo de MLX.

| 366 nm

Abs.

" T " T .
250 300 350 400
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autor.
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A linearidade final foi calculada tendo como base a média dos valores de trés curvas
analiticas (Linearidade 1, Linearidade 2, Linearidade 3). Os valores relativos as absorbancias,
DP e DPR sdo encontrados nas Tabela 7, Tabela 8, Tabela 9 e Tabela 10. Analisando os dados
das tabelas, o método apresenta uma linearidade em todo a faixa de concentragdo de 0-19
pg/mL, o desvio padrdo relativo foi menor que 5%, possuindo um coeficiente de correlacao
(R?) maior que 0,99, indicando que existe uma correlacdo entre as concentragdes analisadas e
as absorbancias observadas. A equacdo da reta referente a linearidade final é encontrada na

Figura 55.

Tabela 7. Curva analitica referente a Linearidade 1.

ug/ml 1 2 3 Média DP DPR
0 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 3,587
9 0,098 0,098 0,098 0,098 0,000 0,257
11 0,126 0,125 0,123 0,125 0,001 1,009
13 0,145 0,146 0,146 0,146 0,001 0,442
15 0,175 0,179 0,176 0,176 0,002 1,223
17 0,211 0,211 0,208 0,210 0,002 0,812
19 0,230 0,235 0,231 0,232 0,002 1,019

Fonte: Autor.

Tabela 8. Curva analitica referente a Linearidade 2.

ug/ml 1 2 3 Média DP DPR
0 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 0,000
9 0,098 0,096 0,093 0,096 0,002 2,411
11 0,123 0,125 0,127 0,125 0,002 1,492
13 0,143 0,143 0,144 0,143 0,001 0,351
15 0,178 0,177 0,178 0,178 0,001 0,289
17 0,211 0,209 0,209 0,210 0,001 0,397
19 0,231 0,230 0,230 0,230 0,001 0,345

Fonte: Autor.

Tabela 9. Curva analitica referente a Linearidade 3.

ug/ml 1 2 3 Média DP DPR
0 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 0,000
9 0,097 0,099 0,099 0,098 0,001 0,887
11 0,124 0,123 0,124 0,124 0,000 0,352
13 0,144 0,145 0,147 0,145 0,002 1,107
15 0,179 0,178 0,178 0,178 0,001 0,338
17 0,209 0,209 0,210 0,209 0,000 0,199
19 0,230 0,232 0,231 0,231 0,001 0,288

Fonte: Autor.
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Tabela 10. Curva analitica referente a Linearidade Final

ug/ml 1 2 3 Média DP DPR
0 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 1,902
9 0,098 0,096 0,098 0,097 0,002 1,573
11 0,125 0,125 0,124 0,124 0,001 0,431
13 0,146 0,143 0,145 0,145 0,001 0,764
15 0,176 0,178 0,178 0,177 0,001 0,554
17 0,210 0,210 0,209 0,210 0,000 0,192
19 0,232 0,230 0,231 0,231 0,001 0,381

Fonte: Autor.

Figura 55. Curva analitica, equagdo da reta e coeficiente de correlacdo referente a linearidade
final do método de quantificacdo do MLX.

0.250
y =0,01224x - 0,00611
R?=0,99776

0.200
0.150

0.100

Absorbancia

0.050

0.000
0 5 10 15 20

Concentragdo (ug mL?)
Fonte: Autor.
A equacgdo da reta determinada pelo método dos minimos quadrados apresentou os
valores de 0,01224 para o coeficiente angular e -0,00611 para o coeficiente linear.

A precisdo do método entre analistas conforme pode ser observada na Tabela 11 e

Tabela 12.

Tabela 11. Valores de absorbancia para determinar precisdo entre analistas.

Analista 1
ug/ml 1 2 3 4 5 6 Média DP DPR
9 0,095 0,095 0,098 0,097 0,094 0,095 0,096 0,00 1,702
13 0,149 0,140 0,143 0,145 0,149 0,145 0,147 0,00 1,794
19 0,239 0,234 0,236 0,235 0,235 0,230 0,235 0,00 0,705
Analista 2
ug/mi 1 2 3 4 5 6 Média DP DPR
9 0,098 0,098 0,098 0,098 0,098 0,098 0,098 0,00 0,344
13 0,145 0,146 0,147 0,146 0,145 0,143 0,146 0,00 0,931
19 0,231 0,234 0,236 0,238 0,234 0,236 0,236 0,00 0,935
Fonte: Autor.
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Tabela 12. Valores finais de absorbancia para a precisdo entre analistas.

PRECISAO INTERMEDIARIA

9 13 19
ANALISTA 1 0,096 0,147 0,235
ANALISTA 2 0,098 0,146 0,236
Média 0,097 0,146 0,236
DP 0,002 0,001 0,001
DPR 1,751 0,456 0,318

Fonte: Autor.

Em conjunto foi avaliado a precisdo intra e inter dias.

Tabela 13. Precisdo do método inter e intradia.

ug/ml Dia 1 2 3 4 5 6 Média  DP DPR  DPR*
9 1 0,098 0,097 009 0,098 0,097 0099 0,097 0,001 1,196 0.645
9 2 0097 009 0093 0,09 0097 0095 0,09 0000 0832
13 1 0,143 0,144 0,143 0,143 0,146 0,143 0,145 0,001 1,115
0,145 0,425
13 2 ™7, 0145 0144 0143 0144 0143 0144 0000 0,483
19 1 0231 0232 0233 0233 0231 0234 0232 0001 0517 0230
19 2 0231 0234 0233 0233 0233 0231 0233 0001 0448

DPR* = DPR em relacdo a precisdo inter dia.
Fonte: Autor.

Através das analises dos resultados obtidos para precisao, € possivel constatar um DPR
< 5%, indicando a precisdo do método inter dia, intradia e entre analistas.

A exatiddo foi calculada comparando os valores tedricos com experimentais, sendo os
resultados demonstrado na Tabela 14.

Tabela 14. Tabela dos resultados de exatidao.

x (ug/mL) yobs ycal DP Recuperacgdo
0 0.001 0.001 0.000 98%
9 0.099 0.104 0.004 95%
11 0.124 0.129 0.003 96%
13 0.145 0.153 0.006 95%
15 0.178 0.178 0.000 100%
17 0.209 0.202 0.005 103%
19 0.231 0.227 0.003 102%

Fonte: Autor.

Afim de se avaliar a interferéncia dos componentes estudados: MLC, FUM, MND, SAC
e SLC, em relagdo a quantificacdo do MLX, foi observado a absor¢ado de todos os componentes
na faixa de concentragdo entre 250-400 nm (Figura 56). E possivel notar que ndo existe
interferéncia no sinal relativo ao comprimento de onda 366 nm, que ¢ utilizado como

comprimento de onda méaximo para a quantificagdo de MLX.
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Figura 56. Absor¢do UV de todos os componentes estudados na faixa de comprimento de onda
de 250-400 nm.
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MLC
FUM
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— MLX
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Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autor.

5.4 CONCLUSAO

O método de quantificagdo proposto por espectrofotometria UV-Vis se demonstrou
eficaz para a quantificagdo do MLX na faixa de concentragcdo de 9 a 19 pg/ml, sendo linear,
preciso, exato e seletivo para o analito de interesse.

Os componentes estudados nao demonstraram ter interferéncia no comprimento de onda
escolhido para a quantificagdo do MLX (366 nm).

Os resultados obtidos para todos os parametros estudados se demonstraram satisfatorios
tendo em vista o DPR relativo menor que 5%, com valores dentro do estipulado para

quantificagdo de materiais farmacéuticos estabelecido pela ANVISA.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou a efetividade de metodologias que visam alterar a forma
solida de IFAs buscando a melhora de propriedades fisicas e quimicas. Apesar de efetivo, o
processo de triagem por novas formas solidas ainda se demonstra desafiador, muitos parametros
e estudos devem ser realizados até a obtencdo de um material desejado, e apos tal procedimento,
o processo de caracterizagdo e compreensao das interacdes formadas € laborioso até se chegar
em uma classificacdo do solido formado.

Ambas as formas solidas formadas (eutético e cocristal) demonstraram uma
solubilidade aquosa maior frente ao farmaco puro MLX, porém, nem todos os solidos
sintetizados apresentaram um aumento significativo, o que enfatiza a necessidade de sintese
com uma ampla gama de componentes até se chegar no produto farmacéutico desejado.

As técnicas espectroscopicas serviram para entender melhor o processo de interagdo
entre os componentes, enquanto as difratometricas indicavam a formag¢do ou ndo de uma nova
fase cristalina. As técnicas termoanaliticas auxiliaram no processo de triagem, indicando se
houve ou ndo a formacdo de uma nova forma solida através da interacdo dos componentes no
estado solido que levavam a uma modifica¢do no perfil observado nas curvas TG e DSC. Vale
ressaltar, que nenhuma técnica foi utilizada isoladamente, sendo o trabalho para a identificagdo,
classificagdo e compreensdo das formas solidas um conjunto de resultados de diferentes
técnicas analiticas, demonstrando a importancia do conhecimento multidisciplinar dentro da
quimica analitica.

Em relacdo a metodologia de moagem assistida por solvente adotada, foi verificada que
ela se demonstra efetiva, rapida e de baixo custo, tendo em vista outras metodologias reportadas
na literatura que fazem uso de temperatura, solvente e tempo em larga escala.

A quantificacdo por UV-Vis se demonstrou viavel através da analise de diversos
parametros avaliados durante o procedimento de validagcdo do método, demonstrando que os
resultados obtidos sobre a solubilidade aquosa dos materiais sdo confiaveis, precisos, exatos e

reprodutiveis.
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