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RESUMO

O presente trabalho buscou obter/estudar novas formas sélidas do antirretroviral atazanavir
(ATV) a partir de sua mistura bindria com os coformadores manitol (MAN), &cido citrico
(ACT), nicotinamida (NC), &cido nicotinico (ACN), acido mandélico (ACM), eritritol (ERT)
e xilitol (XLT) utilizando métodos mecanico, térmico e de evaporacao lenta de solvente. O
farmaco em questdo pertence a classe dos inibidores de protease que atuam inibindo a
maturacdo dos virus HIV, e como todas as moléculas que compdem esta classe, 0 ATV possui
baixa solubilidade aquosa, e consequentemente, baixa biodisponibilidade. Partindo deste
contexto, o trabalho buscou pela modificacdo da forma soélida de ATV por meio de sintese de
cocristais farmacéuticos para otimizacdo das suas propriedades fisico-quimicas. Entretanto, a
maior parte dos produtos obtidos ao fim da aplicacdo de cada metodologia resultaram em
interacBes de natureza fisica, amorfizacdo ou em algum outro tipo de interacdo quimica
diferente da buscada. O uso das técnicas termoanaliticas, em especial, permitiu investigar o0s
resultados oriundos do método assistido por solvente e mecanoquimicos, bem como
possibilitou a obtencdo de uma disperséo sélida (DS) por meio do emprego de calorimetria
diferencial de varredura (DSC) ciclica. A DS de ATV foi obtida por meio de fusdo simultanea
utilizando a DSC e essa mesma técnica foi indispensavel para a determinacdo de sua
estequiometria. A analise termogravimétrica (TG) forneceu informagdes sobre a estabilidade
térmica de ATV em uma matriz hidrofilica (MAN) demonstrando um aumento em
aproximadamente 17°C em comparacdo ao ATV puro. As técnicas complementares,
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e difracdo de raios-x de p6 (DRXP),
forneceram indicios da formacdo de uma DS em que ATV encontra-se amorfizado por meio
de comparacdo das bandas de absorcdo e dos valores dos picos de difracdo entre o sistema
binério e componentes da mistura analisados isoladamente. A amostra de DS de ATV+MAN
foi submetida a testes de solubilidade e dissolu¢do sob condi¢bes de pH e temperatura
fisiologicas, e os resultados demonstraram que DS obtida comparada ao ATV base livre foi
capaz de aumentar a solubilidade aquosa em aproximadamente 6 vezes no pH que simula o
ambiente estomacal (pH 1,4), em 55 vezes em pH que representa o duodeno (4,5 e 6,8) e em
aproximadamente 23 vezes no pH que simula o pH sanguineo. Comparado ao sulfato de ATV
(ATVs), a solubilidade foi maior nos pH 4,5, 6,8 e 7,5 em aproximadamente 30, 10 e 36
vezes, respectivamente. Através do teste dissolucdo, realizado usando o método USP Il foi
possivel constatar que a DS-ATV exibiu uma taxa de liberacdo que satisfaz os critérios BCS

(>85% em até 30 minutos) no pH 1,4. Assim, de acordo com esses resultados, a DS de



ATV+MAN adquirida neste trabalho pode ser uma alternativa as demais formas de ATV
disponiveis.

Palavras chaves: dispersdo solida; inibidores de protease; atazanavir; solubilidade; teste de
dissolucéo.



ABSTRACT

The present work aimed to investigate new solid forms of the antiretroviral atazanavir (ATV)
from its binary mixture with the coformers mannitol (MAN), citric acid (ACT), nicotinamide
(NC), nicotinic acid (ACN), mandelic acid (ACM), erythritol (ERT) and xylitol (XLT) using
mechanical, thermal and slow solvent evaporation methods. The drug belongs to the class of
protease inhibitors that inhibits the maturation of the HIV virus and, like all molecules in this
class, ATV has poor aqueous solubility, and consequently, low bioavailability. Based on this
context, the research planned to modify the solid form of ATV through the synthesis of
pharmaceutical cocrystals to optimize its physicochemical properties. Most of the products
obtained at the end of each methodology resulted in physical interactions, amorphization or in
some other type of chemical interaction different from the one sought. However, the use of
thermoanalytical techniques allowed not only to investigate results obtained through the
solvent and mechanochemical-assisted method, but also to obtain a solid dispersion (SD)
through cyclic DSC. The SD was obtained by means of simultaneous melting using the
differential scanning calorimetry (DSC) and this same technique was indispensable for the
determination of its stoichiometry. The thermogravimetric technique (TG) provided
information on the thermal stability of ATV in a hydrophilic matrix (MAN) that increased by
approximately 17°C compared to pure ATV. The complementary techniques, spectroscopy in
the infrared region (FTIR) and X-ray powder diffraction (XRD), provided evidence of the SD
formation which ATV is amorphized by comparing the absorption bands and the values of the
diffraction peaks between the binary system and components of the mixture. Sample of
ATV+MAN SD was subjected to solubility and dissolution tests under physiological pH and
temperature conditions, and the results showed that SD was able to increase aqueous
solubility by approximately 6-fold at a pH that simulates the stomach environment (pH 1.4),
by 55-fold at pH that represents the duodenum (4.5 and 6.8) and by approximately 23-fold at
pH that simulates blood pH, compared to ATV free base. Compared to ATV Sulfate (ATVS),
the solubility was higher at pH 4.5, 6.8 and 7.5 by approximately 30, 10 and 36-fold,
respectively. The dissolution test, performed using the USP Il method, showed that DS
exhibited a release rate according BCS criteria (>85% within 30 minutes) at pH 1.4. Thus, the
ATV+MAN SD obtained in this work can be an alternative to other solid forms available of
ATV.

Keywords: solid dispersion; protease inhibitors; atazanavir; solubility; dissolution test.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos insumos farmacéuticos ativos (IFA) representa para a
industria farmacéutica um caminho longo e dispendioso que na maior parte dos casos levam a
resultados poucos promissores. Desde a descoberta de determinada substancia com atividade
terapéutica até sua liberacdo pelas agéncias regulatorias e posterior introducdo no mercado,
existem varias etapas que perpassam por uma série de estudos pré-clinicos e clinicos que
podem demorar entre 10 e 15 anos (WILLMANN et al., 2008). Para exemplificar o quéo
longo pode ser este caminho, de acordo com Willmann et al. (WILLMANN et al., 2008), para
cada novo IFA aprovado nos Estados Unidos pela FDA (do inglés Food and Drug
Administration) a estimativa é de que dez mil compostos em média sdo investigados até a fase
pré-clinica e deste volume total uma média de apenas 5 sdo aprovadas para as fases clinicas.
O tempo médio de todo esse processo € de 14,2 anos (WILLMANN et al., 2008). Por esse
motivo, métodos que buscam melhorar perfis farmacocinéticos sem alterar as propriedades
farmacoldgicas dos IFAs que ja estdo no mercado € uma estratégia bastante atrativa tanto no
ambito de desenvolvimento quanto de pesquisa (EVORA et al., 2016).

Estas estratégias vao desde a modificacéo fisica e molecular a aplicacdo de sistemas
de liberacdo e carreamento de IFAs. Existe uma gama de métodos que podem ser empregados
a depender da natureza molecular destes. Dentre estes métodos pode-se citar a formacao de
sais farmacéuticos (BONGIOANNI et al., 2019), formacdo de nanoparticulas (SHARMA et
al., 2019), amorfizacdo (HESPELER; KALTENBACH; PYO, 2019), micronizacdo (SOSNA
et al., 2019), cocristalizagdo (KUMAR; KUMAR; NANDA, 2018), dispersdes sdlidas (MIR;
KHAN, 2017) dentre outros exemplos descritos na literatura que buscam melhorar a
biodisponibilidade dos compostos com acdo farmacoldgica que possuem baixa solubilidade
aquosa.

Por meio destas estratégias € possivel alterar propriedades fisicas, quimicas, térmicas e
mecéanicas que acabam refletindo em performances mais efetivas de solubilidade, taxa de
dissolucdo, estabilidade quimica, higroscopicidade, compressibilidade, dentre outros
parametros que influenciam diretamente na sua eficacia terapéutica (LU; ROHANI, 2009;
SINGH; WALIA; HARIKUMAR, 2013). A solubilidade aquosa de um composto é um fator
importante a se considerar para garantir maior biodisponibilidade uma vez que a agua é o

principal solvente em sistemas bioldgicos, além do fato de que a baixa solubilidade aquosa de
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um composto também € critério que dificulta a introdugdo deste no mercado (KOROTKOVA,;
KRATOCHVIL, 2014).

O termo biodisponibilidade se refere a quantidade e velocidade com que determinado
IFA atinge a circulagdo sisttmica para alcancar local de acdo terapéutica. O sistema de
classificacdo biofarmacéutica (BCS do inglés, Biopharmaceutics Classification System), leva
em consideracdo dois critérios para classificacdo da biodisponibilidade de farmacos
administrados oralmente: a solubilidade aquosa e a permeabilidade de membranas. Tendo
como base ambos os critérios, os IFAS podem ser classificados o em quatro classes (FIGURA
1) (AMIDON et al., 1995; CHARALABIDIS et al., 2019).

Figura 1 — llustracdo esquemaética do sistema de classificacdo Biofarmacéutica de substancias
bioativas.

M N N

CLASSE 1lI CLASSE |

Alta solubilidade Alta solubilidade
Baixa Alta permeabilidade

\permeabilidade/ \ /
EE N

CLASSE IV CLASSE |l

SOLUBILIDADE

Baixa solubilidade
Baixa
\permeabilidade

Baixa solubilidade
Alta permeabilidade

AN /

- PERMEABILIDADE - +

Fonte: Adaptado de Amidon et al. (1995).

Na literatura a formacdo de dispersdo solida (DS) como estratégia para melhorar
caracteristicas como solubilidade aquosa, aumentar taxa de liberacdo e estabilizar
composicdes farmacéuticas amorfas, ja esta bem consolidada (MIR; KHAN, 2017), e existem
casos de farmacos ja inseridos no mercado que foram aprovados por agéncias regulatorias,

tais como FDA, h& alguns anos. Esse é o caso do medicamento Kaletra®, que se trata de uma
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DS contendo dois inibidores de protease em sua composi¢do Ritonavir e Lopinavir, aprovado
em 2007; Norvir®, uma DS de Ritonavir aprovada em 2010, e um mais recentemente o
Mavyret™, aprovado em 2017, que trata-se de uma DS de Glecaprevir e Pibrentasvir, que séo
antivirais usados no tratamento de hepatite-C crénica (JERMAIN; BROUGH; WILLIAMS,
2018; UTTARO et al., 2021).

Kaletra® é um exemplo que retrata o tipo de melhoria que alcanga com o emprego de
sistema de carreamento. Esse medicamento € um composto farmacéutico formulado com dois
inibidores de protease, lopinavir e ritonavir, administrado oralmente na forma de capsulas ou
de comprimidos (BREITENBACH, 2006; JERMAIN; BROUGH; WILLIAMS, 2018). Os
comprimidos s&o produzidos usando um processo de extrusdo por fusdo onde os compostos
encontram-se dispersos em uma matriz amorfa. Essa dispersdo sdlida amorfa de
Lopinavir/ritonavir, ao ser comparado com as capsulas apresenta uma maior solubilidade
aquosa e maior estabilidade térmica, que refletem tanto nas condi¢cdes de armazenamento
quanto na posologia: os comprimidos além de ndo necessitarem de refrigeracdo representam
duas doses diarias & menos, reduzindo de 6 para 4 doses de 800/200mg (lopinavir/ritonavir)
(BREITENBACH, 2006; UTTARO et al., 2021). A dispersdo solida desses inibidores de
protease contribuiu para que pacientes vivendo com HIV usuérios desse composto
conseguisse a mesma eficiéncia terapéutica com uma menor dosagem diaria e assim, um
tratamento mais simplificado que garante maior adesé&o.

E dentro deste contexto que esse trabalho se propds a pesquisar estratégias para
melhorar a solubilidade aquosa do inibidor de protease, atazanavir (ATV), na tentativa de
propor melhores alternativas as formulagdes atuais, capsulas de 300 e 400 mg em sua forma

de sulfato de atazanavir.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nessa secdo serdo descritos conceitos relativos as classes dos inibidores de protease do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés human immunodeficiency virus) com
énfase no IFA escolhido, Atazanavir, bem como conceitos relativos as estratégias de melhorar

a sua solubilidade, desde a definigdo dos métodos até os mecanismos de sintese.

2.1 INIBIDORES DE PROTEASE

Os inibidores de Protease (IP) do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) sdo uma
classe de farmaco que em associacdo a outros compde a lista dos medicamentos da terapia
antirretroviral (TARV) também conhecidos popularmente como “coquetel anti-HIV”
(BRASIL, 2018). Este virus € responsavel por produzir uma infeccdo caracterizada pelo
enfraguecimento do sistema imunoldgico dos pacientes infectados, resultado do declinio da
contagem de células-T (linfocitos T-CD4+), e do aparecimento de infeccGes oportunistas
(DESAI; LANDAY, 2018; SPERK; DOMSELAAR; NEOGI, 2018)

A atividade antirretroviral dos IP esta relacionada a capacidade que estes possuem de
inibir uma enzima especifica chamada protease que é responsavel por catalisar o processo de
hidrolise das ligacOes peptidicas das poliproteinas Gag e Gag/Pol e partir destas dar origens a
proteinas importantes para a etapa de maturacao do virus HIV. Ao impedir que o0 virus atinja
sua maturacdo, o ciclo de replicacdo viral (FIGURA 2) fica comprometido, resultando na
producdo de particulas virais ndo infecciosas (ABDEL-RAHMAN et al, 2002;
NASCIMENTO et al., 2020).
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Figura 2 — Representagdo esquemaética da replicacdo viral
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Fonte: Nascimento (2020, p.1020).

Para que a replicacdo viral seja controlada € necessario que 0s niveis de
antirretrovirais se mantenham elevados por um periodo prolongado no plasma e nos tecidos.
Isso implica que os medicamentos usados na TARV necessitem de administragdo em altas
dosagens, e em muitos casos, mais de uma vez ao dia. A propria natureza de um IP traz
consigo desafios ainda a serem superados. Por serem semelhantes a um peptideo, a molécula
de um IP apresenta suscetibilidade a protedlise (degradagdo de proteina) e a alta massa
molecular contribui para a baixa solubilidade aquosa da molécula, que consequentemente
diminui sua biodisponibilidade. Estas caracteristicas fazem com que a dosagem terapéutica
seja necessariamente alta e por isso responsavel por produzir varios efeitos colaterais em seus
usuérios (ABDEL-RAHMAN et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2020).

Este é o caso de Atazanavir (ATV), um inibidor de protease usado para o controle de
todas as formas do virus da imunodeficiéncia humana. Ele pertence a classe 1l do Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (BCS, do inglés The Biopharmaceutical Classification
System), o que significa que ATV apresenta baixa solubilidade aquosa e alta permeabilidade
pelas membranas bioldgicas. Além de apresentar baixa biodisponibilidade em funcdo da
natureza pouco solivel da molécula, o ATV por ser administrado via oral possui
biodisponibilidade reduzida em cerca de 60% por sofrer metabolismo rapido de primeira
passagem no figado. Este Gltimo fato é gracas a acdo da glicoproteina-p (P-gP), que é uma
transportadora de membrana relacionada ao gene de multirresisténcia a farmacos (MDR1),
que diminui significativamente a concentracdo do farmaco antes que este atinja a circulacéo
sisttmica (HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010). Sua dose terapéutica diaria
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recomendada a adultos tem sido reportada como capaz de causar hepatotoxicidade, que € um
dano no figado causado por substancias toxicas (SINGH, GURINDER; PAI, 2016), e
nefrotoxicidade, dano a funcédo renal devido capacidade de deposi¢do de cristais em tecidos
renais e urina pelo fato do atazanavir possuir alta excre¢do urinaria associado a baixa
solubilidade aquosa (FROCHOT et al., 2016; HARA et al., 2015).

2.2 ATAZANAVIR
O principio ativo atazanavir (ATV) € um azapeptideo de formula molecular

C3sHs2NsO7 e massa molecular de 704,87 g.mol?, cuja estrutura quimica encontra-se
representada na Figura 3.

Figura 3 — Estrutura quimica do atazanavir
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Ele é produzido pelo laboratério Bristol Myers Squibb, sob a marca Reyataz®, e teve
seu registro aprovado em 2003 na FDA (ABDEL-RAHMAN et al., 2002). Em 2012, o
Reyataz, encontrava-se entre os trés antirretrovirais lideres de vendas globais, dividindo 48%
das vendas no mercado mundial de antirretrovirais com os medicamentos Atripla e Truvada,
ambos da Gilead (SILVEIRA; CORREA; BARROSO, 2016).

Considerado um IFA de segunda geracdo dentro da classe dos inibidores de protease,
juntamente com o lopinavir e o darunavir, o atazanavir teve sua producdo no Brasil efetuada
através da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), que possui o registro valido para o Sulfato de
Atazanavir (SILVEIRA; CORREA; BARROSO, 2016). A recomendacio da dosagem de
atazanavir para adultos dada pela FDA (do inglés, Food and Drug Administration) é de 300
mg quando este estiver em associa¢do a 100 mg de Ritonavir ou de 400 mg ao dia quando
administrado sozinho (NASCIMENTO et al., 2020).
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ATV apresenta natureza lipofilica, com um valor de coeficiente de particdo (logP)
igual a 5,20 (XIA et al., 2012). Sua estrutura cristalina apresenta dimens@es de cela unitaria
a= 15,2650, b=5,8604 e c=21,365, (KADUK; GINDHART; BLANTON, 2020; PATEL et al.,
2018). Em sua estrutura molecular, atazanavir possui quatro doares classicos de hidrogénio,
apresentando constante de dissociagdo acida (Ka) igual 3,98x107°, que equivale ao pK, de 4,4
(BERLIN et al., 2015).

Por se tratar de farmaco imprescindivel no tratamento de pacientes vivendo com HIV,
a busca por estratégias que consigam no fim melhorar a acéo terapéutica pode oferecer aos
usuarios um tratamento que diminua possibilidade de efeitos colaterais em decorréncia de alta

dosagem e um tratamento simplificado, em termos de posologia.

2.3 DISPERSOES SOLIDAS

Dispersdo solida ¢ uma estratégia bastante utilizada quando se trata de aumentar a
biodisponibilidade de farmacos que possuem baixa solubilidade aquosa (BHUJBAL et al.,
2021). O termo dispersédo sélida (DS) refere-se a um grupo de produtos solidos constituidos
por, pelo menos, dois componentes diferentes, geralmente uma matriz hidrofilica, também
chamada de carreador, e um farmaco hidrofébico. Essa matriz pode se apresentar como um
material tanto de natureza cristalina quanto de natureza amorfa, onde o farmaco encontra-se
disperso em particulas cristalinas (FIGURA 4a), amorfas (clusters) (FIGURA 4b) ou disperso
em nivel molecular (FIGURA 4c) (VAN DUONG; VAN DEN MOOTER, 2016).

Figura 4 — Representagao esquematica dos arranjos fisicos de uma dispersao solida

(a) Cristalino (b) Amorfo (¢) Molecularmente
disperso

Fonte: Autora (2022).
Legenda: a) cristalino;
b) amorfo;
c) molecularmente disperso.
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As DS cristalinas sdo aquelas constituidas por componentes cristalinos, tanto a matriz
quanto o farmaco. As misturas eutéticas sdo um exemplo de DS cristalina (SINGH, G et al.,
2017). As DS com arranjo fisico amorfo sdo aquelas em que um ou ambos 0s componentes da
composicdo se encontram em estado amorfo. Quando o farmaco cristalino esta disperso em
uma matriz amorfa, a DS é classificada como uma suspensédo vitrea cristalina e suspensao
vitrea amorfa quando ambos 0s componentes sdo amorfos. Ja quando o farmaco em estado
amorfo se encontra disperso em uma matriz cristalina, a classificacdo da DS é autoexplicativa,
precipitacdo amorfa em matriz cristalina. Por ultimo, as chamadas solugdes sélidas séo
aquelas em que o farmaco estd molecularmente disperso (THIRY et al., 2016).

Além da classificacdo com base nos arranjos fisicos, as DS podem ser classificadas
como sendo de primeira, segundo ou de terceira geracdo com base no tipo de carreador
utilizado na composigéo de sua formulagdo (AWAD et al., 2018). As DS de primeira geragédo
sdo aquelas preparadas com materiais cristalinos tais como nicotinamida (bases organicas),
manitol (acucares) e cido nicotinico (&cidos orgénicos). As de segunda geracdo, ou ainda
dispersdo solida amorfa, sdo aquelas preparadas com polimeros em geral de grau alimenticio,
seja de origem natural ou sintética, como etilcelulose, polietilenglicol, polivinilpirrolidona
(PVP), ciclodextrina dentre outros. Por fim, as DS classificadas como de terceira geracao sao
aquelas constituidas por agentes tensoativos, auto emulsificantes tais como Poloxamer 188,
Tween 80 e Gelucire® 44/14 (MIR; KHAN, 2017).

A biodisponibilidade de farmacos de administracdo oral quando disperso em um
carreador (matriz) tende a ser maior em decorréncia de alguns fatores: aumento da
solubilidade aquosa e da taxa de dissolucdo do farmaco em virtude da diminuicdo da natureza
hidrofdébica gracas a matriz hidrofilica e a extrema reducdo da particula do farmaco, podendo
alcangas totalmente ou parcialmente o nivel molecular (MIR; KHAN, 2017; SCHITTNY;
HUWYLER; PUCHKOQOV, 2020). No caso das DS, suspensdo vitrea amorfa e precipitacdo
amorfa, a maior liberacdo do farmaco também esta relacionada ao fato de que o IFA em
sistema amorfo ndo requer nenhuma energia para quebrar a rede cristalina durante o processo
de dissolucdo (MANKAR; RACH, 2018; THIRY etal., 2016).

A metodologia relativamente simples de sintese de uma DS é um ponto bastante
atrativo que contribui para seu uso recorrente. DS podem ser obtidas por meio de fuséo,
solvente, fusdo-solvente, entre outros (THIRY et al., 2016). Ndo é incomum que dispersdes

solidas preparadas usando carreadores cristalinos (DS de primeira geracdo) produza uma
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mistura eutética, quando IFA e carreador cristalizam simultaneamente em uma determinada
composicao. Isso significa que a mistura eutética pode ser um resultado alternativo durante o
processo de preparo de uma DS (SINGH; WALIA; HARIKUMAR, 2013; SINHA et al.,
2010).

2.4 EUTETICOS

Considerando que a formacdo de eutéticos € uma possibilidade durante a etapa de
sintese de uma DS em que ambos os componentes sejam cristalinos, essa secdo se destina
discorrer um pouco sobre eles.

Os eutéticos formam uma classe de compostos que compreendem desde ligas
metalicas, que sdo bastante conhecidas e possuem diversas aplicacbes em nosso dia a dia,
incluindo uma serie de medicamentos produzidos pela industria farmacéutica. De maneira
geral, as misturas eutéticas sao aquelas obtidas a partir da unido de dois componentes que nao
sdo misciveis entre si no estado solido, mas que quando em estado liquido se comportam
como uma substancia pura, apresentando a caracteristica de ter um Unico ponto de fusdo em
temperatura menor do que o0s pontos de fusdo dos componentes puros (ASKELAND;
WRIGHT, 2013). A formacdo deste é dada a partir de uma proporcao especifica entre seus
componentes que é denominada composi¢do eutética.

A definicdo proposta por Cherukuvada (2016) aproxima bastante as misturas eutéticas
de uma classe de materiais cristalinos, 0s cocristais, uma vez que para o autor a definicdo dos
eutéticos “sdo compostos cristalinos multifasicos de dois ou mais elementos ou compostos
diferentes em uma razdo estequiométrica fixa”. Como a razdo estequiométrica de uma mistura
eutética é fixa, existe a possibilidade de mistura em proporcdes distintas seja capaz de
produzir um eutético e um cocristal.

Na literatura € comum a publicacdo de trabalhos que relatam a obtencdo tanto de
cocristais e eutéticos farmacéuticos durante processo de otimizagdo da forma solida a partir da
mistura binaria contendo pelo menos um IFA. Isso ocorre, segundo Cherukuvada e Nangia
(2014), por cocristais e eutéticos serem duas possibilidades dentro de um mesmo processo de
cocristalizacdo, gracas a parametros que dizem respeito a natureza dos componentes presentes
no sistema como compatibilidade supramolecular, tamanho, estrutura molecular, e ainda a

fatores externos como pressdo, temperatura, 0 meio (solvente). E no fim das contas, tanto
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cocristais quanto eutéticos se apresentam como solidos cristalinos multicomponentes e
oferecem aplicacOes promissoras na area farmacéutica (CHERUKUVADA; NANGIA, 2014).

2.5 COCRISTAIS

Embora exista um desafio para definir de forma mais especifica o que vem a ser um
cocristal (BOND, 2007; ROCHA et al., 2016), a proposta trazida pela FDA descreve de forma
mais geral um cocristal como sendo “um so6lido cristalino multicomponente composto por
dois ou mais componentes dentro de um mesmo reticulo cristalino onde os componentes estdo
em seu estado neutro e interagem via interagdes nao idnicas” (THIPPARABOINA et al.,
2016). Para um cocristal farmacéutico Almarsson e Zaworotko (2004) propuseram que
“cocristais sdo aqueles que se formam entre um IFA e um coformador, também chamado de
formador de cristal, que em condigdes ambientais sdo sélidos. Esta definicdo ndo se limita a
dois componentes, pois cocristal pode ser multicomponente”.

Para a obtencdo de um cocristal farmacéutico € necessario a presenca de pelo menos
dois componentes, sendo eles um IFA e um coformador como ilustrado na Figura 5, embora
cocristais farmacéuticos contendo mais de um IFA e mais de um coformador estdo
comumente descritos na literatura (THIPPARABOINA et al., 2016). Estes componentes sao
mantidos por interacBes ndo covalentes como interagdes de van der Waals, interagdes m- ,
interacdes de halogéneo, mas principalmente por ligacdes de hidrogénio que ocorrem entre 0s
grupos funcionais da estrutura que apresenta atividade farmacoldgica e do coformador
(KUMINEK et al., 2016; MUKHERJEE; TOTHADI; DESIRAJU, 2014).

Figura 5 — Representagdo esquematica de um cocristal farmacéutico
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Fonte: Autora (2022).
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Os coformadores, também chamados de agentes cristalizadores, sdo muito versateis
pois além da vantagem de serem acessiveis, contam com uma ampla gama de moléculas que
engloba vitaminas, adogantes, excipientes farmacéuticos, aminoacidos e varias substancias
alimenticias que ndo oferecem risco quanto a ingestdo pois sdo reconhecidas como seguras de
acordo com a lista GRAS (do inglés Generally recognized as safe) que é regulada pela FDA
(MIROSHNYK; MIRZA; SANDLER, 2009). Tamanha diversidade de coformadores implica
em uma série de possibilidades para sintese de cocristais farmacéuticos, e como isso, amplia
as caracteristicas que um IFA pode adquirir e/ou otimizar na medida em que se varia 0s
componentes do seu sistema uma vez que cada coformador apresentard uma caracteristica
fisico-quimica diferente. Além de composicdes distintas, cocristais também podem ser
constituidos por diferentes estequiometrias que interferirdo no arranjo das moléculas e,
consequentemente, em diferentes empacotamentos cristalinos (MIROSHNYK; MIRZA,;
SANDLER, 2009).

O aumento da solubilidade aquosa de um cocristal é resultado do balango entre a
solvatacdo dos componentes e da forca de rede cristalina (KUMINEK et al., 2016). A
insercdo de um coformador na rede cristalina pode favorecer a solubilidade por alterar as
caracteristicas superficiais do cristal devido sua natureza hidrofilica e ainda promover a
diminuicdo da energia de rede cristalina. Outra questao interessante é o fato dos coformadores
serem constituidos por moléculas ionizaveis, tais como moléculas acidas, basicas e anfoteras
que oferecem aos cocristais a habilidade de modular a solubilidade em funcéo da variacdo pH
do meio (BETHUNE et al.,, 2009). De acordo com BETHUNE et al. (2009), existem
cocristais que em determinado pH apresenta solubilidade aquosa até 1000 vezes maior quando
comparado ao IFA isolado. O contrario também foi observado, onde em funcdo do pH o
cocristal apresentou performances de solubilidade menor que a do IFA isolado (CHEN;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2018).

De forma geral, cocristais se apresentam como uma alternativa promissora por
proporcionar maior estabilidade com relacdo & armazenamento e umidade devido sua forma
cristalina, a capacidade de formar cocristais a partir de moléculas de IFA pouco ionizavel ou
ndo ionizavel, a auséncia de necessidade em produzir ou quebrar ligacbes covalentes no
processo de sintese, a melhoria de propriedades fisico-quimicas sem comprometer a atividade
farmacoldgica do IFA e ainda possuir menor propensdo a sofrer transicbes de fase.
(BAVISHI; BORKHATARIA, 2016).
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Como ainda ndo esta elucidado como a formacao dos cocristais sdo formados, ou seja,
ndo se sabe exatamente se ha fases intermediarias durante o processo de cocristalizagdo, 0s
métodos usados ainda sdo de natureza empirica, e dentre eles estdo os métodos assistido por
solvente, térmico, mecanoquimicos (KARAGIANNI; MALAMATARI; KACHRIMANIS,
2018; KUMINEK et al., 2016).

2.6 METODOS DE SINTESE

Neste trabalho foram utilizados métodos descritos na literatura que satisfaziam tanto a
sintese de cocristais quanto a producdo de dispersdo sélidas que se baseiam nos métodos
assistidos por solvente e métodos térmicos.

Os métodos assistidos por solvente sdo bastante frequentes na sintese de cocristais e se
fundamentam no processo de cristalizacdo por meio de evaporacdo lenta de solvente. Neste
método ambos os componentes, IFA e coformador, sdo dissolvidos em raz0es
estequiométricas especificas em um solvente em que os dois sejam soliveis, e sdo entdo
deixados para evaporagdo completa do solvente (CHIARELLA; DAVEY; PETERSON,
2007). Na produgdo de dispersdes solidas, os metodos que envolvem solvente sdo aqueles em
que carreador e IFA sdo dissolvidos em um solvente em comum seguido de etapas de
evaporacdo deste que podem variar entre lenta, rapida, a vacuo e rotativa (HU; LOU;
HAGEMAN, 2018). Esse método é empregado quando os componentes da dispersao solida
merecem uma atenc¢do especial devido sua baixa estabilidade térmica.

Os métodos térmicos consistem na obtencdo de um cocristal a partir do resfriamento
simultaneo de dois compostos fundidos (PERPETUO et al., 2017), sendo realizados por meio
de microscopia hot-stage chamado de método de Kofler (BERRY et al., 2008) e por extrusdo
a quente HME (do inglés, hot-melt extrusion) (LIU et al., 2012). O método HME também
pode ser utilizado para produzir dispersdes sélidas por meio da fusdo da mistura fisica de IFA
e carreador/carreadores. Esse método usa a técnica que é atualmente a mais empregada na
industria devido a sua escalabilidade (THIRY et al., 2016). O método utilizando DSC ciclica
€ um método baseado tanto no metodo Kofler quanto no HME, que é um método eficiente
tanto como método de triagem e selecdo de substancias para sintese quanto para sintese de
cocristais escala reduzida. Embora ndo seja um método comumente descrito na literatura, sua
aplicacdo apresenta vantagens frente ao demais métodos um vez que DSC ciclica permite

investigar possibilidades de sintese a partir de uma quantidade pequena (cerca de 2 mg) de
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precursores, e que apds éxito, pode ser escalonado para producao industrial. Além deste, para
dispersbes solidas ainda existem os métodos fusdo-solvente, que unem um pouco de cada
método: mistura-se o carreador fundido ao farmaco dissolvido em solvente adequado e, entéo,
deixado para evaporacdo seguida de solidificacdo da DS (PATEL et al., 2018). Ndo é
incomum que as dispersdes solidas preparadas usando carreadores cristalinos (DS de primeira
geragdo) produzam uma mistura eutética quando IFA e carreador cristalizam-se
simultaneamente em uma determinada composicao. Isso significa que a mistura eutética pode
ser um resultado alternativo durante o processo de preparo de uma DS (ASHOL, et al, 2018;
ARGADE, 2013).

Por fim, os métodos mecanoquimicos sdo aqueles que consistem na indugdo de
reacbes de componentes em estado solido por meio de energia mecéanica produzida por
moagem. Este método tem se tornado cada vez mais popular na sintese de cocristais em
especial por ser sustentavel ja que necessitam de muito pouco ou nenhum uso de solvente,
serem rapidos e dispensar controle de temperatura (DOUROUMIS; ROSS; NOKHODCHI,
2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Melhorar solubilidade aquosa e taxa de dissolucdo de Atazanavir a partir da obtencéo
de nova forma solida por meio de método térmico (DSC ciclico), assistido por solvente e/ou

moagem assistida por liquido (LAG, do inglés liquid-assisted griding).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sao objetivos especificos deste trabalho:

a) avaliar a reprodutibilidade do método empregado;

b) realizar caracterizacéo fisico-quimica das novas formas solidas obtidas;

c) investigar a solubilidade das novas formas sélidas;

d) comparar a solubilidade das novas formas solidas adquiridas com o inibidor de

protease puro.
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4 MATERIAIS E METODOS

O sulfato de atazanavir (ATVs — CssHsaNsO1:S, MM: 802,9 g.mol™) usado neste
trabalho foi doado pelo Instituto de Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos) da Fundagédo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. Para a obtencdo das novas formas sélidas foram
selecionados 8 coformadores para a sintese sendo eles: nicotinamida P.A. (NC -
CeHsN20, MM: 122,12 g.mol?) da Supelco, manitol P.A. (MAN — CsH140s, MM: 182,17
g.mol) da Vetec, acido citrico P.A. (ACT — CsHsO7, MM: 192,12 g.mol') da Exodo
Cientifica, cido mandélico P.A. (ACM — CgHgO, MM: 152,15 g.mol™) da Supelco, &cido
nicotinico P.A. (ACN — CgHsNO2, MM: 123,11 g.mol™) da Supelco, glicina (GLI — C2HsNO;,
MM: 75,07 g.mol?) 99,7% da GE Healthcare, eritritol adquirido na FarUni (Farmécia
Universitaria da UNIFAL-MG) (ERT — C4H100s, MM: 122,12 g.mol™) e xilitol (XLT —
CsH120s, MM: 152,15 g.mol?) adquirido na FarUni (Farmacia Universitaria da UNIFAL-
MG).

Foram usados ainda os solventes metanol anidro (CHzOH, MM: 32,04 g.mol) 99,8%
de pureza de Macron Fine Chemicals, etanol P.A. (CH3CH.OH, MM: 46,07 g.mol™?) 99,5%
de pureza da Proquimios, acetato de etila P.A. (CsHsO2, MM: 88,12 g.mol™) adquirido da
Synth.

4.1 CARACTERIZACAO

A caracterizacdo de componentes presentes nesta dissertacdo foi uma etapa importante
durante todo o processo, desde a selecdo dos materiais precursores até a etapa de analise dos
materiais obtidos.

4.1.1 Anélise Termogravimétrica (TG)

Considerando que tanto para dispersdao solida quanto para cocristais uma das
metodologias utilizadas inclui a fusdo dos materiais presentes na mistura fisica, foi necessario
determinar a estabilidade térmica do IFA e demais materiais cristalinos por meio de andlise
termogravimétrica. Sendo assim, foram obtidas curvas TG a partir do sistema Termobalanca
TG/DTA D600 (TA Instruments, Estados Unidos), locado no Laboratorio Interdisciplinar de

Quimica, LablQ, UNIFAL-MG. Para isso, cerca de 10,0 mg de cada material colocada em
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cadinho de o-alumina foi submetido a aquecimento controlado em uma razdo de 10°C.min™,
sob atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min. Dado a natureza organica
das substancias avaliadas, a faixa de temperatura empregada foi de 40 a 600°C para todos,
exceto ATV em que a faixa foi de 40 a 1000°C,

4.1.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A analise calorimétrica foi a técnica termoanalitica mais utilizada neste trabalho, usada
tanto na caracterizacdo dos compostos puros quanto na etapa de triagem dos resultados que se
apresentavam como 0S mais promissores.

As curvas DSC foram obtidas a partir do instrumento DSC Q20 (TA Instruments,
Estados Unidos), calibrado usando padréo de indio, alocado no Laboratério Interdisciplinar de
Quimica — LablQ, UNIFAL-MG. Nestes experimentos, cerca de 2,0 mg de cada amostra foi
inserida em cadinho de aluminio selado com tampa perfurada e submetido a aguecimento
controlado de razdo de aquecimento de 10°C.min, sob atmosfera dindmica de nitrogénio com
fluxo de 50 mL.min. A faixa de temperatura foi de 40 a 220°C para todos 0s compostos,
exceto para glicina e acido nicotinico, onde a faixa de temperatura precisou ser ampliada até
300°C.

4.1.3 Espectroscopia Vibracional da regido do Infravermelho (FTIR)

As andlises FTIR (do inglés, Fourier transform infrared spectroscopy), foram usadas
tanto na caracterizacdo dos componentes puros quanto nas formas solidas obtidas. Os
espectros de infravermelho foram adquiridos utilizando o espectrofotometro NicoletiS50
FTIR (Thermo Scientific, Estados Unidos) alocado no Laboratério de Analise e
Caracterizacdo de Farmacos — LACFar, UNIFAL-MG, equipado com acessério ATR de
diamante monolitico de reflexdo Unica e dispositivo de alta pressdo. A regido de varredura
para cada espectro foi compreendida entre 400-4000 cm™, e na analise foi empregando 32
varreduras por espectro com resolucdo de 4 cm™. As medigbes foram normalizadas e

registradas em transmitancia.

4.1.4 Difratometria de Raios-x de p6 (DRXP)
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As andlises difratométricas foram utilizadas para a obtencdo do padrdo de difracéo
apenas das amostras que foram consideradas com resultados promissores. Assim, as medidas
de DRXP foram executadas em um difratbmetro de raios-x Ultima IV (Rigaku, Japéo)
alocado no Laboratorio de Cristalografia, UNIFAL-MG, em temperatura ambiente (25°C),
sob radiagdo de Cu-Ka (A =1.5406 A), com voltagem de 40 kV e corrente elétrica de 30 mA.
Os padrdes de difracdo das amostras foram obtidos com varredura de raios-x de angulo aberto
20 entre 5° e 80° e velocidade 0,02°/5s (FUKUSHIMA et al., 2007).

4.2 OBTENCAO DE ATAZANAVIR LIVRE A PARTIR DE SULFATO DE
ATAZANAVIR

Sulfato de atazanavir foi o IFA de partida utilizado neste trabalho. Por tratar-se de um
sal, para a sintese de cocristais em especial, seria necessario que o IFA estivesse em sua forma
cristalina e ndo em associacdo ao ion sulfato. Assim, antes de submeter o IFA a qualquer
tentativa de sintese, primeiro foi necessario realizar a separagdo do ATV de seu contraion.

Em busca de trabalhos disponiveis na literatura, verificou-se que Indulkar et al. (2015)
obtiveram o ATV livre em sua forma amorfa a partir do sulfato de atazanavir. Entretanto, o
procedimento empregado pelos autores ndo poderia ser usado ja que era necessario o ATV
livre na forma cristalina. Sendo assim, foi necessario desenvolver uma metodologia por meio
de extracdo liquido-liquido para adquirir a forma cristalina do ATV, considerando também o
grau de pureza alcancado.

Inicialmente, realizou-se um teste rapido de solubilidade, em temperatura ambiente, do
sal sulfato de atazanavir em solventes com diferentes graus de polaridade (metanol, acetato de
etila e hexano). Este teste foi realizado adicionando uma quantidade de 5,0 mg do sulfato de
atazanavir em 10,0 mL dos solventes contidos em béqueres separados e, entdo, com auxilio de
um bastdo de vidro agitou-se a solu¢do. No béquer contendo metanol o sal foi totalmente
dissolvido. No béquer contendo acetato de etila o sal foi dissolvido deixando o solvente turvo,
sugerindo a presenca de particulas em suspensdo. No béquer contendo hexano o sal foi
parcialmente dissolvido restando corpo de fundo. Devido a alta miscibilidade de metanol em
agua, o acetato de etila foi escolhido para realizar a extracao liquido-liquido.

Antes de iniciar a extragdo, pesou-se uma massa de 2,0012 g do sal e dissolveu-a em
100,0 mL de acetato de etila usando béquer de 150 mL. Em seguida, transferiu-se o volume

total para um funil de separacdo tipo pera. No funil adicionou-se 25,0 mL de &gua destilada,
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misturou-se vigorosamente abrindo a torneira da pera nos intervalos de agitagcéo para aliviar a
pressdo e, entdo, aguardou-se por 3 minutos até que duas fases bem definidas fossem
visualmente perceptiveis. A fase aquosa ficou na parte inferior, sendo extraida do funil. Nesta
fase realizou-se teste qualitativo de pH com auxilio de uma fita indicadora de pH que
inicialmente apresentou valor proximo de 2,0. O pH &cido era esperado ja que o contraion
sulfato € uma espécie quimica que se origina do acido sulfdrico. Assim, repetiu-se esse
processo por mais trés vezes até que o pH da fase aquosa ficasse proximo a neutralidade. A
fase organica foi coletada e, entdo, removeu-se a agua remanescente com a adi¢do de 10,0003
g de sulfato de magnésio anidro. A solucdo contendo a fase organica foi deixada em capela
por trés dias até que todo o solvente fosse evaporado, obtendo-se um p6 branco opaco. Esse
poé branco foi novamente dissolvido em 100,0 mL de metanol, o béquer foi tampado com
plastico filme com pequenos furos e deixado sobre bancada, em temperatura ambiente, para a
recristalizagdo. Esta Ultima etapa durou cerca de 5 dias. Os cristais obtidos foram transferidos
para um almofariz de agata e delicadamente moidos até que atingisse um aspecto homogéneo
de pd fino colocado em frasco de vidro com tampa e acondicionado em geladeira para

posterior caracterizagéo.

4.2.1 Etapa de obtencado das novas formas solidas

Para a formacdo das novas formas do atazanavir, foram realizados ensaios usando
aproximadamente 30,0 mg da mistura binaria de atazanavir base livre e coformadores nas
razGes equimolares de 1:1, 1:2 e 1:3 (mol/mol) para os métodos de evaporacdo lenta de
solvente. Para a sintese pelo método de fusdo (DSC ciclica) foi usado uma massa menor de
2,0 mg de mistura binéria nas trés razdes equimolares dos coformadores GLI, ERT, MAN e
XLT. Para a sintese mecanoguimica usou-se mesma quantidade, porém apenas na razao
estequiomeétrica 1:1 (mol/mol) para os mesmos coformadores. A relacdo das massas utilizadas
esta descrita na Tabela 1.

Inicialmente foram testadas estas proporcdes estequiométricas na sintese de cocristais
pelo método térmico (DSC ciclica) mas que no decorrer do desenvolvimento do trabalho

houve a necessidade de investigar outras proporcoes.
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Tabela 1 — Relacdo de massa entre atazanavir base livre e dos coformadores empregada na obtencdo das novas

formas sélidas.

(continua)

Coformadores Razao molar Massaarv (mg) Massacor (MmQ)
1:1 23,7 6,3
Manitol (MAN) 1:2 19,8 10,2
1:3 16,9 13,1
1:1 238 6,2
Ac. Citrico (ACT) 1:2 194 10,6
1:3 16,9 131
1:1 25,6 4,4
Nicotinamida (NC) 1:2 22,3 7,7
1:3 19,8 10,2
1:1 25,5 4,5
Ac. Nicotinico (ACN) 1:2 22,2 7,8
1:3 19,7 10,3
1:1 24,7 53
Ac. Mandélico (ACM) 1:2 20,9 9,1
1:3 18,2 11,8
1:1 27,1 2,9
Glicina (GLI) 1:2 24,7 5,3
1:3 22,7 7,3
1:1 25,6 4.4
Eritritol (ERT) 1:2 27,8 2,2
1:3 19,7 10,3
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Tabela 1 — Relacdo de massa entre atazanavir base livre e dos coformadores empregada na obtencdo das novas
formas solidas.
(concluséo)

Coformadores Raz&o molar Massaarv (mg) Massacor (MmQ)
1:1 24,7 5,34
Xilitol (XLT) 1:2 20,9 9,1
1:3 18,2 11,8

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

A seguir serdo descritas as trés metodologias empregadas neste trabalho, baseada nos
trés métodos de sintese mais encontrados na literatura: assistido por solvente, térmico e
mecénico (KUMINEK et al., 2016).

4.2.2 Método evaporacao lenta de solvente

A metodologia utilizada foi baseada no procedimento adotado por VVan Eerdenbrugh et
al. (2010), com algumas modificagdes. Entretanto, inicialmente, realizou-se um ensaio de
solubilidade feito por meio de agitacdo manual em tubos de ensaio empregando 5,0 mL de
solvente para cerca 1,0 mg de cada coformador e ATV separadamente. Os solventes utilizados
foram etanol, metanol, acetato de etila e hexano. Dentre os solventes testados o que
apresentou melhor desempenho em solubilizar tanto ATV quanto coformadores foi 0 metanol
e, portanto, este solvente foi escolhido.

Apos a definicdo do solvente, foram adicionados em frascos de vidro a quantidade de
30,0 mg da mistura de Atazanavir e coformador nas propor¢ées conforme descrito na Tabela
1 e, em seguida, adicionados 10,0 mL de solvente. Em seguida, os frascos de vidro foram
tampados, vedados com parafilme e, entdo, colocados em banho maria a 60°C e deixados por
um periodo de 18h. Apos esta etapa, os frascos foram destampados e cobertos com uma
camada de filme pléastico com pequenos furos, e deixado por 7 dias a temperatura ambiente

em capela para evaporacéo lenta do solvente.

4.2.3 Método por fusédo da mistura fisica
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O método por fusdo foi realizado por meio da técnica de DSC utilizando a massa de
aproximadamente 2,0 mg das misturas binarias nas razdes estequiométricas 1:1, 1:2 e 1:3
(mol/mol) citadas na Tabela 1. Para isso, as misturas binarias foram colocadas em cadinho de
aluminio fechado com a tampa perfurada e submetidas as condicGes descritas na se¢do 4.1.2.
O diferencial neste método é que se realizou a andlise em ciclo, de forma a acompanhar os
eventos endotérmicos e exotérmicos no resfriamento e no reaquecimento apos fusdo dos dois
componentes presentes na mistura. No ciclo as misturas foram aquecidas até 220°C seguido
por resfriamento até 40°C e com novo reaquecimento também até 220°C. O método por fusdo
utilizando DSC foi embasado no método de Kofler, que utiliza a técnica de microscopia de
hot-stage na etapa de triagem e sintese de cocristais (BERRY et al., 2008), e no método
extrusdo por fusdo a quente, que se trata de um método amplamente utilizado na producgéo de

dispersdes solidas em escala industrial.

4.2.4 Método mecanoquimico por moagem assistida por liquido (LAG)

A moagem assistida por liquido (LAG do inglés liquid-assisted griding) foi realizada
usando apenas a razdo equimolar 1:1 devido a limitacdo de quantidade disponivel de IFA,
uma vez que cada amostra submetida ao método possuia uma massa de 30,0 mg de ATV e
coformadores. A moagem ocorreu utilizando 10 pL de etanol em um moinho de bolas
vibratério MM400 (Retsch, Alemanha) alocado no Laboratério de Analise Térmica Ivo
Giolito - LATIG, UNESP-Araraquara. Em um recipiente de aco inox de 10 mL foi adicionado
a mistura e duas bolas de 7 mm de didmetro e, entdo, deixado por 60 minutos a 15 Hz
(MAZIVILA et al., 2019).

4.3 DETERMINACAO DE SOLUBILIDADE PELO METODO (SHAKE-FLASK)

A solubilidade de ATV base livre, ATVs, da forma sélida obtida que apresentou o
resultado mais promissor e de sua mistura fisica (MF) dos componentes da amostra foi
estudada através do método recomendado pela BSC chamado de shake-flask. Como este
método é baseado no equilibrio de solubilidade entre 0 composto quimico e a fase aquosa, sua
execucao requer a adicdo em excesso das amostras até que estas atinjam o limite da sua
saturacdo. De acordo com a BSC, o estudo deve ser conduzindo em meios aquosos que

simulem o pH fisioldgico do percurso que o farmaco administrado oralmente percorre,
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compreendido entre 1,2 e 8,0. Desta forma, foram produzidas solugbes de acordo com as
descritas na FDA, sendo estas: solu¢do de HCI (pH 1,4), solucdo-tampé&o de &cido acético e
acetato de sodio 0,1 mol.L? (pH 4,5) e solugdo tampéo de acido fosférico monoproético e
diprético 0,1 mol.L™ (pH 6,8 e 7,5) (DAVIT et al., 2016; DEZANI et al., 2013).

As amostras para o ensaio de solubilidade foram preparadas em frascos erlenmeyer de
50 mL contendo 10,0 mL do meio aquoso e um excesso do analito para que um corpo de
fundo fosse formado. Os frascos foram colocados em um banho com agitacdo SL-157 (Solab,
Brasil) em temperatura de 37°C+0,5°C e agitagcdo de 100 rpm. O periodo de incubacdo foi de
24, 48 e 72 horas (FIGURA 6). Apos cada um destes periodos uma aliquota de até 3,0 mL foi
recolhida das solugdes encubadas e 0 mesmo volume da solucdo da fase aquosa foi reposto.
As aliquotas entdo foram filtradas usando uma membrana hidrofilica de 0,45 pm (Merck-
Millipore), diluidas em seus respectivos meios e a concentracao foi determinada por meio de
espectrofotometria de absor¢do molecular UV/VIS. Todas as amostras foram preparadas em
triplicatas (NINGRUM; ILHAMY; WIBOWO, 2021).

Figura 6 — Representagao esquematica do ensaio de solubilidade.

fK
i

|"' ATV '\ pH fisioldgico:
1,4 — (liquidos gastricos)
4,5

- (liquidosintestinais)
7,5

Temperatura: 372C

U Agitacdo constante (100 rpm)
ﬂ 24h 48h 72h

e

Fonte: Autora (2022).

4.4 PERFIL DE DISSOLUCAO DE ATAZANAVIR IN VITRO

A fim de compreender, para além da solubilidade aquosa da nova forma sélida,
ensaios de dissolucdo foram realizados com ATV, ATVs, a nova forma solida e da mistura

fisica dos componentes, na tentativa de estudar o comportamento de liberacdo da nova forma
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solida em meio aquoso. O ensaio foi performado usando o equipamento dissolutor Q850
(Quimis, Sdo Paulo) com os aparatos USP tipo Il, alocado no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica, UNIFAL-MG,
(ESTADOS UNIDOS, 2017). Dada a quantidade limitada da amostra, optou-se por realizar o
ensaio em apenas dois pHs, 1,4 (solugdo de HCI) e 6,8 (tampdo fosfato 0,1 mol.L™%). O ensaio

seguindo as recomendacOes descritas na farmacopeia

foi realizado a 37,0°C, com rotagdo continua de 100 rpm. A quantidade de amostra usada em
cada ensaio continha aproximadamente 50,0 mg de ATV adicionadas simultaneamente a trés
cubas contendo 900 mL de solucdo. As aliquotas foram recolhidas a cada 2 minutos até
atingir 15 minutos e depois 1 aliquota coletada em 30 e 60 minutos, totalizando 10 aliquotas.
O volume coletado de 5,0 mL foi reposto com 0 meio correspondente imediatamente ap0s sua
retirada para manter as condigdes iniciais do ensaio. O sobrenadante recolhido foi filtrado
usando filtros quantitativos e a concentracdo de ATV foi determinada também por meio de
espectrofotometria de absor¢cao molecular UV/VIS. O ensaio de dissolugéo foi realizado em
triplicata (FIGURA 7).

Figura 7 — Representagao esquematica do ensaio de dissolugdo
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Fonte: Autora (2022).

A similaridade dos perfis de dissolugdo foi calculada através do fator de diferenca (F1)

e o fator de similaridade (F2). Seguem abaixo suas respectivas equacdes:

F1 = {[Xt=1 | R; — T |]}/{[2X¢=1 R¢]}x100

@)
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F2 = 50xlog{[(1+2) Xy (R, — T:)?]~*5x100} 2)

Onde Rt corresponde ao percentual do farmaco dissolvido em cada ponto, T
corresponde ao percentual da amostra testada em cada ponto, e n é o numero de pontos total.

Para que dois perfis de dissolucdo sejam considerados similares, os valores de F1
precisam estar proximos de 0 (0-15) e os valores de F2, o mais préximo de 100 (50-100)
(GRAY, 2018; MOORE; FLANNER, 1996).

4.5 ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA NA REGIAO UV/VISIVEL

Neste trabalho a técnica de espectrofotométrica de absor¢cdo molecular na regido do
UV foi utilizada para a quantificacdo de ATV tanto no ensaio de solubilidade quanto no
ensaio de dissolucdo. A analise foi realizada no espectrofotémetro UV/Vis UV-1900
(Shimadzu, Japdo) alocado no LACFar, UNIFAL-MG. Antes da analise quantitativa, foi
necessario realizar uma varredura para determinar a regiao de maximo de absor¢édo do analito
(ATV). Para isso, realizou-se a analise de solugdo-padrdo de ATV preparada nos diferentes
pH utilizados no teste de solubilidade em uma faixa de comprimento de onda de 190-400
variando-se em 5 nm. Apo0s a varredura realizada, trés comprimentos de ondas foram fixados
para as quantificacdes posteriores: 300 nm, 289 nm e 279 nm para as amostras em solucéo de
HCI, solucdo-tampédo de &cido acético e acetato de sddio e solucdo tampdo de fosfato,
respectivamente. A mesma varredura foi realizada com os coformadores a fim de se averiguar
a seletividade do método de quantificacdo do IFA e garantir que os coformadores nao
interferissem na analise das amostras nos comprimentos de onda selecionados. Uma curva de
calibracdo foi construida para cada meio a partir da uma solucdo-estoque de concentracao
conhecida em baldo volumétrico de 100,0 mL, a diluicdo seriada desta produziu outras cinco
solucBes de menor concentracdo. A concentragdo da solucdo estoque de pH 1,4 foi de 0,30
mmol.L, a de pH 4,5 foi de 0,042 mmol.L?, a de pH 6,5 foi de 0,042 mmol.L* e de pH 7,5
foi de 0,040 mmolL™2,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DE ATAZANAVIR LIVRE A PARTIR DE SULFATO DE
ATAZANAVIR

Na Figura 5 estdo as imagens do ATV base livre obtido apos evaporacdo da fase
organica da extracdo liquido-liquido (FIGURA 8a) e do ATV obtido ap0s recristalizacdo por
evaporacdo lenta em metanol. Foram obtidos cristais transparentes em formato de agulha
(FIGURA 8b), como descrito na literatura sobre a morfologia dos cristais de ATV (PARKER,;
TAYLOR; BEAUDOIN, 2020). O rendimento da extracdo liquido-liquido foi de
aproximadamente 77,0% (massa final de 1,53g).

Figura 8 — Atazanavir base livre obtido pela extracdo liquido-liquido

Fonte: Autora (2019).
Legenda: a) Atazanavir apds evaporacao de fase organica;
b) Atazanavir recristalizado em metanol.

5.2 CARACTERIZACAO DO ATAZANAVIR

Para conhecer o comportamento térmico do atazanavir base livre, a primeira etapa foi
submeté-lo a andlise termogravimétrica. Na Figura 9 estdo representadas as curvas
simultaneas TG/DTA e DTG obtidas sob atmosfera de nitrogénio. A curva TG mostra um
componente anidro com estabilidade térmica até de 223°C e, a partir desta temperatura, a
degradacdo térmica ocorre em duas etapas sobrepostas que podem ser melhor visualizadas

pela curva DTG. No primeiro evento (Ami) a perda foi de aproximadamente 19% da massa
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inicial entre as temperaturas de 223 e 318°C. Um pouco antes desse intervalo de temperatura,
a curva DTA apresentou um evento endotérmico com inicio em aproximadamente 204°C que
pode ser atribuido ao inicio da fusdo de ATV, ja que nesta temperatura nenhum evento foi
registrado na curva TG. No segundo evento (Amy) a perda foi de aproximadamente 76% entre
0 intervalo de temperatura de 318 a 420°C. Dentro deste mesmo intervalo de temperatura, na
curva DTA foi observado dois eventos endotérmicos consecutivos, que dada a perda de massa
(TG), pode estar associado as etapas de degradacdo de ATV. A massa remanescente, em torno
de 5% da massa inicial, foi diminuindo lentamente ao longo da analise. Ao fim do
aquecimento nao foi percebido massa residual no cadinho. Este comportamento de perda de

massa também foi obtido por Hate et al. (2020).

Figura 9 — Curvas TG/DTA e DTG do Atazanavir base livre
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Fonte: Autora (2020).

Legenda: TG (curva cor preto);
DTG (curva azul);
DTA (curva vermelha);
Massa;.8,98 mg.

A curva DSC na Figura 10 mostra o comportamento calorimétrico de ATV base livre.
Nesta curva ha apenas um evento endotérmico na forma de um pico caracteristico de fusao de
ATV (Tonset = 207°C, AH = 99,91 J.g}). A temperatura que da inicio ao evento na curva DSC
coincide com a faixa de temperatura onde o evento endotérmico de mudanca fisica de ATV
ocorre na curva DTA (FIGURA 6) (HATE; REUTZEL-EDENS; TAYLOR, 2020).
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Figura 10 — Curva DSC de ATV base livre
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Fonte: Autora (2020).
Legenda: massa: 2,01 mg.

Além das analises termoanaliticas, amostras dos ATV base livre recém separados
também foram submetidos a analise espectroscopica FTIR.

A Figura 11 apresenta o espectro FTIR de ATV, onde é possivel verificar as principais
bandas que o caracterizam, sendo elas: a banda com dois picos em 3428 cm™ caracteristica a
estiramento de N-H de amida secundaria, bandas em 1707, 1688 e 1670 cm™ atribuidas a
estiramento de C=0 e 1053 cm™ atribuida & estiramento de C-O (FROCHOT et al., 2016;
HATE; REUTZEL-EDENS; TAYLOR, 2020).
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Figura 11 — Espectro FTIR de ATV base livre
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Fonte: Autora (2020).

Com o resultado obtidos por meio das trés técnicas e com base na literatura foi
possivel confirmar a obtencdo do ATV base livre puro, e entdo para finalizar, por se tratar de
um material cristalino, a amostra também foi submetida a difragdo de raios-x.

O difratograma (FIGURA 12) mostra o padrdo de difracdo de um material cristalino
que apresenta uma série de picos em 5 e 30° sendo o0s picos mais intensos 6,74°, 11,88°,
19,120, 22,70° e 23,22° (INDULKAR et al., 2017; XIA et al., 2012).
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Figura 12 — Difratograma do ATV em po
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Fonte: Autora (2020).

Com o IFA caracterizado, antes de iniciar as etapas de obtencdo das formas sélidas, os
demais compostos utilizados também foram submetidos as técnicas termoanaliticas que serdo

apresentados na préxima secao.

5.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DOS COFORMADORES

Esta anélise foi realizada para conhecer o comportamento térmico, em especial a
estabilidade térmica dos coformadores a fim de contribuir para uma melhor discussdo dos
eventos térmicos que ocorrerdo nas analises calorimétricas em que ATV e coformadores serdo
submetidos. Na Figura 13 estdo representadas as curvas termogravimétricas dos coformadores
utilizados neste trabalho. Pode-se notar que a maioria das curvas, com exce¢do de glicina e
acido mandélico, ocorrem apenas uma etapa sem a presenca de massa residual ao final do
experimento.

Na curva que representa o acido mandélico, percebe-se que a perda de sua massa se da
em trés eventos, sendo os dois primeiros eventos (Am1 e Amy) sobrepostos e apresentando
uma perda de massa equivalente a 96% e o Ultimo evento (Amg3) apresentado uma perda de
4% da massa. Na curva que representa a glicina ocorre a perda de massa em um evento bem

definido, em que a primeira perda de massa (Amji) corresponde a 47% da massa total e um
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evento de perda gradativa da massa restante até o final do experimento. O inicio da perda de
massa dos coformadores ocorreram nas seguintes temperaturas: para acido citrico (160°C),
acido mandelico (140°C), acido nicotinico (175°C), eritritol (204°C), xilitol (200°C), manitol
(255°C), glicina (235°C) e nicotinamida (163°C). Conhecer a temperatura em que cada
coformador inicia sua perda de massa foi importante para ajudar a selecionar aqueles que
apresentaram estabilidade térmica até a faixa de temperatura de fusdo de ATV para o método

de sintese por fusdo, caso do manitol e glicina.



Figura 13 — Curvas TG/DTG dos coformadores
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Fonte: Autora (2019).

Legenda: TG (linha continua azul); DTG (linha tracejada vermelha);
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a) ACT (8,529 mg);
b) ACM (9,097 mg);
c) ACN (8,135 mg);
d) ERT (8,557 mg);
e) XLT (8,162 mg);
f) MAN (8,561 mg);
g) GLI (6,754mg);
h) NC (8,217 mg).

5.4 SINTESE POR EVAPORAGCAO LENTA DE SOLVENTE

Apos o processo de evaporagdo lenta do solvente, dentre as 24 misturas testadas
(Tabela 1), ndo foi verificado a formacdo de cristais em apenas 5 amostras sendo elas:
ATV+ACT nas proporcdes 1:2 e 1:3, ATV+ACM nas proporcdes 1:2 e 1:3, e ATV+GLI na
proporcdo 1:2 (mol/mol). Todos os cristais obtidos foram submetidos a analise por DSC nas
condi¢des descritas na secdo 4.1.2. Na Figura 14 é possivel visualizar os cristais obtidos.
Como os cristais de mesma composi¢do quimica eram visualmente semelhantes, nesta igura
estdo apenas 0s que possuem estequiometria 1:1 (mol/mol).

Figura 14 — Imagem dos cristais obtidos pés sintese por evaporacdo lenta de solvente (metanol) na proporcédo 1:1
(mol/mol)

Fonte: Autora (2020).

Legenda: a) ATV+MAN,;
b) ATV+ACT,;
c) ATV+NC;
d) ATV+ACN;
e) ATV+ACM;
f) ATV+ERT;
g) ATV+XLT,;
h) ATV+GLI.
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A partir das curvas DSC foi realizada uma triagem para inferir a natureza das
interacOes das misturas binarias que foram submetidas a sintese de obtencdo de forma solida
por evaporacgdo lenta de solvente. Na Figura 15 podem ser observadas as curvas DSC das
misturas entre ATV e MAN, ERT e XLT. A primeira curva DSC (FIGURA 15a) descreve 0
comportamento de ATV em que existe apenas um evento endotérmico na temperatura de
Tonset= 207°C que pode ser atribuido a temperatura de fusdo do farmaco (ARCHANA et al.,
2014). As curvas (e), (i) e (m) (FIGURA 15), mostram o comportamento de XLT, ERT e
MAN, consecutivamente, e nelas apenas o evento endotérmico caracteristicos de suas
respectivas fusdes € mostrado, com um evento ocorrendo em Tonset= 118°C (ANISH et al.,
2020), o outro em Tonset= 119°C (AGYENIM; EAMES; SMYTH, 2011), e o tltimo em Tonset=
168°C (GIL et al., 2013). As demais curvas DSC reunidas na Figura 15, séo as curvas obtidas
a partir das misturas 1:1, 1:2 e 1:3 (mol/mol) onde é possivel visualizar dois eventos
endotérmicos que podem ser atribuidos & fusdo dos componentes da mistura. As curvas (b),
(c) e (d) (FIGURA 15), sdo da mistura entre ATV e XLT, as (f), (g) e (h) (FIGURA 15), séo
das misturas ATV e ERT e as (i), (j) e (k) (FIGURA 15), da mistura entre ATV e MAN. Os
resultados demonstram que a natureza da interacdo entre as misturas binarias apds submetidos

ao método de evaporacdo lenta de solvente é apenas de natureza fisica.



Figura 15 — Curvas DSC das amostras que
componentes puros
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Fonte: Autora (2020).
Legenda: a) ATV,
b) 1:3 ATV+XLT,;
¢) 1:2 ATV+XLT;
d) 1:1 ATV+XLT;
e) XLT;
f) 1:1 ATV+ERT,;
g) 1:2 ATV+ERT;
h) 1:3 ATV+ERT,;
i) ERT;
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j) L:1 ATV+MAN;
k) 1:2 ATV+MAN;
1) 1:3 ATV+MAN;
m) MAN.

Na Figura 16 estdo as curvas DSC das amostras cuja mistura ndo originou em
materiais visualmente cristalinos nas trés proporgdes submetidas a sintese. Na Figura 16(b) e
Figura 16(c) estdo demonstradas as curvas da mistura ATV-GLI nas proporgdes 1:3 e 1:1
(mol/mol), respectivamente, e na figura 16(d) a curva DSC apenas de GLI. Na curva de GLI
(FIGURA 16d) existe apenas um evento endotérmico em Tonset= 258°C caracteristico do ponto
de fusdo da forma polimorfica o de GLI (SRINIVASAN, 2008). Nas curvas (b) e (c)
(FIGURA 16) também ocorre apenas um evento endotérmico em aproximadamente Tonset=
206°C e 202°C, consecutivamente. A auséncia do pico representante do ponto de fuséo da GLI
e a ligeira diferenca dos picos comparado com o pico de fusdo de ATV (FIGURA 16a) sugere
a ocorréncia de interacdo quimica. A amostra obtida pela mistura 1:2 (mol/mol) formou um
produto bastante viscoso e, portanto, foi descartado.

No caso da mistura entre ATV+ACT a Unica amostra que visualmente parecia ter
formado cristais ap6s evaporacdo total do solvente foi a amostra cuja razdo estequiométrica
era de 1:1 (mol/mol), as demais proporcdes 1:2 e 1:3 formaram uma espécie de suspensdo
incolor/esbranquicada de textura bastante viscosa e por isso foram descartadas. As curvas (e)
e (f) (FIGURA 16) descrevem o comportamento da mistura ATV+ACT 1:1 (mol/mol) e do
ACT puro, respectivamente. Na curva que demonstra o comportamento do ACT puro
(FIGURA 16f) existem dois eventos, sendo o primeiro um pico endotérmico em Tonset= 156°C
que pode ser atribuido a temperatura de fusdo da substancia seguido de uma curva
endotérmica que pode estar associada a inicio de perda de massa pds-fusdo, de acordo com
curva TG da Figura 13. A curva DSC referente a mistura (FIGURA 16e) ndo apresenta
nenhum evento endotérmico, nem caracteristico de fusdo e nem uma mudanca de linha base
caracteristica de transicdo de vitrea (T4) (ABU-SEHLY; ALAMRI; JORAID, 2009).

As curvas DSC (h) e (g) (FIGURA 16) apresentam o comportamento de ACM e da
mistura equimolar 1:1 de ATV+ACM, respectivamente. Na curva (h) (FIGURA 16) existe
apenas um evento endotérmico em Tonset= 122°C que corresponde a temperatura de fusdo de
ACM (GOMES et al., 2012). Na curva que descreve o comportamento da mistura (g) da
Figura 16 ndo existe nenhum evento endotérmico, assim como no caso anterior (FIGURA
16e).
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Figura 16 — Curvas DSC das amostras e seus componentes puros
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Fonte: Autora (2020).
Legenda: a) ATV,
b) 1.3 ATV+GLlI;
c) 1:1 ATV+GLI;
d) GLI;
e) 1:1 ATV+ACM,;
f) ACM;
g) 1:1 ATV+ACT;
h) ACT.

A auséncia de pico de fusdo de ambos os componentes da mistura ou de apenas um
dele faz com que uma outra técnica seja necessaria para inferir sobre a natureza da interacao
que ocorreu entre eles. Por se tratar de amostras que visivelmente eram materiais cristalinos,
estas foram submetidas a DRXP e os padrées de difracdo estdo representados na Figura 17.

Na Figura 17 estdo disponiveis o padrdo de difracdo do ATV (FIGURA 17a), ja
discutido na secdo 5.2, de ACT, ACM e GLI, (c), (e) e (h) respectivamente (FIGURA 17), e
das misturas entre estes e 0 ATV.

O padrao de difracdo exibido pela mistura 1:1 (mol/mol) entre ATV+ACT (FIGURA
17b) apresenta 0 mesmo padrdo de difracdo de ATV isolado, exibindo os mesmos picos com
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menor intensidade e um halo na base, indicando que parte da amostra submetida DRXP
encontrava-se amorfizada. O mesmo padréo de difracdo foi obtido pela mistura 1:1 (mol/mol)
entre ATV+ACM (FIGURA 17d), onde o padrdo de difracdo apenas de ATV é exibido com
um halo indicando presenca de materiais amorfos na amostra. Em ambos os casos, a auséncia
dos picos de ACT (FIGURA 17c) e ACM (FIGURA 17e) sugere que estes sofreram
amorfizacdo durante a tentativa de sintese. Os padrdes de difracdo obtidos pela mistura entre
ATV+GLI 1:3 e 1:1 (mol/mol) estdo representado na Figura 17(f) e Figura 17(g),
respectivamente, e nestes é possivel ver que, assim como nos exemplos anteriores, trata-se do
padrdo de difracdo de ATV (FIGURA 17a) com auséncia do padrdo de difracdo de GLI
(FIGURA 17h), no entanto com halo de menor intensidade.

Figura 17 — Padrdo de DRXP das amostras e seus componentes puros
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Fonte: Autora (2021).
Legenda: a) ATV;
b) 1.1 ATV+ACT;
c) ACT,;
d) 1:1 ATV+ACM;
e) ACM,;
f) 1.3 ATV+GLI,
g) 1:1 ATV+GLI;
h) GLI.
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Aliando os resultados contidos nas Figuras 16 e 17, pode-se afirmar que a sintese por
evaporacao lenta de solvente nas condi¢des usadas ndo produziu resultados satisfatorios.

As curvas DSC (b), (c), (d) e (e) (FIGURA 18) descrevem o comportamento das
misturas de ATV+NC nas propor¢des 1:1, 1:2 e 1:3 (mol/mol) e NC pura, respectivamente.
Na curva que descreve comportamento de NC (FIGURA 18e) existe um evento endotérmico
apresentado na forma de pico e um segundo evento endotérmico em aproximadamente
Tonset=186°C. NC apresenta trés formas polimorficas e o pico endotérmico em Tonset= 129°C €
caracteristico do ponto de fusdo da forma I, de acordo com Hino, Ford e Powell (2001). O
segundo evento pode estar associado a temperatura de decomposicdo de NC, ja que esta
temperatura coincide com a temperatura em que este comega a perder massa na curva TG
(FIGURA 13). Ao realizar comparagdo entre as substancias puras e as misturas, é possivel
verificar a presenca de um evento endotérmico que ocorre em temperatura um pouco menor
que a temperatura de fusdo da NC, aproximadamente em Tonset= 125°C, mas que ndo coincide
com as temperaturas de fusdo das formas polimorficas Il e 11l que sdo em 111°C e 103°C,
respectivamente (HINO; FORD; POWELL, 2001). Também ocorreu o desaparecimento do
pico de fusdo do ATV.

As curvas DSC (f), (g), (h) e (i) (FIGURA 18) descrevem o comportamento de
ATV+ACN na propor¢do 1:1, 1:2 e 1:3 (mol/mol) e do ACN puro, respectivamente.
Imediatamente ao visualizar a curva referente ao comportamento do ACN (FIGURA 15i) ja
pode-se notar um comportamento inesperado para a substancia. Além da ocorréncia de um
evento endotérmico bastante largo, diferente do evento endotérmico que representa uma
temperatura de fusdo de uma substancia pura. Este evento apresenta um pico endotérmico na
temperatura de Tonset= 248°C que é superior a temperatura de fusdo do acido nicotinico de
236°C (NASCIMENTO et al., 2014). De qualquer modo, as misturas binarias parecem
reproduzir 0s mesmos comportamentos de suas substancias em seu estado puro, o que sugere

que a interacdo entre ambos, aparentemente, seja apenas do tipo fisica.
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Figura 18 — Curvas DSC das amostras e seus componentes puros
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Fonte: Autora (2020).
Legenda: a) ATV,
b) 1:1 ATV+NC;
c) 1:2 ATV+NC;
d) 1:3 ATV+NC;
e) NC;
f) 1:1 ATV+ACN;
g) 1:2 ATV+ACN;
h) 1:3 ATV+ACN;

i) ACN.

Para tentar inferir se 0 menor ponto de fusdo das misturas entre ATV e NC produziram
uma nova entidade quimica, estes foram submetidos a DRXP e os padrdes de difracdo obtidos
estdo exibidos na Figura 19.

Nesta figura estdo contidos os padrdes de difragdo tanto dos materiais puros, (a), (e) e
(i) (FIGURA 19) quanto das misturas binarias entre eles (b), (c), (d), (f), (g) e (h) (FIGURA
19). De forma sucinta, o que é possivel verificar ao comparar os padrées dos precursores
puros com os da mistura, € que se trata de uma somatoria de ambos para as trés proporcdes
estequiomeétricas, e que, portanto, a auséncia de pico de fusdo de ATV e o deslocamento dos
picos de fusdo das misturas entre ATV+NC (FIGURA 18) nédo sdo resultados de uma nova
entidade quimica. Para as misturas ATV+ACN, DRXP apenas confirmou a natureza fisica da

interacado.



Figura 19 — Padrdo de DRXP das amostras e seus componentes puros
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Fonte: Autora (2021).
Legenda: a) ATV,
b) 1.3 ATV+ACN;
c) 1:2 ATV+ACN;
d) 1:1 ATV+ACN;
e) ACN;
f) 1:3 ATV+NC;
g) 1:2 ATV+NC;
h) 1:1 ATV+NC;
i) NC.
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De forma geral, a metodologia de evaporacdo lenta de solvente entre ATV e 0s

coformadores resultou, em sua maioria, em produtos que ou ndo se comportavam como

materiais cristalinos ou que apresentaram interacdo fisica entre os componentes. Os demais

produtos néo satisfizeram a intencdo inicial de obtencdo de um cocristal.

5.5 SINTESE POR MOAGEM ASSISTIDA POR LIQUIDO (LAG)
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Para a sintese por moagem assistida por liquido foram utilizadas misturas de ATV e
dos coformadores na razdo equimolar 1:1 por limitacdo de ATV na forma livre, j& que para
essa tecnica também foram utilizados 30,0 mg de cada mistura. A investigagdo mais
aprofundada variando a composic¢éo da mistura seria apenas realizada caso houvesse indicios
de que tivesse ocorrido ainda que parcialmente a formacdo de cocristais. Pela falta de
evidéncia de interagdo nas tentativas de sintese descritas na se¢do 4.3.3 optou-se por ndo
testar os coformadores ERT e XLT no método mecanoquimico.

Na Figura 20 estdo descritas as curvas DSC das misturas. A curva que descreve o0
comportamento de MAN, 20(a), apresenta apenas um pico endotérmico em Tonset= 168°C
como mencionado anteriormente. Nas curvas (b), (d), (e), (g) e (f) (FIGURA 20) os unicos
eventos descritos sdo caracteristicos de transicao vitrea em Tonset= 98°C, Tonset= 120°C, Tonset=
101°C e Tonset= 132°C, respectivos as misturas ATV+ACT, ATV+ACN, ATV+ACM e
ATV+GLI. Estas transi¢fes vitreas, caracteristicas de materiais amorfos, podem indicar que
durante o processo de moagem houve amorfizacdo parcial ou integral das amostras
(IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2005). Por fim, na curva (c) da Figura 20 referente ao
ATV+NC pode-se verificar um evento endotérmico em Tonset= 125°C diferente da temperatura
de fuséo de NC, porém é um resultado similar ao obtido na secéo anterior (5.4), contido na
Figura 18.
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Figura 20 — Curvas DSC das misturas na razao 1:1 (mol/mol) ap6s moagem
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Fonte: Autora (2021).

Legenda: a) ATV+MAN;
b) ATV+ACT,;
c) ATV+NC;
d) ATV+ACN,;
e) ATV+ACM;
f) ATV+GLI.

A metodologia empregada para a sintese de cocristais de ATV por meio de moagem

mecanoquimica nao foi eficiente.
5.6 SINTESE POR FUSAO

Para a sintese a partir de fusdo simultinea com ATV, foram selecionados 0s
coformadores que apresentaram estabilidade térmica acima da temperatura de fusdo de ATV
que é 207°C. Assim, de acordo com secdo 5.2 (FIGURA 10), foram utilizados neste
experimento 0 MAN e a GLI. Além desses, os conformadores ERT e XLT também foram
submetidos a cocristalizacdo por fusdo, embora apresentassem perda de massa alguns graus

abaixo da temperatura de fusdo do ATV.
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Na Figura 21 estdo as curvas DSC em ciclo das misturas binarias de ATV+GLI
(FIGURA 21a), ATV+ERT (FIGURA 21b) e ATV+XLT (FIGURA 21c) nas razbes
estequiometricas 1:3 (mol/mol). Embora as trés razdes tenham sido submetidas, a escolha de
apresentar somente essa razdo 1:3 foi feita considerando que os resultados alcangados foram
similares independe da proporcdo empregada. As curvas DSC da Figura 21 apresentam 0s
ciclos de aquecimento e resfriamento das misturas binarias, em que (I) corresponde ao
aquecimento onde ocorre a fusdo dos componentes da mistura, (I1) refere-se ao resfriamento e
(1) corresponde ao reaquecimento da mistura. No primeiro aquecimento (I) os picos
endotérmicos em aproximadamente Tonset= 207°C pode ser atribuido a fusdo de ATV. Na
curva 21(a), logo apés o pico de fusdo ocorre em seguida um evento endotérmico que pode
ser atribuido a decomposicdo do proprio ATV, ja que para fundir GLI a composi¢do foi
aquecida até 280°C. No aquecimento até 230°C somente era possivel verificar o inicio do
segundo evento endotérmico. Nas curvas (b) e (c) (FIGURA 21) os eventos que ocorrem em
Tonset= 119°C e 122°C sdo, respectivamente, referentes as temperaturas de fusdo de ERT e
XLT. Nas curvas que descrevem o comportamento de resfriamento das misturas (I1), ndo foi
verificado nenhum pico exotérmico caracteristico de cristalizacdo, assim como também néo se
verificou nenhum evento endotérmico caracteristico das temperaturas de fusdo dos

componentes das misturas.

Figura 21 — Curva DSC ciclica do sistema na razdo 1:3 (mol/mol)
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Fonte: Autora (2020).

Legenda: a) ATV+GLI;
b) ATV+ERT;
c) ATV:XLT.

Os resultados referentes as misturas binarias com MAN apresentaram comportamento

diferenciado e, por este motivo, estdo destacadas a seguir. As curvas DSC da Figura 22
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apresentam os ciclos de aquecimento e resfriamento das misturas ATV+MAN nas trés
proporcdes avaliadas em que (I) corresponde ao aquecimento onde ocorrem a fusdo dos
componentes da mistura, (I1) ao resfriamento e (111) ao reaquecimento da mistura. Nas curvas
@), (b) e (c) (FIGURA 22), no primeiro aquecimento (I) foi possivel observar dois picos
endotérmicos, sendo o primeiro atribuido a fusdo do MAN em Tonser= 168°C e 0 segundo a
fusdo de ATV em Tonset= 207°C. Durante o resfriamento (I1) nas curvas (a) e (c) (FIGURA
22) nota-se uma série de picos exotérmicos sobrepostos quando a temperatura atinge cerca de
103°C que podem ser atribuidos a cristalizagdo da mistura. Na curva (b) (FIGURA 22)
ocorrem eventos exotérmicos que estdo sobrepostos entre as temperaturas de 100 e 110°C,
cuja entalpia ndo é possivel determinar em funcdo desta sobreposicdo. Na ultima etapa do
ciclo, no reaquecimento (I11) nas trés curvas da Figura 22 e possivel visualizar dois picos
endotérmicos que podem ser associados a fusdo de duas novas entidades quimicas, sendo o
primeiro pico em Tonset= 152°C e 0 segundo pico de fusé@o em Tonset= 166°C que podem ser
resultados da formagdo de uma nova entidade quimica, dada a diferenga destes eventos em

relacdo aos eventos da mistura fisica.

Figura 22 — Curva DSC ciclica do sistema ATV+MAN nas razdes

Fluxo de Calor (mW/mg)

Temperatura (°C)

Fonte: Autora (2020).

Legenda: a) 1:1 (mol/mol);
b) 1:2 (mol/mol);
c) 1:3 (mol/mol).

Como a éarea dos picos endotérmicos demonstrados no reaquecimento (I1l) parece
aumentar ou diminuir conforme a composicdo da mistura ATV+MAN varia, foi necessario
realizar novas curvas DSC ciclicas com razdes estequiométricas variadas na tentativa de
otimizar em qual proporcdo é possivel a formacdo de apenas um dos produtos. Observando

que na curva (a) no reaquecimento (111), a estequiometria 1:1 parece ter favorecido a formagéo
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da espécie quimica que funde em 152°C, na curva (b) a estequiometria 1:2 aparentemente
favoreceu a espécie que funde a 165°C e na curva (c) volta a favorecer a espécie que funde em
152°C, imaginou-se a principio de que a proporcao correta de MAN na mistura binéria estaria
entre as razbes ATV+MAN 1:2 e 1:3 (mol/mol) (FIGURA 22). Deste modo, foram feitas
novas misturas binarias em diferentes razbes molares considerando este intervalo sendo as
mesmas entdo submetidas ao experimento de fusdo e resfriamento (DSC ciclica).

Na primeira curva, Figura 23(a), o pico endotéermico em Tonset= 168°C descreve a
temperatura de fusdo do MAN puro. Nas Figuras 23(b), (c), (d), e (e), estéo as curvas obtidas
a partir da fusdo simultanea das misturas binarias ATV+MAN nas razfes estequiométricas
4:7, 4:9, 4:10 e 4:11 (mol/mol), respectivamente. Nestas curvas ainda é possivel visualizar os
dois eventos endotérmicos, embora a area do pico de fusdo que corresponde a espécie que
funde & 152°C seja cada vez menor na medida em que se aumenta a propor¢do de MAN em
relacdo a ATV. Apesar das curvas da Figura 23(b) a Figura 23(e) possuirem razbes
estequiométrica compreendidas entre 1:2 e 1:3 (mol/mol) ndo foi possivel obter apenas uma
das espécies isoladas e, por isso, a investigagdo precisou seguir com razdes estequiometricas
acima de 1:3 (mol/mol). As curvas da Figura 23(f) e Figura 23(g) correspondem as razfes 2:7
e 1:4 (mol/mol), respectivamente. Na primeira delas, aléem dos dois eventos endotérmicos ja
vistos anteriormente ainda foi possivel visualizar um terceiro evento endotérmico em Tonset=
207°C que pode indicar a presenca de ATV remanescente. Na curva seguinte, Figura 23(g), ha
a ocorréncia de apenas um evento endotérmico em Tonser= 165°C indicando que nesta
proporcdo é possivel a obtencdo isolada de apenas uma das espécies. O fato de a nova espécie
apresentar temperatura de fusdo abaixo das temperaturas de fusdo dos componentes puros
também contribui para a ddvida acerca da natureza desta espécie quimica, pois além de
composicdes eutéticas, cocristais também podem apresentar o mesmo fendmeno
(CHERUKUVADA; NANGIA, 2014). Por fim, apenas para fins de comparagéo visual, tem-
se a curva DSC Figura 23(h) que apresenta evento endotérmico Unico atribuido a temperatura
de fuséo de ATV puro em Tonset= 207°C.
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Figura 23 — Curvas ciclicas DSC da etapa de reaquecimento obtidas
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Fonte: Autora (2021).

Legenda: a) MAN;
b) ATV:MAN 4:7;
c) ATV:MAN 4:9;
d) ATV:MAN 4:10;
e) ATV:MAN 4:11;
f) ATV:MAN 2:7;
g) ATV:MAN 1:4;
h) ATV puro.

Na Figura 24 estéo representadas as curvas DSC do ciclo completo de ATV:MAN, 1:4
(mol/mol) para demonstrar todos os eventos que levaram conclusdo da estequiometria correta
do sistema, sendo a curva (I) o resultado do aquecimento controlado da mistura binaria
ATV+MAN, a curva (Il) o resultado obtido pelo resfriamento apds fusdo de ambos 0s
componentes, e a curva (I11), o resultado obtido apds reaquecimento controlado da amostra.

Na primeira curva (I) os dois eventos endotérmicos sdo resultados da fusdo separada dos
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componentes da mistura, em Tonset= 168°C atribuido ao MAN e 0 outro em Tonset= 207°C
atribuido ao ATV. Na segunda curva (1) (FIGURA 24) ha a ocorréncia de um Unico evento
exotérmico caracteristico de cristalizacdo, com pico maximo em 114°C com caracteristicas
diferentes dos obtidos durante resfriamento das misturas demonstradas na Figura 24, onde 0s
picos de cristalizacdo ocorriam pela sequéncia de dois ou mais eventos exotérmicos
sobrepostos (IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2005). Na terceira curva (I11) (FIGURA 24),
é possivel visualizar apenas um evento endotérmico em Tonset= 166°C e também diferente dos
resultados obtidos durante o reaquecimento controlado das misturas. Este método de sintese
por fusdo em DSC ciclica foi realizado em triplicata e em todas elas obteve-se 0 mesmo

resultado (dados ndo apresentados).

Figura 24 — Curva ciclica DSC de ATV+MAN 1:4 (mol/mol)
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Fonte: Autora (2021).
Legenda: ) aquecimento;
I1) resfriamento;
I11) reaquecimento.

A amostra obtida pela fusdo da mistura fisica ATV+MAN, por ser considerada a mais
promissora, foi entdo submetida as demais técnicas de caracterizacdo, cujos resultados estao

apresentados na secéo a seguir (5.7).
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5.7 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA ATV+MAN

5.7.1 Andlise Termogravimétrica

As curvas TG/DTG do sistema ATV+MAN (1:4, mol/mol), estdo disponiveis na
Figura 25 onde observa-se que os eventos de perda de massa ocorrem em trés etapas, sendo
duas delas sobrepostas. A primeira perda de massa (Ami) em aproximadamente 240°C e a
segunda perda de massa (Amgy) ocorre sobrepondo o primeiro evento e, portanto, ndo é
possivel determinar a temperatura de inicio. A massa total perdida nos dois primeiros eventos
corresponde a aproximadamente 88% da massa inicial. O terceiro evento (Ams) inicia-se em
aproximadamente 505°C e a perda corresponde a 12% da massa inicial. N&do ocorre formacéo
de residuo ao final da analise. Ao comparar as curvas do ATV e do coformador com a curva
do sistema TG/DTG ¢€ possivel verificar que ocorreu um aumento na estabilidade térmica do

IFA, gue de acordo com a Figura 9 (secéo 5.2), € de até 223°C.

Figura 25 — Curvas TG/DTG de MAN, ATV e ATV+MAN 1:4 (mol/mol)

110
— MAN . MAN 0,40
100 — ATV+MAN -2 ATV+MAN
— ATV
% | a) e ATV 0,35
80 0,30 =
< 70 E
2 0,25 5
60 =
> 0,20
%] (%2}
T 50 2]
= 0,15 g
40 -
010 @
30 o
20 ) Y - 0,05
10 0.00
0 -0,05
80 160 240 320 400 480 560 80 160 240 320 400 480 560
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fonte: Autora (2020).
Legenda: a) curvas TG;
b) DTG de
MAN (7,96 mg) (preto);
ATV (8,98 mg) (azul);
ATV+MAN 1:4 (mol/mol, 8,02 mg) (vermelho).

5.7.2 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (FTIR)
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Os espectros FTIR presentes na Figura 26 teve como intuito avaliar por meio de
comparacdo entre os espectros qual tipo de interagdo ocorreu entre MAN e ATV pelo
desaparecimento ou deslocamento das bandas de absorcéo.

No espectro FTIR onde estdo descritas as bandas de MAN (FIGURA 26a) as
principais bandas sdo: 3478 cm™ referentes a estiramento de O-H de alcool, 3000 cm™
originada pelo estiramento de C-H e de 1400 a 1200 cmreferentes as vibrages de
deformacdo de C-O (BURGER et al., 2000). Ja as principais bandas do ATV (FIGURA 26c¢),
conforme descritas na secdo 5.2, sdo: 3428 cm™ atribuida & estiramento de N-H de amida
secundaria, 1707, 1688 e 1670 cm™ atribuidas a estiramento de C=0 e 1053 cm™ atribuida a
estiramento de C-O (FROCHOT et al., 2016; HATE; REUTZEL-EDENS; TAYLOR, 2020).
Além destas, ainda podem ser citar as bandas 1502 cm™ e 1429 cm™ de C=C e C=N de
estiramento do anel piridina, respectivamente (MELIKOVA et al., 2012).

O espectro FTIR da amostra ATV+MAN (FIGURA 26b) exibe um resultado
intrigante. Ao comparar os espectros de MAN (FIGURA 26a) e ATV (FIGURA 26¢) com 0
espectro ATV+MAN (FIGURA 26b), o esperado seria que ocorresse 0 deslocamento de
alguma banda e/ou ainda a diminuigdo da intensidade das bandas relacionadas a ligacéo de H,
uma vez que a formagdo de um cocristal ocorre pela formagéo de sintons, que nada mais € do
que a formacdo de uma nova entidade quimica gerada pela ligacdo de hidrogénio entre as
funcBes organicas presentes na estrutura molecular dos componentes envolvidos. Como é
possivel verificar, o resultado demonstra que ndo houve qualquer alteracdo no espectro FTIR
de ATV+MAN, pois estdo presentes todas as bandas caracteristicas de ATV e MAN, e essa
sobreposicdo de bandas evidencia que a natureza da interagdo entre 0s componentes da
amostra é do tipo fisica, se contrapondo aos resultados obtidos nas andlises anteriores que

indicavam a formacgdo de um novo composto.
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Figura 26 — Espectros FTIR de MAN, ATV e ATV+MAN
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Fonte: Autora (2021).

Legenda: a) MAN (preto);
b) amostra ATV:MAN (vermelho);
c) ATV (azul).

5.7.3 Difracao de raios X pelo método do pé (PXRD)

Os difratogramas da amostra ATV+MAN 1:4 (mol/mol), ATV e MAN estdo
apresentados na Figura 27. De acordo com a Figura 27(a) os valores dos picos de difragdo 20
mais intensos para 0 MAN sao em aproximadamente 10,44°, 14,60°, 18,74°, 23,38°, 36,68° e
44,06° e no difratograma de ATV (FIGURA 27c¢) os valores dos picos de difragdo 20 mais
intensos sdo em aproximadamente 6,74°, 11,88°, 19,12° 22,70° e 23,22°. No padrdo de
difracdo obtida pela fusdo dos dois componentes da mistura binaria (FIGURA 27b), os picos
de difracdo 260 mais intensos sdo 13,56° 17,12° 19,74°, 20,32°, 21,28° ¢ 43,82°. Esse padrao
de difracdo diferente dos encontrados nas Figura 27 (a) e Figura 27 (c), demonstra que apés a

fusdo de ambos, o material obtido apresenta uma nova forma cristalina.
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Figura 27 — Difratogramas de MAN, ATV e ATV+MAN
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Fonte: Autora (2021).

Legenda: a) padrédo de difracdo de MAN (preto);
b) padrdo de difracdo ATV+MAN 1:4 (vermelho);
¢) padrdo de difragdo ATV (azul).

Os resultados exibidos nas Figuras 24, 25, 26 e 27, obtidos pelas técnicas DSC, TG,
FTIR e por fim DRXP, ndo levaram a uma conclusdo definitiva e, portanto, foi necessario
uma outra investigacdo por meio da técnica de DSC em ciclo, no entanto desta vez, com
resfriamento controlado.

Na Figura 28 estdo os resultados obtidos por meio do aguecimento das misturas
ATV+MAN, em vérias proporcdes, seguido de resfriamento controlado (5°C.min). A relagéo
proporcional entre os materiais estd em termos de fragdo molar (X) apresentada em funcdo de
manitol, sendo por exemplo, X (0,1) relativo a 10% MAN e 90% ATV; X (0,2) relativos a
20% MAN e 80% ATV, X (0,5) relativo a 50% de cada um e assim sucessivamente. Com o
resfriamento controlado é possivel verificar que os eventos endotérmicos observados em
Tonset=153°C (FIGURAS 22 e 23) ndo ocorrem em nenhuma das curvas abaixo. Outra coisa
rapidamente observada € que a area do evento endotérmico aumenta proporcionalmente com

0 aumento da fracdo molar de MAN na mistura. Em nenhuma curva existe evento associado a
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fusdo de ATV e a presenca de uma Tg, perceptivel pela ligeira mudanca de linha base em

aproximadamente T=96°C, sugere que este se encontra amorfizado.

Figura 28 — Curvas DSC obtidas pelo aquecimento e resfriamento controlado da mistura fisica ATV+MAN
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Fonte: Autora (2021).

Legenda: a) Xman (0,1);
b) XMAN (0,2),
C) Xman (0,3),
d) XMAN (0,4),
E) XMAN (0,5),
) Xman (0,6);
g) Xman (0,7);
h) XMAN (0,8),
i) Xman (0,9).

Assim, a hipbtese mais provavel ao contrastar esses novos dados com os obtidos pela
DRXP (FIGURA 27b), é que o padrdo de difracdo da amostra ATV+MAN (1:4 mol/mol)
trata-se de um polimorfo do manitol.
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Para suportar esta hipdtese, a amostra fracdo molar Xman (0,8) e uma amostra de
MAN submetidos ao aquecimento seguido de resfriamento controlado, foram submetidos a
DRXP e os padroes de difracdo destes estdo na Figura 29. Na figura 26(a), o padrdo de
difracdo exibido foi obtido a partir do MAN que foi fundido e resfriado, cujo picos de
difracdo 20 mais intensos sdo 13,56°, 17,12°, 19,74°, 20,32°, 21,28° ¢ 43, 82° Esse mesmo
padrdo se repete para a amostra ATV+MAN (Xwman=0,8) (FIGURA 29b) e para a amostra
ATV+MAN 1:4 (mol/mol) (FIGURA 29d) obtida pela fusdo seguida de resfriamento nao
controlado. O diferencial para ambos os padrdes estd na presenca do halo, indicando a
existéncia de material amorfo na amostra, que agora conclui-se referir-se ao ATV. Os demais
padroes de difracdo correspondem ao manitol (FIGURA 29c) e ATV (FIGURA 29e).

Figura 29 — Difratogramas de p6 de (a) MAN fundido e resfriado de maneira controlada comparado aos
resultados anteriores
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Fontes: Autora (2022).
Legenda: a) MAN fundido e resfriado de maneira controlada, (preto);
b) amostra ATV+MAN (Xman=0,8) fundido e resfriado de maneira controlada;
¢) MAN puro;
d) amostra ATV+MAN 1:4 (mol/mol) fundido e resfriado em temperatura ambiente;
e) ATV (azul).
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Na literatura foram encontradas formas de trés estados sélidos em que MAN pode
existir, sendo eles a, B e y-manitol (CORNEL; KIDAMBI; MAZZOTT]I, 2010). O polimorfo
B-manitol € a forma usada na mistura fisica e seu padrdo de difracdo corresponde ao item (c)
da figura 29. O polimorfo o -manitol foi a forma obtida pela fusdo com resfriamento
controlado e pela fusdo sem controle de resfriamento na mistura fisica de proporcdo 1:4
(mol/mol). Seus respectivos padréo de difracdo estdo exibidos nos itens (), (b) e (d) da figura
29. O y-manitol, a forma menos estavel, pode ser o responsavel pelo evento endotérmico de
fusdo Tonset=153°C (secdo 5.6), pela caracteristica fusdo incongruente que essa forma
polimorfica apresenta em uma temperatura proxima desta (155°C) (HUANG; DALLI, 2013).

A partir dos resultados, pode-se concluir que ao submeter a mistura fisica ATV+MAN
na proporcéo estequiométrica 1:4 (mol/mol) ao método de fusdo, obteve-se uma disperséo
solida em que ATV encontra-se disperso em particulas amorfas em uma matriz cristalina.
Além de apresentar baixo custo, Choi et al. (2019) apontam 0 MAN como uma opc¢do atrativa
no preparo de DS devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e alta tolerabilidade
fisiologica, resultando em DS em que os farmacos apresentam maior solubilidade, melhor
performance de dissolucdo e maior estabilidade (CHOI; PARK; PARK, 2019; OHREM et al.,
2014).

Essa dispersdo solida de ATV (denominada DS-ATV) foi submetida a testes de
solubilidade e dissolucéo a fim de se verificar o tipo de comportamento esta DS apresenta

comparado as outras formas de ATV.

5.8 SOLUBILIDADE DA AMOSTRA DS-ATV E COMPARACAO COM OUTRAS
FORMAS SOLIDAS

Uma vez caracterizada, a dispersdo sélida do ATV (DS-ATV) foi submetida a um
ensaio de solubilidade, bem como as demais formas de ATV (ATVs e ATV base livre).
Também foi submetida ao ensaio de solubilidade a mistura fisica (MF) composta por ATV e
MAN na mesma proporc¢éao estequiométrica da DS-ATV.

Com este objetivo foram feitas curvas de calibragédo (FIGURA 30). para quantificar a
concentracdo das mostras submetidas ao ensaio de solubilidade e também de dissolucédo
(secdo 5.9) na faixa de pH de 1.4 a 7.5. A curva de calibracdo foi construida para cada meio

(pH) a partir da diluicdo seriada da solucdo-estoque. A concentracdo da solucdo-estoque de
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pH 1,4 foi de 0,30 mmol.L™?, pH 4,5 foi de 0,042 mmol.L™?, pH 6,5 foi de 0,042 mmol.L? e
pH 7,5 foi de 0,040 mmol.L2.

Figura 30 — Curvas de calibracdo de ATV em diferentes meios
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Fonte: Autora (2021).
Legenda: a) pH 1,4 analise em A = 300 mn;
b) pH 4,5 analise em A = 279 mn;
c); pH 6,8 analise em A = 289 mn;
d) pH 7,5 andlise em A, = 289 mn.
As solucdes-padréo foram quantificadas usando comprimento de onda onde a amostra
exibia maior absorbancia. Os dados de absorbancia e concentragdo (mmol.L?), inclinagdo na
reta e intercepto, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) e coeficiente de

correlago linear (R?) do método desenvolvido estdo exibidos na Tabela 2.



Tabela 2 — Figuras de mérito e linearidade da quantificacdo de ATV por meio de espectrofotometria de absorcao

molecular.
Coeficiente o ]
pH LD LQ R? Coeficiente Linear
Angular
1,4 7,27x108 2,42x10® 0,99992 35060,42 0,01706
45 1,08x10°8 3,59x10°® 0,99958 117598,23 0,03652
6,8 1,04x10°® 3,48x10°® 0,99901 181638,04 -0,05152
7.5 1,22x10°8 4,05x10® 0,99902 156097,56 0,003415

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na tabela 3 estio os resultados obtidos no ensaio de solubilidade das diferentes formas

solidas de ATV que foram realizados nos quatro pHs testados nos tempos de 24, 48 e 72h.

Tabela 3 — Concentracdo de ATV (mg.mL™) de todas as amostras submetidas aos diferentes meios ao longo de

72h.
(continua)
pH
Amostra Tempo (h)
1,4 4,5 6,8 7,5

24 0,78+0,04 0,025+0,001 0,020+0,002 0,015+0,002
ATV 48 0,83+0,02 0,040+0,003 0,022+0,001 0,039+0,003
72 0,85+0,02 0,027+0,002 0,023+0,002 0,034+0,003
24 7,75%0,03 0,0434+0,002  0,030+0,002 0,024+0,002
ATVs 48 7,81+0,09 0,050+0,005 0,029+0,001 0,027+0,002
72 7,49+0,21 0,047+0,004 0,044+0,001 0,022+0,002

24 6,33+0,25 1,55+0,07 0,79+0,04 0,78+0,00

DS-ATV 48 5,12+0,03 1,47+0,03 0,51+0,02 0,87+0,03

72 5,11+0,02 1,49+0,03 0,47+0,02 0,80+0,03
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Tabela 3 — Concentragdo de ATV (mg.mL™?) de todas as amostras submetidas aos diferentes meios ao longo de

72h.
(concluséo)
pH
Amostra Tempo (h)
1,4 4,5 6,8 7,5
24 1,36+0,03 0,059+0,006 0,020+0,001 0,021+0,003
MF 48 1,38+0,01 0,061+0,006 0,017+0,001 0,013+0,001
72 1,38+0,02 0,060+0,008 0,017+0,001 0,019+0,001

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: valor médio+ desvio padrédo (D.P.), n=3.

Conforme dados mostrados na Tabela 3, é possivel perceber que ao longo das 72h em
diferentes pH, todas as amostras apresentaram maior solubilidade em condigdes mais acidas
de pH. De acordo com o teste t de student, a comparacao entre das concentracbes em 24h, 48h
e 72h de uma mesma amostra ndo apresenta diferenca estatisticamente significantes.

No pH 1,4, que representa as condi¢bes de um estdmago em jejum, ATVs apresentou
a maior solubilidade nos trés tempos medidos. A maior concentracdo atingida ocorreu em 48h
de incubag&o (7,81+0,09 mg.mL™?), indicando uma solubilidade 9,4 vezes maior do que ATV
(0,83+0,02 mg.mL™) e 1,5 vezes maior do que a DS-ATV (5,12+0,03 mg.mL™?) durante o
mesmo periodo.

Nos pH 4,5 e 6,8, meios que representam as condi¢cbes de pH do duodeno, a
solubilidade diminui conforme o pH se torna menos acido e mais préximo do pH neutro. Isso
ocorre pois neste pH as espécies ndo ionizadas sdo favorecidas, considerando o pKa do
atazanavir que é 4,4 (INDULKAR et al., 2017; PLOGER; HOFSASS; DRESSMAN, 2018),
por isso é perceptivel a menor concentracdo nesses pHs. Neste contexto, a amostra que
apresentou maior solubilidade dentre todas foi a DS-ATV, atingido a maior solubilidade em
24h (1,55+0,07 mg.mL™), concentracdo que corresponde a 35 vezes mais sollvel do que
ATVs (0,043+0,002 mg.mL™1), e 64 vezes mais soltvel do que ATV (0,025+0,001 mg.mL™?)
no mesmo periodo. No pH 6,8, comparado ao pH 4,5, houve uma diminuicdo da solubilidade
em quase 50% no mesmo periodo (0,79+0,04 mg.mL™?), no entanto, DS-ATV ainda
demonstrou a maior solubilidade dentre eles, aproximadamente 26 vezes (0,030+0,002

mg.mL™) e 38 vezes (0,020+0,002 mg.mLt) superior que ATV e ATVs, respectivamente.
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No pH 7,5, meio que representa o pH de intestino delgado e muito préximo do pH
sanguineo, DS-ATV foi a amostra que mostrou a maior solubilidade comparado as demais,
inclusive em 24h. Neste periodo a solubilidade foi de 0,87+0,03 mg.mL™ que representa uma
concentragio 26 vezes maior do que ATV (0,039+0,003 mg.mL™) e 32 vezes maior do que
ATVs (0,027+0,002 mg.mL™).

O teste T de Student foi realizado para comparas duas amostras, ATV comparado com
ATVs, e ATVs com DS-ATV, e todos os resultados se apresentaram significativamente
diferentes no intervalo de confianga de 95%. O resultado foi confirmado também pelo p-valor.

Interessante mencionar que DS-ATV atingiu sua maior solubilidade dentro das
primeiras 24h em todos os meios usados no ensaio, exceto no meio de pH 7,5, como mostra
Figura 31. Esse resultado é interessante, especialmente considerando que ATV é um farmaco
de absorcdo rapida. Depois que a dose de 400 mg é oralmente administrada, a concentracao
méaxima (Cmax) de 2,2 mg.L? é atingida no plasma sanguineo em cerca de 2,9 horas
(FOISSAC et al., 2011).Uma vez que Cmax é atingida, o tempo de meia-vida de ATV é de
6,5+2,6 horas, o que significa que melhorar a solubilidade de ATV nas primeiras horas ap0s
ingestdo, pode contribuir para melhorar a biodisponibilidade do farmaco ou mesmo contribuir
para diminuir a dose diaria, que é responsavel por tantos efeitos colaterais em pacientes
(FOISSAC et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2020).
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Figura 31 — Solubilidade de DS-ATV em 24, 48 e 72 horas
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Fonte: Autora (2022).

Legenda: (listrado) pH 1,4;
(cinza s6lido) pH 4,5;
(quadriculado) pH 6,8;
(pontilhado) pH 7,5.

A solubilidade média para os pH de 6,8 e 7,5 em 24h demonstrou que os valores nédo
foram significativamente diferentes do ponto de vista estatistico, 95% de confianca, de acordo
com teste t de student. Comparando estes resultados, a solubilidade média no pH 4,5 em 24h
demonstrou ser duas vezes maior. Foi precisamente neste pH que DS-ATV atingiu o melhor
resultado comparado ao ATV e ATVs. E importante garantir a solubilidade nesses pH
fisiologicos, considerando que ATV é um farmaco oralmente administrado, e o trajeto até o
plasma sanguineo enfrenta uma série de pH diferentes. O intestino delgado é o primeiro lugar
de absorcdo importante e possui pH em uma faixa de 4,5 a 6,8 e o do plasma 7,35 a 7,45
(GERVASONI et al., 2017). Antes de atingir o plasma, ATV sofre metabolismo de primeira
passagem no figado, o que significa que sofre uma eliminacdo pré-sistémica. A baixa
solubilidade de ATV, além do efeito do metabolismo de primeira passagem, sdo as principais

razdes para a baixa biodisponibilidade deste inibidor de protease. (GERVASONI et al., 2017,
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LE TIEC et al., 2005). Desta forma, melhorar a solubilidade de ATV para aléem do pH
estomacal € uma possivel estratégia para melhorar a biodisponibilidade, e os resultados de
DS-ATV demonstraram 0 aumento da solubilidade em pelo menos 20 vezes nos pH 4,5, 6,8 e
7,5.

Considerando o critério para o IFA ser consideravel de alta solubilidade aquosa — a
maior dose do farmaco dissolvido em um volume de 250 mL de meio aquoso na faixa de pH
1,0 a 7,5, a razdo em mg.mL para ATV, usando a maior dose como referéncia (400 mg), um
resultado satisfatorio precisa ser igual ou maior do que o valor de 1,6 mg.mL™. Assim, ATV
base livre ndo atingiu o valor minimo sob nenhum pH, ATVs exibiu valor satisfatorio apenas
nas condicdes de pH 1,4. O DS-ATV foi o0 Unico que apresentou resultados satisfatorios tanto
em pH 1,4 quanto em pH 4,5.

5.9 PERFIL DE DISSOLUCAO DA DS-ATV

O teste de perfil de dissolucdo ¢ um importante teste fisico-quimico que demonstra in
vitro a performance de farmacos que requerem dissolucdo para absorcdo. Para farmacos que
pertencem a classe | da BCS (alta permeabilidade e alta solubilidade) um simples teste in vitro
em que a dissolucdo atinja 85% de liberacdo em um periodo de 15 minutos é suficiente para
garantir a biodisponibilidade (AMIDON et al., 1995; HELMY; BEDAIWY, 2016). Para 0s
farmacos da classe Il (alta permeabilidade e baixa solubilidade), a dissolucdo no trato
gastrointestinal é o passo limitante para a absorcdo e, portanto, uma correlacdo in vivo/in vitro
s0 é satisfeita quando a taxa de dissolucdo in vitro é igual & do in vivo. No entanto, o perfil de
dissolucao neste caso é um importante etapa para avaliar e planejar os passos que envolvem a
modificacdo de farmacos orais (AMIDON et al., 1995; TSUME et al., 2014).

Por se tratar de uma base fraca, o Atazanavir é subcategorizado pela BCS como classe
II-b, e como os demais IFA pertencentes a essa subcategoria, exibem melhor taxa de
dissolucdo em pH gastrico e quando em pH intestinal, possuem a tendéncia de precipitar
(FABER et al., 2017; TSUME et al., 2014). Este comportamento foi verificado no teste de
dissolucdo das quatro formas sélidas de Atazanavir avaliadas, como pode ser vista na Figura
32.

No pH 1,4, o ATV base livre ndo atingiu a taxa de dissolucdo de 85%. A maior taxa
atingida foi 58+5% durante o periodo de 60 minutos. Por outro lado, ATVs conseguiu atingir

a taxa de dissolucéo ultrapassando os 85% (89,0+0,2%) nos primeiros 2 minutos, exibindo um
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comportamento categorizado como de “dissolu¢do muito rapida”. Embora a taxa de liberacao
de DS-ATV ndo tenha ocorrido tdo rapido quando a do ATVs, o mesmo atingiu um
percentual acima de 85% (89,1+4,1%) em 30 minutos, que também se enquadra na categoria
de “dissolugdo rapida”.

Os fatores que afetam a absorcdo gastrointestinal de um medicamento oral estdo
diretamente relacionados ao pH, a presenca de comida ou ndo, a permeabilidade, a motilidade
e a taxa de esvaziamento gastrico (MITRA; FADDA, 2014). Para os dois ultimos casos, a
absorcao € diretamente influenciada pelo tempo em que o IFA permanece neste ambiente, e
por isso, a garantia de equivaléncia de uma taxa de dissolucdo é apenas assegurada quando
esta apresenta uma taxa superior a 85% dentro de 30 minutos (AMIDON et al., 1995;
SALEHI et al., 2021; VRBANAC et al., 2020). Neste contexto, tanto ATVs quanto DS-ATV
apresentaram taxas que satisfizeram os critérios adotados pela BCS.

No pH 6,8, a maior taxa de dissolucdo de ATVs e DS-ATV foi 43,4+0,5% e
15,9+1,1% em 60 minutos, respectivamente. A taxa mais alta que ATV base livre atingiu foi
de 3,7+0,1% em 12 minutos. Embora nenhuma amostra tenha exibido uma taxa de liberagéo
superior a 85%, no trato intestinal o IFA permanecera por um periodo maior do que o periodo
do teste (ENOMOTO et al., 2021; WASHINGTON, N.; WASHINGTON, C.; WILSON,
2000). Considerando que a solubilidade de DS-ATV exibiu a melhor solubilidade neste pH
nas primeiras 24h (FIGURA 31), isso pode representar que embora a taxa de liberacdo em 60
minutos ndo atingiu 85%, a maior solubilidade aquosa encontrada pode contribuir diretamente

para uma melhor absorcao.
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Figura 32 — Comparagdo entre o perfil de dissolucdo de ATVs, ATV, DS-ATV e MFnos pH 1,4 e 6,8.
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Fonte: Autora (2022).

Legenda: (quadrado) ATVs;
(circulo) ATV;
(tridngulo) DS-ATYV;
(tridngulo invertido) MF.

DS-ATV exibiu a maior taxa de dissolu¢cdo comparado a ATV e MF em ambos 0s pHs
testados. Mesmo que MF tenha a mesma composicdo que DS-ATV, o fato de DS-ATV seja
liberado em particulas amorfas contribui para este desempenho, considerando que amorfos
ndo requerem nenhuma energia de rede para ser rompida durante o processo de dissolugéo,
diferente dos materiais cristalinos (MANKAR; RACH, 2018; SCHITTNY; HUWYLER,;
PUCHKOV, 2020)

Muitos métodos tém sido propostos para uma avaliagdo comparativa entre os perfis de
dissolucdo, mas o modelo mais consolidado, e sugerido pelas agéncias regulatorias como
EMA (do inglés European Medicines Agency) e FDA, é a combinacdo de dois testes: o fator
de diferenca (F1) e o fator de similaridade (F2), uma vez que esse modelo compara a
diferenca entre o percentual do IFA dissolvido em uma unidade de tempo para amostra e
produto referéncias (DAVIT et al., 2016; GRAY, 2018; MOORE; FLANNER, 1996).

Comparando os perfis de dissolucdo através dos testes F1 e F2, os resultados entre
ATV e DS-ATV no pH 6,8 foi F1= 61,37 e F2= 16,04, e os resultados obtidos pela
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comparagéo entre ATV e ATVs para 0 mesmo pH foi F1= 26,28 e F2= 30,18. Assim sendo,
pela combinacao dos fatores de diferenca e de similaridade, é possivel assegurar que esses
perfis de dissolucdo ndo sdo equivalentes, e, portanto, a bioequivaléncia entre ambos néo é
assegurada, ainda que individualmente DS-ATYV satisfaca os critérios de dissolucdo definidos
pela BCS.
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6 CONCLUSAO

A nova forma solida obtida neste trabalho, a disperséo solida de atazanavir em matriz
hidrofilica de manitol produzida por meio do método de fusdo, demonstrou ser uma nova
forma de simples producdo que possui um método altamente reprodutivel. Além disso, 0s
resultados alcancados demonstraram que DS-ATV aumentou a solubilidade nos quatro pH
avaliados comparados aos resultados de ATV base livre e da MF, e comparado com ATVS, 0
aumento de solubilidade de DS-ATV foi observado em todos os pHs, exceto o pH que
representa 0 ambiente estomacal. Além da solubilidade, também foi investigado por meio de
um ensaio in vitro o perfil de dissolugéo das quatro amostras: ATV, ATVs, DS-ATV e da MF
que compde a DS, e dentre estes resultados, apenas ATVs e DS-ATV foram capazes de exibir
uma taxa de dissolucdo de acordo com os critérios BSC (>85% dentro de 30 minutos) no pH
que simula o ambiente estomacal. Os resultados exibidos neste trabalho, demonstram que a
dispersdo solida pode ser uma alternativa as demais formas de ATV disponiveis para
pacientes, contribuindo para reducdo da dosagem diéria e para uma terapia antirretroviral mais

simplificada.
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