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RESUMO

A ebastina (EBA) é um anti-histaminico de segunda geracdo com baixa
solubilidade aquosa. E utilizada no tratamento de rinites alérgicas e urticaria
idiopatica crénica. Para a administracdo de farmacos pela via oral existe uma
preferéncia pelas formas farmacéuticas solidas, e a eficacia terapéutica destes esta
diretamente associada as suas propriedades no estado sdlido. Portanto, € muito
importante controlar essas propriedades durante as varias fases do desenvolvimento
de um medicamento. O propdsito desse trabalho foi avaliar o impacto de diferentes
hébitos cristalinos de EBA sobre as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco.
Foram obtidos quatro novos habitos cristalinos de EBA, ainda ndo reportados, por
evaporacao lenta, em diferentes solventes e temperaturas de evaporacdo. A matéria-
prima de EBA e os cristais foram analisados por técnicas de caracterizacdo no
estado solido, incluindo difracdo de raios X de pd e de monocristal, calorimetria
exploratoria diferencial, termogravimetria, espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier, microscopia eletrbnica de varredura, velocidade de
dissolucéo intrinseca e dissolucdo em po6. A estrutura cristalina da EBA foi
determinada através da difracédo de raios X de pdé e de monocristal. Os resultados da
dissolugcdo em po indicaram diferenca significativa entre os perfis de dissolucéo e
entre a eficiéncia de dissolucdo dos cristais obtidos e da matéria-prima de EBA,
sugerindo a possibilidade da influéncia de diferentes habitos cristalinos na

biodisponibilidade do farmaco.

Palavras-chave: Ebastina. Habito cristalino. Dissolugdo em p6. Estado sdlido.
DRXM. VDI



ABSTRACT

Ebastine (EBA) is a second-generation antihistamine with poor water
solubility. It is used in the treatment of allergic rhinitis and chronic idiopathic urticaria.
For oral administration of drugs, there is a preference for solid dosage forms and the
therapeutic efficacy of them is directly related to their solid state. Therefore, it is very
important to control these properties during the various phases of the development of
drug products. The aim of this work was to evaluate the impact of different crystal
habits of EBA on the physico-chemical characteristics of the drug. Four not reported
new crystal habits of EBA were obtained through the slow solvent evaporation
technique, using different solvents and temperatures. The EBA crystals and raw
material were analyzed by solid state techniques including X-ray powder diffraction
and single crystal diffraction, differential scanning calorimetry, thermogravimetry,
Fourier transform infrared, scanning electron microscopy, intrinsic dissolution rate
and powder dissolution. The crystalline structure of EBA was determined through
single crystal X-ray diffraction. The powder dissolution results indicated significant
difference between dissolution profiles and dissolution efficiency from EBA raw
material and the new crystals obtained, suggesting the possible influence of distinct

crystal habits on the bioavailability of this drug.

Keywords: Ebastine. Crystal habit. Powder dissolution. Solid state. SXRD. IDR
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1 INTRODUCAO

A rinite alérgica € uma doenca inflamatéria da mucosa nasal caracterizada por
sintomas como prurido nasal, obstrucdo do fluxo aéreo, espirros e congestao nasal,
causados por reacdes mediadas pela imunoglobulina E (IgE) contra alérgenos
inalados (GREINER et al., 2011; WHEATLEY; TOGIAS, 2015).

Os farmacos de escolha no tratamento de pacientes com doencas alérgicas,
especialmente rinite e urticaria, sdo os antagonistas dos receptores H;. Estes sao
classificados em primeira ou segunda geracao e sua principal diferenca reside nos
efeitos distintos sobre o sistema nervoso central (GREINER et al., 2011;
WHEATLEY; TOGIAS, 2015).

A ebastina € um anti-histaminico de segunda geracéo, ndo sedativo, potente
e seletivo. E utilizada no tratamento de rinites alérgicas e urticaria idiopatica cronica
(HURST; SPENCER, 2000; WEIDE et al., 2004; SASTRE, 2008; GREINER et al.,
2011). No Brasil, encontra-se comercialmente disponivel nas formas farmacéuticas
de comprimidos revestidos de 10 mg, xarope de 1 mg/mL e capsulas gelatinosas em

associacao com pseudoefedrina.

Para a administracdo de medicamentos pela via oral, existe uma preferéncia
pelas formas farmacéuticas solidas, em virtude da maior aceitacdo pelos pacientes,
da confiabilidade das doses veiculadas e da maior estabilidade do medicamento
(ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; NEHA et al., 2012).

As propriedades fisicas de farmacos no estado solido sdo de grande interesse
no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, uma vez que elas podem ter
impacto tanto na producdo quanto no desempenho do produto acabado (MODI et al.,
2013; ANDRIOLI et al., 2014; MAGHSOODI, 2015). Os solidos cristalinos podem
existir em diferentes formas, tais como polimorfos, solvatos, hidratos e co-cristais
(LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011; PRADO; ROCHA 2015). Por sua vez, as
diferentes formas cristalinas de um farmaco podem afetar sua solubilidade,
biodisponibilidade e estabilidade quimica (FLORENCE; ATTWOOD, 2011; USP,
2011; SORRENTI et al., 2012).
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Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do
hébito cristalino e/ou do polimorfismo da ebastina sobre algumas de suas
caracteristicas fisico-quimicas. A ebastina foi escolhida por ser um farmaco da
classe Il, com caracteristicas de solubilidade desfavoraveis a administragdo em
formas farmacéuticas sélidas (MADDENS et al., 2011) e por apresentar evidéncias
de polimorfismo (MPA, 2013).



OBJETIVOS




15

2 OBJETIVOS

2. 1 Objetivo geral

Realizar a caracterizacao no estado sélido da ebastina, verificar a ocorréncia
de formas polimorficas distintas e avaliar o impacto de diferentes habitos cristalinos

em suas propriedades fisico-quimicas.

2. 2 Objetivos especificos

e Obter diferentes cristais de ebastina a partir da recristalizagdo por

evaporacao lenta em diferentes solventes;

e Realizar a caracterizacéo fisico-quimica da matéria-prima e das formas

cristalinas obtidas por técnicas cristalograficas, térmicas, espectroscopicas e

microscopicas;

e Avaliar o impacto de novos habitos cristalinos nas caracteristicas fisico-

guimicas da ebastina;

e Avaliar a influéncia de novos habitos cristalinos na dissolucdo em p6 da

ebastina;

e Validar metodologia analitica para avaliar a velocidade de dissolucéao

intrinseca das diferentes formas cristalinas da ebastina.



REVISAO BIBLIOGRAFICA
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Rinite alérgica: aspectos gerais

Tem sido observado um aumento expressivo na incidéncia de doencas
alérgicas em nivel mundial e acredita-se que cerca de 500 milhdes de pessoas
sofram de rinite alérgica (RODRIGUES; SANTIS; ARROBAS, 2009).

A rinite alérgica é uma doenca nasal sintomatica, decorrente de um processo
inflamatério mediado pela IgE apds a exposicdo da mucosa nasal a um ou mais
alérgenos (RODRIGUES; SANTIS; ARROBAS, 2009; CAMELO-NUNES; SOLE,
2010; GREINER et al., 2011; WHEATLEY; TOGIAS, 2015). Os sintomas incluem
obstrucdo nasal, coriza, espirros e prurido nasal. Atualmente, o Grupo de Estudos
sobre Rinite Alérgica e seu Impacto na Asma (ARIA, em inglés) em colaboragéo com
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), propds uma classificacdo com base na
frequéncia dos sintomas em ‘“intermitente” ou “persistente” e, de acordo com a
intensidade dos sintomas, em “leve” ou “moderada/grave” (RODRIGUES; SANTIS;
ARROBAS, 2009; BROZEK et al., 2010; CAMELO-NUNES; SOLE, 2010; GREINER
etal., 2011; WHEATLEY; TOGIAS, 2015).

Apesar de, muitas vezes, ser vista como uma doenca trivial e passageira, a
rinite alérgica € capaz de alterar de forma intensa a qualidade de vida dos pacientes,
assim como o seu desempenho, aprendizado e produtividade. E importante salientar
gue prejuizos fisicos, psicolégicos e sociais atingem ndo apenas 0s adultos, mas
também criancas e adolescentes (RODRIGUES; SANTIS; ARROBAS, 2009;
CAMELO-NUNES; SOLE, 2010; GREINER et al., 2011). Além disso, estudos
epidemiologicos mostram que a rinite alérgica é parte de um processo inflamatoério
sistémico e estd associada a outros disturbios inflamatérios das mucosas, incluindo
conjuntivite alérgica, sinusite e asma (CAMELO-NUNES; SOLE, 2010; GREINER et
al., 2011; WHEATLEY; TOGIAS, 2015). Aproximadamente 80% dos asmaticos tém
rinite alérgica, sendo que a Ultima promove o0 agravamento da asma concomitante, e
cerca de 40% dos pacientes com rinite possuem asma (RODRIGUES; SANTIS;
ARROBAS, 2009; CAMELO-NUNES; SOLE, 2010).



18

O guia do ARIA tem a qualidade de vida como foco principal quando
considera a avaliagdo e o tratamento. Ele fornece uma abordagem pragmética para
o tratamento da rinite alérgica e é constantemente avaliado e atualizado
(RODRIGUES; SANTIS; ARROBAS, 2009; BROZEK et al., 2010; CAMELO-NUNES;
GREINER et al., 2011; WHEATLEY; TOGIAS, 2015).

OpcOes de tratamento farmacoldgico incluem anti-histaminicos H1 (anti H,),
glicocorticéides intranasais e antagonistas do receptor do leucotrieno, sendo que o0s
anti H; estdo entre os medicamentos com o maior nimero de prescricdes para o
tratamento de doencas alérgicas, no mundo (RODRIGUES; SANTIS; ARROBAS,
2009; CAMELO-NUNES; SOLE, 2010; GREINER et al., 2011; WHEATLEY;
TOGIAS, 2015). Apesar de apresentarem eficacia semelhante no tratamento da
rinite alérgica, os anti H; diferem quanto a sua estrutura quimica, farmacologia
clinica e potencial de toxicidade, sendo classificados como de primeira e segunda
geracdo (LLANES; GRANT, 2000; RODRIGUES; SANTIS; ARROBAS, 2009;
GREINER et al., 2011).

Os anti-histaminicos de primeira geracdo, quando comparados aos de
segunda geracdo, apresentam uma relacéo risco-beneficio desfavoravel, uma vez
gue atravessam facilmente a barreira hematoencefalica (BHE), causando o seu
principal efeito adverso, a sedacédo (LLANES; GRANT, 2000; RODRIGUES; SANTIS;
ARROBAS, 2009; GREINER et al., 2011). Além disso, sao rapidamente absorvidos e
metabolizados, o que aumenta o nimero de administracdes diarias. Entre os anti H;
de primeira geracdo encontram-se a difenidramina, a tripelenamina, a clorfeniramina
e a prometazina (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001;
RODRIGUES; SANTIS; ARROBAS, 2009; CAMELO-NUNES; SOLE, 2010;
GREINER et al., 2011; WHEATLEY; TOGIAS, 2015).

Os anti-histaminicos de segunda geracdo sdo o0s mais utilizados, pois
dificimente atravessam a BHE, diminuindo o seu efeito sedativo. Além disso,
apresentam poténcia elevada, meia-vida prolongada e possuem menos efeitos
colaterais que os anti-histaminicos classicos devido a sua grande seletividade ao
receptor Hy. Entre os anti H; de segunda geracdo encontram-se a levocetirizina, a
cetirizina, a desloratadina, a loratadina, a rupatadina, a carebastina e a ebastina
(LLANES; GRANT, 2000; RODRIGUES; SANTIS; ARROBAS, 2009; GREINER et
al., 2011).
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3.2 Ebastina

A ebastina (Figura 1) € um anti-histaminico de segunda geracdao,
guimicamente  descrito como  1-[4-(1,1-dimetiletil)fenil]-4-[4-(difenilmetoxi)-1-
piperidinil]-1-butanona. Apresenta-se como po branco, cristalino, com ponto de fuséo
proximo de 86°C; é insoluvel em agua, levemente solivel em metanol e muito
soltvel em diclorometano (BP, 2010). De acordo com o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB), a ebastina pertence a classe Il (MADDENS et al., 2011), ou
seja, € um farmaco com baixa solubilidade e alta permeabilidade. O farmaco atua
como antagonista H; potente e seletivo, ndo provocando sedacdo e apresentando
acOes anticolinérgicas e antisserotonérgicas insignificantes (HURST; SPENCER,
2000; LLUPPIA; GRAS; LENNAS, 2003; WEIDE et al.,, 2004; SASTRE, 2008;
GREINER et al., 2011).

S : /V\H/
N
7 ‘ o /Q 0
=

Ry
Figura 1 — Estrutura quimica da ebastina

E indicada para o tratamento dos sintomas de rinites alérgicas, urticarias
crbnicas e, em alguns paises, para o alivio de picadas de mosquitos ou dermatites
atopicas (HURST; SPENCER, 2000; WEIDE et al., 2004; SASTRE, 2008; GREINER
et al.,, 2011). Sofre metabolizacdo no figado, e seus metabdlitos primarios
identificados em humanos sao a hidroxiebastina e a desalquilebastina, sendo que a
hidroxiebastina é posteriormente metabolizada a carebastina, seu metabdlito ativo
(Figura 2) (HASHIZUME et al., 2002).
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Figura 2 - Metabolizacdo da ebastina (HASHIZUME et al., 2002)

A dose terapéutica usual para adultos é de 10 a 20 mg uma vez ao dia, com
inicio de acao entre 1 e 3 horas (SASTRE, 2008).

Estudos farmacocinéticos demonstram que com apenas uma administracao
diaria de 10 mg de ebastina, a carebastina atinge sua concentracdo maxima entre
2,6 a 5,7 horas e apresenta meia-vida de 10,3 a 19 horas. Encontra-se fortemente
ligada as proteinas plasmaticas (> 95%) e cerca de 70% dos seus metabdlitos
conjugados sao excretados pela urina (YAMAGUCHI et al., 1994; SASTRE, 2008). A
farmacocinética da ebastina nédo é afetada pela ingestdo de alimentos (YAMAGUCHI
et al., 1994; SASTRE, 2008), nem pela idade do paciente (ROHATAGI et al., 2001).
Estudos farmacodinamicos tém mostrado alta atividade da ebastina ap6s 24 horas
de administracdo do farmaco (HURST; SPENCER, 2000; SIMONS, 2002).

Uma vez que a ebastina pertence a classe Il do SCB e esta disponivel em

formas farmacéuticas de uso oral, presume-se que algumas estratégias tenham sido
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usadas para garantir sua biodisponibilidade. Nesse contexto, o uso de diluentes
como o amido, a lactose e a celulose microcristalina, excipientes dos comprimidos,
pode favorecer a dissolucdo. A lactose € um excipiente hidrossoluvel e favorece o
processo de dissolugdo (GIL, 2007). J& a celulose microcristalina, o amido e a
croscarmelose sodica sdo usadas como desintegrantes (ROWE, 2006). Para as
capsulas, além dos excipientes ja citados faz-se uso do solubilizante 8-
polioxilestearato. J& na solucdo oral, utliza-se o0 solubilizante glicerina
polietilenoglicol oxiestearato (ROWE, 2006).

Evidéncias de polimorfismo da ebastina foram divulgadas em documento
emitido pela Lakemedelsverket Medical Products Agency (MPA, 2013). O
polimorfismo tornou-se uma grande preocupacao para a industria farmacéutica, no
gue diz respeito a estabilidade e ao desenvolvimento de medicamentos, uma vez
gue diferentes estruturas cristalinas significam diferentes propriedades fisico-
guimicas, como ponto de fusédo, dureza, densidade e solubilidade, que podem afetar
a velocidade de dissolucao e a biodisponibilidade do farmaco (CUFFINI; PITALUGA;
TOMBARI, 2009; LEE; EDERMIR; MYERSON, 2011; BERNARDI et al., 2013).

3.3 Solubilidade e biodisponibilidade de farmacos

A solubilidade é uma propriedade intrinseca de cada substancia, sendo um
parametro termodinamico definido como a quantidade maxima de soluto que se
dissolve em um determinado solvente ou solucdo a temperatura e pressao
constantes (BUENO; RECH, 2009; ROSA; VILHENA, 2012; VARGAS; RAFFIN;
LIMA e MOURA, 2012). A solubilidade depende de diversos fatores como:
temperatura, solvente, pH, pressdo, tamanho de particula e polimorfismo
(STEGEMANN et al., 2007; SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012; KUMAR, et al.,
2013).

Para descrever a solubilidade, as farmacopeias utilizam as definicdes
baseadas no numero de partes de solvente (mL) necessario para dissolver uma

parte de massa do solido (1 g), como mostra o Quadro 1.
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Defini¢do de solubilidade Partes de solvente para uma parte de soluto
Muito soluvel Menos de 1
Facilmente soltvel De 1al0

Solavel De 10 a 30
Ligeiramente soltvel De 30 a 100

Pouco soluvel De 100 a 1000

Muito pouco solivel De 1000 a 10.000
Praticamente insoltvel Mais de 10.000

Quadro 1 — Definigéo de solubilidade encontrada em compéndios oficiais (FB, 2010).

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB, Quadro 2) classifica os
farmacos com relagéo a sua solubilidade e permeabilidade gastrintestinal (AMIDON
et al., 1995). O SCB leva em consideracdo que a maioria dos farmacos
administrados pela via oral € absorvida por um processo de difuséo passiva atraves
do intestino delgado, onde a extenséo da absorcéo oral € extremamente influenciada
pela solubilidade do composto nos fluidos biologicos e pela sua permeabilidade as
membranas biologicas (AMIDON et al., 1995; LOFTSSON; BREWSTER; MASSON,
2004; KUMAR et al., 2013). De acordo com essa classificacdo, os farmacos da
Classe | terdo absorcdo superior a 90%. Farmacos da Classe Il, por sua baixa
solubilidade, n&o serdo completamente absorvidos, ainda que sejam muito
permedaveis. Farmacos da classe Il tém alta solubilidade, mas devido a baixa
permeabilidade, ndo conseguem atravessar as membranas do trato gastrintestinal
em velocidade suficiente para que sejam absorvidos completamente. Por sua vez,
farmacos da Classe IV sdo pouco soluveis e pouco permeéaveis, de modo que sua
absorcdo ndo é favorecida. (DRESSMAN; REPPAS, 2000; LOFTSSON;
BREWSTER; MASSON, 2004; KUMAR et al., 2013).

Pelo exposto, estratégias que permitam aumentar a solubilidade dos farmacos
das classes Il (baixa solubilidade/alta permeabilidade) e IV (baixa solubilidade/baixa
permeabilidade) podem contribuir para aumentar a sua biodisponibilidade,
possibilitando sua administracéo por via oral (DRESSMAN; REPPAS, 2000).



Classe Solubilidade Permeabilidade
I Alta Alta
Il Baixa Alta
" Alta Baixa
v Baixa Baixa
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Quadro 2 - Classificagao Biofarmacéutica proposta por Amidon e colaboradores
(1995)

Atualmente, mais de 40% dos farmacos pertencem as classes Il e IV do SCB.
Além disso, cerca de 70% dos farmacos desenvolvidos nos ultimos anos
apresentam baixa solubilidade aquosa (KAWABATA et al., 2011; WEYNA et al.,
2012b; GUPTA; KESARLA; OMRI, 2013; MEHTA et al., 2014). Existem muitos
problemas resultantes da baixa solubilidade no desenvolvimento de farmacos, uma
vez que a solubilidade aquosa de um farmaco € critica e determinante para a sua
taxa de dissolucdo. Essa taxa deve ser significativamente maior que a taxa de
transito intestinal para que a absorcdo seja maximizada. De modo semelhante,
mesmo que a taxa de dissolucdo seja rapida, se a solubilidade em equilibrio for
baixa, a quantidade de farmaco disponivel em solucdo para absor¢cdo ndo sera
suficiente para atingir sua dosagem efetiva em tempo acessivel (SAVJANI; GAJJAR;
SAVJANI, 2012; KUMAR; SINGH, 2013).

Diversos fatores fisico-quimicos controlam a taxa de dissolu¢do dos farmacos.
Entre eles, destacam-se a area superficial, o coeficiente de difusédo, a quantidade de
farmaco dissolvido e o volume de meio (HORTER; DRESSMAN, 2001). Mudanga no
habito cristalino (KUMAR; SINGH, 2013), reducdo do tamanho de particula (XIA et
al.; 2010), auto-emulsificacdo (GUPTA; KESARLA; OMRI, 2013), modificacdo do pH
(VARGAS; RAFFIN; LIMA e MOURA, 2012), complexacdo com ciclodextrinas
(KHADKA et al., 2014), polimorfismo (LEE, 2014), e amorfizacdo (GUPTA;
KESARLA; OMRI, 2013) sao consideradas estratégias efetivas na melhora dos
perfis de dissolucdo de farmacos pouco sollveis em agua, destacando-se a
manipulacéo das propriedades do estado sélido dos farmacos (BLAGDEN; MATAS,;
YORK, 2007; MADDENS et al., 2011; WEYNA et al., 2012b; WILLIAMS et al., 2013;
KUMAR et al., 2013; MEHTA et al., 2014).
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3.4 S6lidos cristalinos

O arranjo das moléculas na rede cristalina de um farmaco sélido determina
suas propriedades fisico-quimicas (DATTA; GRANT, 2004; BACCHI, 2012).
Portanto, € muito importante controlar a forma cristalina do farmaco durante as
varias fases do desenvolvimento de um medicamento, uma vez que qualquer
mudanca de fase devido a interconversdo polimérfica, dessolvatacdo de solvatos e
formacdo de solvatos pode alterar a biodisponibilidade do medicamento
(VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001; RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004; USP,
2011; DATTA; GRANT, 2004; BACCHI, 2012; ANDRIOLI et al., 2014).

Os solidos podem ser classificados como cristalinos ou amorfos. Os solidos
amorfos possuem moléculas distribuidas aleatoriamente no espago sem uma ordem
tridimensional de longo alcance e suas interagbes com moléculas vizinhas, como
pontes de hidrogénio, ndo apresentam regularidade em sua distribuicdo por toda a
amostra. Por sua vez, os solidos cristalinos apresentam arranjos regulares e
periodicos das moléculas que se repetem nas trés dimensdes (VIPPAGUNTA,
BRITTAIN; GRANT, 2001; RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004; DATTA; GRANT,
2004; BACCHI, 2012; ANDRIOLI et al., 2014). Quando este arranjo é perfeito e se
estende por toda a amostra, sem interrupcdo, tem-se um monocristal. Entretanto,
guando nao ha o arranjo periodico dos atomos por influéncia das condi¢cdes externas
no momento da cristalizacdo, como temperatura, pressao e taxa de resfriamento,
ocorre divisdo do volume sdélido em numerosas regifes de pequenos graos
monocristalinos, resultando nos sélidos policristalinos (DATTA; GRANT, 2004; LEE;
MYERSON, 2006; CALLISTER, 2007; BYLINE et al.,, 2009; LEE; EDERMIR;
MYERSON, 2011).

Os cristais sdo formados por unidades estruturais basicas, denominadas
células unitarias, unidade que contém todas as -caracteristicas estruturais e
elementos de simetria, e por translacdo reproduzem um padrdo em todo espaco
tridimensional. Suas dimensdes sdo caracterizadas pelos seis parametros de rede:
trés eixos, a, b e ¢ e os trés angulos entre eles, a, B, y, que descrevem a forma e o
tamanho da célula unitaria (VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001; DATTA;

GRANT, 2004). Cada célula unitaria pode ser classificada em um dos sete sistemas
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cristalinos: triclinico, monoclinico, ortorrébmbico, tetragonal, hexagonal, trigonal e
cubico (Quadro 3). Cada um desses sistemas cristalinos tem um ou mais elementos
de simetria que descrevem a simetria da célula unitaria. Existem 32 combinacdes
possiveis dos diferentes elementos de simetria, cada uma definida por classe
cristalina. Bravais descobriu que algumas redes cristalinas sdo mais complexas, mas
ainda estdo em conformidade com os sete sistemas cristalinos. Portanto, existem 14
redes de Bravais que consistem em sete sistemas fundamentais e sete sistemas nao
fundamentais. A combinacdo das 32 classes cristalinas com as 14 redes de Bravais
resulta nos 230 grupos espaciais (DATTA; GRANT, 2004; GIACOVAZZO, 2011).

Sistema Cristalino Geometria da célula unitéaria Parametros de rede
4 a=b=c
Cdbico =]
| a= B =y= 90°
=0 a=b#c
Hexagonal HHA
PSSR a=pB=90°y=120°
1 a=b#c
Tetragonal L_J
81— Q=B=Y=90°
T a=b=c
Trigonal TS L
2 a=B=y#90°
. A—1 afb#c
Ortorrémbico E
L Q:B:Y:QO"
. 7 a#zb#c
Monoclinico Y
L= a=y=90°%#pB
. . afb#c
Triclinico
a#B#y#90°

Quadro 3 — Sistemas cristalinos fundamentais (adaptado de GIACOVAZZO, 2011).

Os solidos cristalinos podem existir como entidades moleculares individuais
(unicomponentes) ou combinados (multicomponentes). Os cristais unicomponentes
sdo formados por um Udnico composto quimico e podem apresentar polimorfismo,
gue é a capacidade de uma substancia, no estado sélido, existir em duas ou mais

estruturas cristalinas, apresentando diferentes arranjos e/ou conformacgdes das
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moléculas na rede cristalina. J& os cristais multicomponentes, apresentam dois ou
mais compostos na sua estrutura cristalina. Estes englobam os solvatos, que sao
cristais de uma substéncia em que moléculas de solvente estdo incorporadas ao
reticulo cristalino; sais, que sdo compostos cristalinos iénicos; e cocristais, solidos
cristalinos compostos por duas ou mais moléculas na mesma estrutura cristalina,
como pode ser observado na Figura 3 (VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001;
SINGHAL; CURATOLO, 2004; BYLINE et al., 2009; LEE; EDERMIR; MYERSON,
2011).

Farmaco

Polimorfos Amorfo I rirmacocarregado
- fon reagente
s L I Molécula neutra
® 1 ] —1 PO
L J L J I N . ) [
1 |
Solvato Sal Cocristal

Figura 3 — Possiveis formas sélidas de um farmaco (adaptado de PRADO, 2012).

Frequentemente, solvatos e hidratos possuem solubilidade e taxa de
dissolucéo intrinseca diferente das formas ndo solvatadas correspondentes. Porém,
solvatos e hidratos ndo sdo polimorfos verdadeiros, assim como um solido amorfo
nao é uma forma polimérfica, ja que ndo apresenta ordem de longo alcance.
Entretanto, o FDA (Food and Drug Administration) e o ICH (International Conference
on Harmonization) reconhecem hidratos, solvatos e amorfos como polimorfos (ICH,
1999; FDA, 2007; FDA, 2013).
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3.5 Habito cristalino

O habito cristalino pode ser definido como a descricdo da aparéncia exterior,
ou a morfologia do cristal (FLORENCE; ATTWOOD, 2011; MODI et al.,, 2013;
MAGHSOODI, 2015). Diferentes processos de cristalizagdo podem resultar em
diferentes habitos cristalinos, uma vez que fatores como o grau de saturacdo da
solucdo, o tipo de solvente, a presenca de impurezas, a agitacdo e a temperatura
levam a inibicdo ou a diferentes velocidades de crescimento de determinadas faces
do cristal durante a cristalizagdo (KERALIYA et al.,, 2010; MODI et al., 2013;
ANDRIOLI et al., 2014; MAGHSOODI, 2015).

O habito cristalino pode influenciar o desempenho das formas farmacéuticas
sélidas, uma vez que pode impactar e modificar caracteristicas como fluidez,
compressibilidade, molhabilidade, densidade, estabilidade e a dissolugéo
(RASENACK; MULLER, 2002; BLAGDEN; MATAS; YORK, 2007; MODI et al., 2013;
MAGHSOODI, 2015).

Existem exemplos na literatura da influéncia do habito cristalino sobre a
solubilidade e perfil de dissolucéo. Cristais de cloridrato de lomefloxacino em forma
de agulhas apresentaram maior solubilidade e maior velocidade de dissolucao
guando comparados aos cristais em forma de bastonetes (THENGE et al., 2013).
Cristais de tolbutamida em forma de placas apresentaram incremento da
solubilidade e da velocidade de dissolucdo quando comparados aos cristais em
formas cubicas, prismaticas e de agulhas (KERALIYA et al., 2010). Cristais de
piroxicam com habito cristalino prismatico aumentaram a taxa de dissolucdo, mas
nao a solubilidade, enquanto cristais com habito cubico, apesar de melhorarem a
solubilidade, ndo alteraram de modo significativo as taxas de dissolu¢do, quando
comparados a matéria-prima de piroxicam (LYN et al., 2011).

Além de influenciar a biodisponibilidade, deve-se salientar a importancia do
hébito cristalino do ponto de vista tecnolégico. Nesse sentido, pode haver influéncia
na compressao de comprimidos, em virtude da orientacdo preferencial, que pode
alterar a distribuicdo dos planos cristalinos sobre a superficie de uma amostra
compactada. O habito cristalino também pode influenciar as propriedades de fluidez

do po, j& que essa depende de fatores como morfologia, tamanho, distribuicdo das
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particulas e area superficial (RASENACK; MULLER 2002; DE ARAUJO et al., 2012;
ANDRIOLI et al., 2014; MAGHSOODI, 2015).

Diferentes polimorfos de um farmaco podem apresentar diferentes hébitos
cristalinos, ou ndo. A prednisona, por exemplo, possui dois polimorfos (formas | e V)
gue podem apresentar o mesmo formato de agulha, enquanto a forma Il pode existir
com habito acicular ou prismatico (DE ARAUJO et al., 2012).

De maneira geral, diferentes habitos cristalinos afetam criticamente as
propriedades de um farmaco. Portanto, a triagem das formas solidas de um farmaco
€ essencial, uma vez que permite identificar a forma cristalina mais adequada para
ser desenvolvida (SNIDER; ADDICKS; OWENS, 2003; BLAGDEN; MATAS; YORK,
2007; RODOMONTE, 2008; ANDRIOLI et al., 2014; MAGHSOODI, 2015).

3.6 Cristalizacao

A cristalizagdo € uma técnica extensamente utilizada pela indastria
farmacéutica e impacta de maneira direta as propriedades do estado sdlido, a
estabilidade e o desempenho do produto (KERALIYA et al., 2010; MODI et al., 2013;
ANDRIOLI et al., 2014; MAGHSOODI, 2015).

Existem diferentes formas para obtencdo de cristais (AALTONEN et al.,
2009). Por difusdo de solvente, uma solucao é colocada em um tubo e, em seguida,
um solvente menos denso é cuidadosamente adicionado ao tubo, os solventes
lentamente se difundem e os cristais sdo formados. Ja por resfriamento lento,
prepara-se uma solucdo saturada, cujo solvente foi aquecido até proximo da sua
temperatura de ebulicAo, em seguida o tubo contendo essa solucdo deve ser
colocado em um banho de calor na mesma temperatura, os cristais irdo se formar
apos alguns dias. Além dessas, outras técnicas como evaporacao lenta do solvente,
difusdo de vapor e sublimacdo podem ser utilizadas (AUGUSTIINS; BREWSTER,
2007; SATTLER; FEINDT, 2010).

Entre as diversas formas de se obter cristais, a cristalizacdo por evaporacao
lenta do solvente é usualmente utilizada na triagem de formas sdlidas, na area
farmacéutica, por diversas razbes (KERALIYA et al., 2010). Primeiramente, um

grande namero de polimorfos e diferentes habitos cristalinos podem ser descobertos
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alterando-se as condi¢des de cristalizagdo, como: solvente, taxa de arrefecimento,
velocidade de evaporacdo, temperatura final e concentracdo da solugéo inicial
(MODI et al., 2013; MAGHSOODI, 2015). Além disso, os solidos farmacéuticos sdo
muitas vezes expostos a diferentes solventes durante o seu desenvolvimento, sendo
assim a formacao de solvatos ou hidratos de IFAs (insumos farmacéuticos ativos)
deve ser avaliada sistematicamente, a fim de melhorar os processos de fabricacéo
(RODOMONTE et al., 2008; ANDRIOLI et al., 2014). Por fim, monocristais de
tamanhos suficientes para serem analisados sao frequentemente obtidos por esta
técnica. A cristalizacdo por evaporacao lenta fundamenta-se no preparo de solucdes
saturadas do farmaco seguidas de filtracdo ou ndo, para remocdo de impurezas, e
repouso até o crescimento dos cristais. A cristalizacdo ocorre através da
supersaturacdo da solucdo que € atingida pela evaporacdo do solvente
(AUGUSTIJNS; BREWSTER, 2007; SATTLER; FEINDT, 2010).

3.7 Métodos para caracteriza¢cdo no estado solido

Desvios de qualidade decorrentes da presenca de diferentes habitos
cristalinos e/ou polimorfismo podem impactar diretamente a qualidade de
medicamentos (AITIPAMULA et al.,, 2012; DE ARAUJO et al.,, 2012; THENGE;
GANESAN; TEKADE, 2013; ANDRIOLI et al.,, 2014). Portanto, é importante
caracterizar o estado sélido dos farmacos, o que é atingido pelo emprego de uma
série de técnicas de modo integrado. Essas técnicas podem ser classificadas em:
técnicas térmicas, microscopicas, espectroscopicas, cristalograficas e técnicas para

avaliacdo de desempenho.

3.7.1 Difracao de raios X de monocristal (DRXM) e difracdo de raios X de p6 (DRXP)

O fendmeno da difracdo ocorre a partir da interacdo entre um feixe de raios X
incidente e os elétrons dos atomos presentes na amostra, a partir do qual se geram

feixes de fétons difratados, que serdo posteriormente detectados. Os raios X sao
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difratados pelos cristais apenas quando o angulo entre o raio e o conjunto de planos
no cristal satisfazem a Lei de Bragg (Equacéo 1). Quando um feixe de raios X incide
sobre um cristal constituido de planos atdmicos sucessivos, este é difratado gerando
um angulo caracteristico. Portanto, a difracdo de raios X fundamenta-se na
propriedade intrinseca de cada cristal em desviar, em um &ngulo especifico, a
direcdo dos raios X emitidos sobre ele (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002;
GIACOVAZZO, 2011).

nA =2 d sen® (1)

onde:

d é a distancia entre planos do cristal

6 é o angulo de difracdo dos raios X

A € o comprimento de onda dos raios X

n € o numero de comprimentos de onda utilizados.

Através da difracdo de raios X de monocristal determinam-se os parametros
gue caracterizam a rede cristalina. Tanto as interacdes intra e intermoleculares,
guanto a conformacdo e o empacotamento das moléculas, podem ser analisadas
logo que se tenha determinada a estrutura cristalina. E a técnica mais adequada
para determinar a estrutura interna de um cristal, por isso € considerada a técnica de
referéncia para o estudo de polimorfismo (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002;
DATTA; GRANT; 2004; GIACOVAZZO, 2011).

Os insumos farmacéuticos cristalinos utilizados pelas industrias encontram-
se, em sua maioria, na forma de pos, o que delimita o uso industrial da difracdo de
monocristal as etapas de pesquisa e desenvolvimento, onde ocorre a producédo de
monocristais. Como alternativa, utiliza-se a difracdo de raios X de po0, técnica mais
acessivel para o uso em controle de qualidade, pois ndo ha necessidade da
producdo de monocristal, nem do uso de grande quantidade de insumos (DATTA;
GRANT; 2004; GIACOVAZZO, 2011).

Cada substancia apresenta um difratograma caracteristico, formado por um
conjunto de picos, apresentando diferentes intensidades e posi¢cdes. As posicoes

dos picos sdo fixas e caracteristicas para um mesmo composto, entretanto as
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intensidades podem variar um pouco entre amostras diferentes, dependendo do
modo de preparo e das condi¢gBes instrumentais. Portanto, para a identificacdo de
diferentes fases cristalinas, as posi¢cdes dos picos sdo os dados que devem ser
considerados (VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001; SKOOG; HOLLER;
NIEMAN, 2002).

Cada estrutura cristalina apresenta uma composicao quimica definida e gera
um unico conjunto de reflexdes, que esta associado a um padrdo caracteristico de
difracdo de raios X (“impressao digital’). J& os sdlidos amorfos ndo possuem
organizacdo definida, sendo aleatéria a orientacdo das moléculas (VIPPAGUNTA,;
BRITTAIN; GRANT, 2001). Na difracdo de p6 é possivel avaliar a cristalinidade de
uma substéancia, e como atomos de um sélido amorfo ndo se apresentam em planos
paralelos, as reflexdes obtidas sdo muito difusas, ndo produzindo um padrédo de
difragcéo de raios X definido (GIACOVAZZO et al., 2011).

3.7.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Define-se como Analise Térmica um conjunto de técnicas que permite medir
alteracdes nas propriedades fisicas ou quimicas de uma substancia, em funcédo da
temperatura ou tempo, enquanto a substancia é submetida a um ciclo de
temperatura pré-programado (RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004; RODRIGUES et
al., 2005). As técnicas termoanaliticas sdo técnicas que requerem pouca quantidade
de amostra e podem fornecer informacdes detalhadas sobre as novas entidades
guimicas, mesmo nos primeiros estagios de descoberta e desenvolvimento de
medicamentos. Entre as mais utilizadas, encontra-se a calorimetria exploratoria
diferencial (CLAS; DALTON; HONCOCK, 1999; RODRIGUES et al., 2005; LAVOR et
al., 2014).

A DSC (do inglés Differential scanning calorimetry) mede a diferenca de
energia entre a amostra e a substancia de referéncia, as quais sdo submetidas a
uma mesma razdo de aquecimento, sendo registrada a quantidade de calor
necessaria para manter o aquecimento. Uma transformacao térmica na amostra é
indicada quando ocorre uma variagao na quantidade de calor fornecida ao sistema
(CLAS; DALTON; HONCOCK, 1999; RODRIGUES et al., 2005; LAVOR et al., 2014).
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Como resultado dessa andlise obtém-se um grafico no qual esta representado o
fluxo de calor em funcéo da temperatura ou tempo, a curva de DSC. Essa técnica
fornece informagBes quantitativas sobre as alteragbes exotérmicas, endotérmicas e
de aquecimento como funcéo da temperatura e do tempo, tais como fusado, mudanca
de estrutura cristalina, pureza e temperatura de transicdo vitrea (CLAS; DALTON;
HONCOCK, 1999; GIRON, 2002).

E a técnica analitica térmica de escolha, em virtude de sua capacidade de
fornecer informacdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas de
uma substancia (Quadro 4). Além disso, apresenta vantagens como a obtencéo de
resultados de maneira rapida e precisa e a necessidade de pequenas quantidades
de amostra (CLAS; DALTON; HONCOCK, 1999; VIPPAGUNTA,; BRITTAIN; GRANT,
2001; LAVOR et al., 2014).

A DSC pode ser aplicada na identificacdo de diferentes polimorfos, uma vez
gue na avaliacdo de substancias que apresentam diferentes formas cristalinas é
possivel determinar a mudanca de estrutura cristalina e as temperaturas de fusédo e
dessolvatacao, que aparecem como sinais endotérmicos e exotérmicos na curva de
DSC (CLAS; DALTON; HONCOCK, 1999; GROOFF et al., 2013 LAVOR et al.,
2014).

Eventos endotérmicos Eventos exotérmicos

Dessolvatacéo
Decomposicao
Reducéo
Degradacéo

Transi¢ao vitrea

Fuséo Cristalizacao
Vaporizacao Condensacgéao
Sublimacéo Solidificagao

Dessor¢ao Adsorcéo

Quimiossorcao
Solvatacao
Decomposicao
Oxidacgéo
Degradacéo

Quadro 4 - Transi¢cdes entalpicas observadas por DSC

DALTON; HONCOCK, 1999).

(adaptado de CLAS;
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3.7.3 Termogravimetria (TG)

Na andlise termogravimétrica a variagdo de massa de uma amostra é
determinada em funcdo da temperatura e/ou do tempo, sob determinadas condi¢des
atmosféricas (MATOS; MACHADO, 2004; SABER; ATTIA; SALEM, 2014). As curvas
obtidas fornecem informacdes relativas a composicdo e estabilidade térmica da
amostra, dos produtos intermediarios e do residuo formado, ao longo de um
intervalo definido de temperatura. As variacbes de massa resultam de
transformacfes fisicas (sublimagcdo, evaporacdo, condensacdo) ou quimicas
(degradacdo, decomposicdo, oxidacdo) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002;
MATOS; MACHADO, 2004; SABER; ATTIA; SALEM, 2014).

A combinacéo das técnicas de DSC e TG fornece uma melhor compreensao
dos eventos térmicos, visto que a TG indica somente eventos térmicos relacionados
a variacdes de massa, enquanto a DSC detecta eventos associados ou nao a perda
de massa (MATOS; MACHADO, 2004; LAVOR et al., 2014; SABER; ATTIA; SALEM,
2014).

3.7.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR)

A espectroscopia vibracional, com destaque para a de infravermelho e a
Raman, analisa transicées vibracionais a fim de obter informacdes a respeito da
geometria molecular e da natureza das ligacbes quimicas presentes nas moléculas,
por isso sdo muito utilizadas na caracterizacdo e identificacdo de amostras
(RODRIGUES; GALZERANI, 2012). O espectro infravermelho de um composto
guimico €é considerado uma de suas propriedades fisico-quimicas mais
caracteristicas (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). Em virtude disso, essa
técnica tem importante aplicacdo na identificacdo de polimorfos (BUGAY, 2001;
O’SULLIVAN; GLENNON, 2005).

A radiacdo no infravermelho (IV) esta restrita a espécies moleculares que
apresentam pequena diferenca de energia entre os diversos estados vibracionais ou

rotacionais, uma vez que nao possui energia suficiente para promover transicoes
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eletronicas (RODRIGUES; GALZERANI, 2012). Em virtude disso, para que uma
molécula absorva radiagdo no IV é necessario que exista alteracdo do momento de
dipolo elétrico como consequéncia de seu movimento vibracional ou rotacional,
resultando em absorcéo da energia radiante. Ao entrar em contato com a amostra, a
radiacdo gera absor¢cdes em comprimentos de onda especificos, que correspondem
ao tipo de composto, ligacdo e interacdes presentes na amostra (AREAS; KAWANO;
1991).

A transformada de Fourier (FT) baseia-se do mesmo principio da
espectroscopia no IV tradicional, diferenciando-se apenas no dominio onde o
espectro € mensurado. Essa técnica € uma funcdo matematica que converte o
dominio do tempo para o dominio da frequéncia. Entre as vantagens dessa técnica,
destaca-se a melhoria da razdo sinal-ruido numa dada resolucdo, a obtencdo de
espectros em poucos segundos, espectros com maior resolucdo e maior precisao
nas medidas de nimero de onda, até 0,01 cm™ (STUART, 2004).

O principio da espectroscopia de Reflectancia Total Atenuada (ATR) baseia-
se no fato de que quando um feixe de radiacdo passa de um meio mais denso
(cristal de ATR) para um meio menos denso (amostra), ocorre reflexdo. A fracdo do
feixe de luz incidente que é refletida aumenta conforme aumenta o angulo de
incidéncia, e quando excede um determinado angulo critico, a reflexdo € completa.
No ponto de reflexdo, o feixe atua como se penetrasse a uma pequena distancia
dentro da amostra. Dessa forma, a técnica de ATR se caracteriza pelas multiplas
reflexbes da radiacdo infravermelha que ocorrem no interior de cristais, interagindo
apenas com a amostra que estiver superficialmente no cristal. A principal vantagem
da técnica é que, por refletir a radiacéo, praticamente dispensa preparo da amostra,
permitindo a analise de sdlidos e de liquidos (STUART, 2004).

A ATR pode ser utilizada como alternativa a utilizacado de pastilha, que € o
procedimento classico de preparo de amostras para IV, objetivando evitar a
ocorréncia de transicbes de fase que pode ocorrer nessa técnica (STUART, 2004).
Para o preparo da pastilha, o analito € misturado com haletos alcalinos (brometo de
potassio, geralmente), a mistura é comprimida na forma de pastilha e em seguida
analisada. A pressdo pode induzir transicbes no estado solido, que resultam em
alteracdes no espectro, como o alargamento das bandas de absorcdo (BUGAY,
2001).
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3.7.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia, Optica e eletronica, possibilita a andlise qualitativa e
guantitativa de cristais através da observacao da homogeneidade e determinacao do
tamanho e forma de particulas (BYRN; PFEIFFE; STOWELL, 1999). Informacdes
acerca das formas dos cristais ou habitos das estruturas cristalinas podem ser
observadas por microscopio Optico (MO) ou eletrénico de varredura (MEV)
(BOERRIGTER et al., 2002; RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004).

O MEV pode fornecer informagbes sobre a morfologia e identificacdo de
elementos quimicos de uma amostra sélida. Além disso, permite a observacao da
aparéncia tridimensional da imagem das amostras, em virtude de sua grande
profundidade de campo e possui um aumento maximo muitas vezes maior que o MO
(RODRIGUEZ-SPONG et al., 2004). Quando essa técnica € combinada com outros
métodos analiticos, pode fornecer a diferenciacdo entre as formas cristalinas
(DESAI; DHARWADKAR, 2009).

3.7.6 Dissolucéao

Para um farmaco ser absorvido pelo organismo, é necessario que ele se
difunda nos liquidos do trato gastrintestinal e atravesse as membranas bioldgicas. A
extensdo da absorcdo depende da velocidade em que o processo de dissolucao
ocorre, portanto uma relacdo direta entre a dissolucdo e eficacia clinica é
estabelecida (ABDOU, 1995; FERRAZ, 2004).

A dissolucdo é um ensaio preconizado pelas farmacopeias, que tem como
objetivo avaliar a liberacdo do farmaco em formas farmacéuticas solidas, semi-
sélidas, p6s e outros (PAULINO et al., 2013). Por isso, as pesquisas no ensaio de
dissolucédo sdo importantes para garantir a qualidade lote-a-lote do produto, avaliar
as etapas da producdo e desenvolvimento de novas formulacbes e para
proporcionar alguma estimativa sobre o desempenho in vivo do medicamento (YU et
al., 2004).
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Para conhecer como est4d acontecendo o processo de dissolugdo dos
farmacos analisados, realiza-se o perfil de dissolucdo. Neste procedimento
determina-se quantitativamente o farmaco dissolvido em intervalos de tempos
diferentes. O perfil de dissolucéo fornece, assim, informagdes sobre a velocidade de
dissolucdo, a porcentagem maxima dissolvida e, ainda, em que ponto mudancas
significativas podem estar ocorrendo (FERRAZ; CONSIGLIERI; STORPIRTIS;
1998).

Diferentes parametros podem afetar a dissolugcdo de medicamentos, como
tamanho de particula e sua distribuicao, higroscopicidade, cristalinidade, amorfismo,
polimorfismo, pKa, coeficiente de particdo e solubilidade (ROSA, 2005). Diferentes
formas cristalinas de um determinado farmaco podem diferir nos seus habitos
cristalinos e apresentar diferentes propriedades biofarmacéuticas (RASENACK;
MULLER, 2002; FLORENCE; ATWOOD, 2011; LI DESTRI et al., 2013; THENGE;
GANESAN; TEKADE, 2013).

Como variagbes na dissolucdo podem alterar a eficacia terapéutica de um
medicamento, torna-se mais adequado avaliar a velocidade de dissolugéo intrinseca
(VDI) ao invés da solubilidade do farmaco ao avaliar a influéncia do estado soélido no
desenvolvimento farmacotécnico e no controle de qualidade (FILHO et al., 2013).
Através dessa técnica, podem-se estudar diferencas na cristalizacdo e efeitos do
micronizado, que modificam e impactam as caracteristicas de ordem ou desordem
nas particulas. Dessa forma, a VDI permite o estudo de algumas propriedades fisico-
guimicas do estado solido, do polimorfismo e seu impacto na velocidade de
dissolucéo sem interferéncia de caracteristicas como habito e tamanho de particula,
uma vez que a area superficial do disco permanece constante (HENDRIKSEN;
WILLIAMS, 1991; YU et al., 2004; TENHO et al., 2007; ZAKERI-MILANI et al., 2009,
SEHIC et al., 2010).

A VDI é definida como a taxa de dissolucdo de uma substancia pura,
normalmente sob condi¢cfes sink (em meio de dissolucdo com concentracdo do
farmaco equivalente a até 10% da concentracdo de saturacdo), onde parametros
como area superficial, temperatura, velocidade de agitacdo e pH do meio de
dissolucédo sdo mantidos constantes (VIEGAS et al., 2001; ROSA; VILHENA, 2012;
DEZANI et al., 2013).



37

De acordo com os estudos de Noyes e Whitney, mantendo-se as condi¢oes
sink, o gradiente de concentracdo € considerado constante e a taxa de dissolugéo
intrinseca pode ser calculada através da equacéo 2:

j =V dC.A/dt )

Onde:

j = taxa de dissolucao intrinseca
V = volume do meio de dissolugao
dC = variagao da concentracéo

A = &rea da superficie do disco

t = tempo

O aparato da dissolugcao intrinseca descrito na USP € conhecido como
Wood'’s aparatus e foi desenvolvido por John Wood em 1963 (Figura 4). A USP
preconiza dois dispositivos para dissolucao intrinseca: o disco rotatorio e o disco
estacionario, que retém um compacto ndo desintegravel preparado utilizando-se
uma matriz, um puncéo e uma base de superficie plana. Esse conjunto é colocado
em uma prensa hidraulica e apés compactar o material, retira-se a base e obtém-se
um compacto com uma unica face exposta, cuja area € previamente definida,
normalmente 0,5 cm2. A matriz é encaixada na haste do dissolutor que ira girar em
velocidade constante no meio de dissolucdo escolhido e mantido a temperatura
constante (WOOD; SYARTO; LETTERMAN, 1965; VIEGAS et al., 2001; USP, 2011;
ROSA; VILHENA, 2012; DEZANI et al., 2013).

As amostras devem ser analisadas por métodos de quantificacdo previamente
validados, e os resultados expressos em miligramas por minuto por centimetro
guadrado (mg/min/cm2) (BUENO; RECH, 2009; ROSA; VILHENA, 2012; DEZANI et
al., 2013).
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Figura 4 — Sistema de disco rotatorio (Wood'’s aparatus): aparato desmontado

(A); configuracao do sistema no dissolutor (B)

Tendo em vista que 0 método de dissolucéo intrinseca minimiza, ou elimina
efeitos do tamanho e formato da particula (TENHO et al.,, 2007), para avaliar a
influéncia que esses efeitos exercem no perfil de dissolucéo faz-se uso dos estudos
de dissolucdo em po.

As farmacopeias ndo apresentam método oficial para determinar a velocidade
de dissolucao de pés, entretanto esse ensaio pode ser realizado utilizando aparato |l
da USP (LOTTER et al., 1983; AZARMI; ROA; LOBENBERG, 2007; KERALIYA et
al.,, 2010; LYN et al., 2011; THENGE; GANESAN; TEKADE, 2013). Alguns fatores
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afetam as taxas de dissolugdo, esses podem estar relacionados as propriedades
fisico-quimicas, como o efeito do tamanho da particula e do estado cristalino. A
velocidade de dissolucdo de um farmaco depende das propriedades do estado
sélido, tais como polimorfismo, tamanho de particula, cristalinidade, solvatacgéo,
estado de hidratacdo e area superficial (ABDOU; HANNA; MUHAMMAD et al.,
2000).

Essa técnica consiste em adicionar determinada quantidade de farmaco
diretamente ao meio de dissolucdo, mantendo a temperatura constante a 37°C,
utilizando-se o aparato 1l da USP com velocidade constante (LOTTER et al., 1983;
KERALIYA et al., 2010; LYN et al., 2011; THENGE; GANESAN; TEKADE, 2013).

A eficiéncia de dissolucdo (ED) pode ser calculada através dos métodos dos

trapézios, utilizando a equacao 3:

ED = ASC (0-60) X 100% (3)
ASCrr

A equacao considera a razdo entre a area sob a curva de dissolucéo no
intervalo de tempo compreendido entre zero e 60 minutos (ASCy.¢0) € a area total do
retangulo (ASCqg), definido pela ordenada (100% de dissolucéo) e pela abscissa
(tempo igual a 60 minutos) (BOLTON, 1997).

A dissolucdo em po permite avaliar a quantidade de farmaco dissolvido no
tempo, que depende do tamanho e do numero de faces cristalinas expostas ao meio
de dissolucdo. Ou seja, possibilita a analise direta do impacto que essas
propriedades exercem na dissolucdo de farmacos, as quais podem afetar a
biodisponibilidade dos mesmos (KERALIYA et al., 2010; LYN et al., 2011; THENGE;
GANESAN; TEKADE, 2013)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-prima e reagentes

A matéria-prima de ebastina (EBA MP) foi obtida de Ideal Farma (Ribeirdo
Preto, Brasil), lote 0000000651, pureza de 99,9%. Todos o0s outros materiais e

solventes utilizados apresentam grau analitico.

4.2 Preparacgao de novas formas cristalinas de ebastina

Foram preparadas solucdes saturadas de EBA em diferentes concentracdes
(20, 25 e 30 mg/mL) e em diferentes solventes, tais como: acetonitrila, etanol e
metanol. Os cristais foram obtidos pela técnica de evaporacao lenta de solvente, em
diferentes temperaturas (0-8, 21-23 e 40 °C). As solucdes saturadas foram mantidas
ao abrigo da luz, até que fosse evidenciada a formacé&o de cristais.

Quatro habitos cristalinos distintos de EBA, denominados como CR1, CR2,

CR3 e CR4 foram obtidos conforme descrito a seguir:

CR1: solucdo saturada de EBA (30 mg/mL) em acetonitrila foi mantida a

temperatura de 0-8°C.

CR2: solucdo saturada de EBA (30 mg/mL) em etanol foi mantida a

temperatura de 40°C.

CR3: solucdo saturada de EBA (30 mg/mL) em metanol foi mantida a

temperatura de 21-23°C.

CR4: solucdo saturada de EBA (30 mg/mL) em metanol foi mantida a

temperatura de 40°C.
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4.3 Caracterizacdo no estado solido da EBA

4.3.1 Difragdo de raios X de monocristal (DRXM) e difracdo de raios X de p6 (DRXP)

Os dados de raios X de monocristal de todos os cristais preparados e da EBA
MP foram obtidos em difratbmetro Bruker Kappa APEX Il CCD (Charge Clouped
Device Detector). Empregou-se a radiagdo monocromatica de molibdénio, Ka de
0,71073 A, obtida por meio de um monocromador de grafite, a temperatura
ambiente.

As estruturas foram solucionadas empregando-se os métodos diretos atraves
do programa SHELXS-97 (SHELDRICK, 1997). Os refinamentos foram realizados
com o pacote de programas SHELXL-97 (SHELDRICK, 1997), através do método de
matriz completa/minimos quadrados dos fatores estruturais F2, com 0s parametros
de deslocamento térmico anisotrépico para todos os atomos nao hidrogenaides.

Os atomos nao hidrogenoides foram localizados através de sucessivas
diferencas de Fourier e refinamentos com parametros anisotropicos. Ja 0os atomos
de hidrogénio foram refinados isotropicamente na forma de grupos vinculados
geometricamente aos respectivos atomos ndo hidrogenoides. As representacdes
graficas das estruturas cristalinas dos compostos foram elaboradas no programa
Diamond.

Os padrdes de difracdo de raios X de p6 das amostras foram obtidos em
difratbmetro Bruker (D8 ADVANCE), equipado com anodo de cobre, operando em
corrente de 40 mA e voltagem de 45 kV. As amostras foram analisadas por meio de
varredura angular a 20 na faixa de 5° a 35°, com step angular de 0,053° e step de

tempo de 20 segundos.
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4.3.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e anélise termogravimétrica (TG)

As curvas DSC das amostras foram obtidas em triplicata, em calorimetro
Shimadzu DSC-60, com sensibilidade de = 0,1°C. A faixa de temperatura analisada
foi de 30 a 100°C, a uma taxa de aquecimento de 1°C/min e sob atmosfera dinamica
de N, de 100 mL/min. Amostras pesando aproximadamente 3,0 mg foram
acondicionadas em cadinhos de aluminio (modelo 201-53090) hermeticamente
fechados. A célula de DSC foi previamente calibrada com padrfes de indio (ponto
de fusédo 156,45°C) e zinco (ponto de fusdo 419,45°C).

As curvas TG foram obtidas em termobalanca Shimadzu TGA-50.
Aproximadamente 3 mg das amostras, acondicionados em cadinho de platina
aberto, foram analisados na faixa de 25 a 500°C, a uma taxa de aguecimento de
10°C/min e sob atmosfera dinamica de N, de 100 mL/min. O equipamento foi
previamente calibrado com padréo de oxalato de calcio, com pureza determinada de

99,99%. As curvas DSC e TG obtidas foram analisadas no software TA-60.

4.3.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Os espectros IV foram obtidos em equipamento Perkin Elmer Spectrum One
FTIR, equipado com acessoério ATR PIKE Tecnologies, na faixa espectral de 4000 a
600 cm™.

4.3.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As andlises por MEV foram realizadas utilizando equipamento FEI Inspect
F50. Campo de emissdo em alto vacuo (1,01e-6 Torr), distancia de trabalho de 11,1
mm, magnificacdo de 7.10 X a 1,4.10% X (Imm a 50 um ), voltagem de aceleracéo de

7,5 kV e deteccdo por elétrons secundérios (ETD-SE). As amostras foram
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previamente revestidas, a vacuo, com ouro (corrente de 20mA e sputter time de 90

segundos).

4.3.5 Analise do tamanho de particula

A distribuicdo de tamanho de particulas da EBA MP e dos diferentes cristais
de EBA foi determinada por espalhamento de luz dindmica em modo Umido, em
equipamento Malvern Mastersizer 2000 — Hydro 2000 SM. As analise foram
realizadas por meio de pesagem de, aproximadamente, 10 mg de cada amostra, que
foi dispersa em um béquer de 25 mL contendo 10 mL de agua. Foram utilizados 100

mL de agua como meio dispersante e agitacdo de 2000 rpm.

4.3.6 Validacdo do método de dissolucao intrinseca

Para a determinacdo da VDI da EBA, usou-se método por espectrofotometria
na regido do ultravioleta (UV), o qual foi validado obedecendo as normativas atuais
(ICH, 2005; USP, 2011). Parametros como especificidade, linearidade, exatidao,
precisdo e estabilidade no meio de dissolucdo foram avaliados. ApOs testes
preliminares, acido cloridrico 0,01M (HCI 0,01M) foi escolhido como meio de
dissolucédo. As leituras foram realizadas em 258 nm, comprimento de onda de
maxima absor¢do da EBA no meio selecionado.

Objetivando-se garantir a condi¢cdo sink durante os diferentes métodos de
dissolucédo usados, inicialmente a solubilidade da EBA no meio de dissolucédo foi
determinada. Para isso, um excesso de farmaco foi adicionado a 50 mL do meio de
dissolucdo em triplicata, mantido a 37 + 0,5°C, sob protecdo da luz e agitacéo
constante. Apés um periodo de equilibrio de 2 horas, as solu¢des foram filtradas em
membranas de nylon com tamanho de poro de 0,45 uym, analisadas pelo método de
espectrofotometria na regido do UV e a concentrac¢do de EBA (ug/mL) dissolvida no

meio foi calculada.
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4.3.6.1 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da analise em
espectrofotometro na regido do UV (Shimadzu UV-1800) do meio de dissolugao (HCI
0,01 M) entre 200 e 400 nm. Teve-se como objetivo identificar a presenca de
possiveis maximos de absorcdo do meio de dissolucdo no mesmo comprimento de

onda de absorcdo maxima da EBA, o que impediria a sua quantificacéo.

4.3.6.2 Linearidade, limites de detecc¢ao (LD) e de quantificagéo (LQ)

A linearidade do método proposto foi avaliada pelo preparo de trés curvas
padrdo. Para a construcdo de cada curva, sete concentracfes padrédo de EBA (1;
2,5; 5;7,5; 10; 15; 20 e 25 pg/mL) foram preparadas a partir de solugéo estoque a
100 ug/mL, em HCI 0,01 M. As leituras foram realizadas a 258 nm. A linearidade foi
avaliada pela analise da regressao linear, a qual foi calculada pelo método dos
minimos quadrados e pela analise da variancia (ANOVA).

Também foram estimados os limites de quantificacdo (LQ) e de deteccédo
(LD), calculados a partir do desvio padrao da resposta (o) e do coeficiente angular

(S) (Equacdes 3 e 4), obtidos através da equacéo da reta média.

LQ=(100)/S (4)
LD=(3,30)/S (5)

4.3.6.3 Exatidao / Precisao

A exatiddo do método foi avaliada pelo teste de recuperacdo de quantidades
conhecidas de EBA adicionadas ao meio de dissolucdo. Aliquotas de uma solugéo

padrao de 100 ug/mL foram adicionadas as cubas contendo meio de dissolugao, até
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um volume final de 250 mL, em triplicata. As concentrac¢des finais obtidas foram de
12, 15 e 18 pyg/mL, respectivamente. Estas solugdes foram submetidas ao ensaio de
dissolugcéo utilizando-se aparato Il da USP, com rotagcdo de 75 rpm e meio de
dissolucéo (HCI 0,01 M) a 37 + 0,5°C. Depois de transcorrida 1 hora, aliquotas foram
removidas e filtradas em membranas de nylon com poro de 0,45 um. A seguir, as
solucdes foram analisadas por espectrofotometria, em 258 nm.

A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade e da precisédo
intermediaria (entre-dias). Aliquotas de uma solucdo padrdo de 100 pg/mL foram
adicionadas as cubas contendo meio de dissolucéo até um volume final de 250 mL,
a fim de se obter uma concentracdo final de 15 uyg/mL. Estas solucdes foram
submetidas ao ensaio de dissolucéo utilizando-se aparato Il da USP, com rotacéo de
75 rpm e meio de dissolugcéo (HCI 0,01 M) a 37 + 0,5°C. Depois de transcorrida 1
hora, aliquotas foram removidas e filtradas em membranas de nylon com poro de
0,45 pm. A seguir, as solugdes foram analisadas em espectrofotdmetro na regiao do
UV.

A repetibilidade foi avaliada através da analise de nove amostras, em um dia.
A precisao intermediaria foi determinada por meio da analise de trés amostras, em
trés diferentes dias. As medidas foram realizadas em triplicata e expressas com

desvio padréo relativo (DPR).

4.3.6.4 Estabilidade no meio de dissolucéao

Solucbes de EBA a 15 ug/mL, em meio de dissolucdo, mantido a 37 + 0,5°C,
foram submetidas a agitacdo, por 1 hora. Apds este periodo, as solucdes foram
protegidas da luz e mantidas a temperatura ambiente. Aliquotas destas solucdes
foram filtradas e avaliadas nos tempos zero e 24 horas, através de analise

espectrofotométrica na regido do UV.
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4.3.6.5 Interferéncia da filtracéo

Uma vez que as aliquotas removidas do meio eram filtradas antes da analise,
em membranas de nylon com poro de 0,45 pm (Millipore, Bedford, Estados Unidos),
avaliou-se a capacidade de retencdo da amostra pelo filtro através da analise
comparativa, em triplicata, de solucbes de EBA filtradas e n&o filtradas, na
concentragéo de 15 pg/mL.

4.3.7 Velocidade de dissolugéo intrinseca (VDI)

Para avaliacdo da velocidade de dissolucéo intrinseca foi utilizado aparato de
disco rotativo em dissolutor Pharma Test, de acordo com as especificacbes da
Farmacopeia Americana (USP, 2011).

Um quantidade de aproximadamente 100 mg de cada uma das amostras
(EBA MP, CR1, CR2, CR3 e CR4) foi comprimida em prensa hidraulica (Specac,
Londres, Inglaterra) a 8.500 psi, por 1 min, em uma matriz contendo disco de 8 mm
de diametro e area superficial de 0,5 cm?. O aparato contendo a pastilha comprimida
foi, primeiramente, levado a estufa a 40°C por 15 minutos. Em seguida, as amostras,
em triplicata, foram submetidas ao ensaio de dissolucéo intrinseca, com velocidade
de rotacdo de 75 rpm, em 250 mL de HCI 0,01 M previamente desaerado, a uma
temperatura de 37 = 0,5°C. Foram retiradas aliquotas de 5 mL em intervalos pré-
definidos de tempo (5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 min), com reposicdo imediata do
mesmo volume de meio. As aliquotas removidas foram filtradas em membranas de
nylon com poro de 0,45 pm. A seguir, as solucdes foram analisadas em
espectrofotbmetro na regido do UV, em 258 nm e suas concentracdes foram
calculadas por comparacdo com solucdo padrédo na concentracao de 20 pg/mL.

O padrao foi preparado por meio de pesagem exata de cerca de 10,0 mg de
farmaco em baldo volumétrico de 500 mL. Em seguida foram adicionados 10 mL de
metanol e o baldo foi mantido no ultrassom por 15 minutos. Apds este periodo o
volume do balédo foi completado com o meio de dissolugéo e foi realizada a leitura

em espectrofotbmetro, em 258 nm.
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ApoOs o término da VDI, os discos foram removidos, submetidos & secagem a
40°C e suas superficies foram avaliadas por DSC, nas condi¢bes descritas no item
4.3.2. Com o objetivo de verificar a ocorréncia de transicdo de fase, devido a
pressao utilizada para o preparo da pastilha, foi realizada analise por DSC antes da
VDI em pastilha preparada para esse fim. Andalises por DSC também foram
realizadas apos a VDI, objetivando-se verificar a ocorréncia de transicdo de fase por
efeito do solvente.

Para calcular a VDI plotou-se um gréafico considerando a quantidade de
farmaco dissolvido em funcdo do tempo. Através da regressao linear dos pontos,
obteve-se a equacdo da reta, cujo coeficiente angular representa a velocidade de
dissolugdo em unidade de massa por minuto. Logo, determina-se a VDI pela razéo
entre o valor do coeficiente angular e a area superficial da pastilha (0,5 cm?).

A analise estatistica dos dados para EBA MP, CR1, CR2, CR3 e CR4 foi
realizada através de ANOVA e Tukey (GraphPad Prism 6®), em nivel de significancia
de 5% (p <0,05).

4.3.8 Dissolucao em po

A dissolucdo em po foi avaliada utilizando o aparato Il da USP em dissolutor
Pharma Test. Em virtude da auséncia de especificagcdes farmacopeicas para a
realizacdo desse teste, foram adotadas as condicGes citadas na literatura (LOTTER
et al., 1983; VAN TONDER et al., 2004; TSINMAN et al., 2009). A fim de atender a
condicao sink, exatamente 11,6 mg de cada amostra foram diretamente adicionados
a 500 mL de HCI 0,01 M previamente desaerado e mantido a temperatura de 37 +
0,5 °C, com rotacao de 100 rpm. Foram retiradas liquotas de 10 mL, com reposicéo
imediata de mesmo volume de meio, em intervalos de tempo pré-definidos (3, 6, 10,
15, 20, 30, 45 e 60 min), as quais foram filtradas em membranas de nylon com poro
de 0,45 um imediatamente antes das leituras por espectrofotometria na regido do
UV, em 258 nm.

O padrao foi preparado por meio de pesagem exata de cerca de 10,0 mg de

farmaco em baldo volumétrico de 500 mL. Em seguida foram adicionados 10 mL de
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metanol e o baldo foi mantido no ultrassom por 15 minutos. Apés este periodo o
volume do bal&do foi completado com o meio de dissolugéo e foi realizada a leitura
em espectrofotdmetro, em 258 nm.

A eficiéncia de dissolucao (ED) foi calculada através do método dos trapézios
(conforme equacdo 3, pagina 39) e a analise estatistica dos dados para EBA MP,
CR1, CR2, CR3 e CR4 foi realizada através de ANOVA e Tukey (GraphPad Prism
6®), no qual resultados significativos apresentam probabilidade menor do que 5% (p
< 0,05)



RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, a ideia desse estudo consistia em fazer um screening de
polimorfos de EBA. Uma vez que, embora o MPA (2013) afirme a existéncia de
polimorfos de EBA, até o0 momento ndo existem relatos de novas estruturas desse
farmaco disponiveis na literatura. Entretanto, apesar de diferentes solventes,
concentracfes de farmaco e temperaturas empregados para a recristalizacdo por
evaporacdo lenta de solvente, nenhum polimorfo foi encontrado. Porém,
monocristais de diferentes hébitos cristalinos foram obtidos, a partir da mesma
estrutura interna. Desta forma, a caracterizacao fisico-quimica da matéria-prima e
dos monocristais de diferentes habitos cristalinos por técnicas térmicas,
microscopicas, espectroscopicas e cristalograficas, agregada a avaliacdo do impacto
desses novos habitos cristalinos nas caracteristicas fisico-quimicas da EBA
tornaram-se o enfoque desse trabalho.

Além disso, a obtencdo de monocristais da EBA possibilitou a sua completa
elucidacao estrutural pela técnica de DRXM.

E importante salientar que nZo ha nenhum estudo que englobe a
caracterizacao no estado solido da EBA aliada a sua completa elucidacéo estrutural.
Assim como nao ha relatos do impacto que novos habitos cristalinos poderiam

ocasionar na dissolucéo desse farmaco.

5.1Caracterizacdo no estado sélido da EBA

5.1.1 Difracao de raios X de monocristal (DRXM) e difracéo de raios X de p6 (DRXP)

A representacdo das elipsoides térmicas da unidade assimétrica da EBA é
apresentada na Figura 5. Este composto cristaliza em um sistema monoclinico e

grupo espacial P21/c. Todas as amostras analisadas (EBA MP, CR1, CR2, CR3 e



52

CR4) apresentaram a mesma estrutura molecular. Dados cristalogréaficos adicionais

encontram-se resumidos no Quadro 5.

c23
c22
c21 &c
c28 ‘
c29 o 02 c16

o e
\\‘t \\/ﬁézo 01}‘{ {1; ‘N
g v N c137 o ‘O

N c8 : c9
(8 g\&cﬂ C14 c12 &43 7 )
c1

A s —
“ “ —& \s' c10
c-,\‘ c2
cé6 C5
! cq

°\3}«\-

L

Figura 5 - Representacéo da estrutura molecular da EBA. Parametro de

deslocamento anisotropico com 50% de probabilidade ocupacional.

Quadro 5 - Dados cristalograficos e refinamento da estrutura da EBA

Férmula Empirica C3oH3gNO>
Peso Molecular 469,64
T (K) 293(2) K

Radiac&o, A (A)

Mo Ka; 0,71073

Sistema Cristalino, Grupo Espacial

Monoclinico, P21/c

a(h) a = 16,6254 (6)
b (A) b = 10,9501 (5)
c (R c=16,6717 (7)
a(®) 90
B () 113,655(2)
y (©) 90
S 2780,1(2)
Z, densidade calculada (g, cm™) 4,1,112
Coeficiente de Absorgédo (mm™) 0,069
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F (000) 1016
Tamanho do Cristal (mm) 0,22 x 0,14 x 0,10
Regido de Varredura Angular 8 (°) 1,39 - 27,12
-21<=h<=18
Regido de Varredura dos indices -13<=k<=14
-21<=lk=21
Numero de Reflexos Coletados 37754
Nimero Reflexos Independentes 6138
Integralidade da Medida 99,8 %
Correcgdo de Absorgéo Numérico
Dados/ Restricbes/Parametros 6138/0/317
Goodness-of-fit on F* 1,010
indice R final [I>20(1)] R1 =0,0513, wR2 = 0,1264
indices R (todos os dados) R1 = 0,0960, wR2 = 0,16154
Densidade residual 0,302 a -0,362

Em relacdo a estrutura cristalina apresentada por Cheng, Zhou e Yang (2005)
e a estrutura cristalina apresentada por Sharma, Prasher e Tiwati (2015), os
parametros de célula e o grupo espacial sdo similares, entretanto, ocorreu uma
modificacdo acentuada no eixo beta, mostrando que o processo de cristalizacdo da
molécula pode provocar modificacdo no seu processo de empacotamento e por
consequéncia uma possivel alteracdo nos padrdes fisico-quimicos.

Os dados cristalograficos da EBA foram depositados no banco de dados da
Cambridge (CSD, Cambridge Structural Database) com cédigo CCDC XXXX.

Os difratogramas da DRXP da EBA MP e dos cristais estéo representados na
Figura 6. Todos os padrbes de difracdo apresentam picos de Bragg semelhantes e
as reflexdes de maior intensidade se encontram em 5,73; 11,55; 14,05; 16,07; 16,88;
17,10; 18,73; 19,36 e 23,72 °. Atribui-se diferenca entre amostras caso os angulos
de espalhamento das reflexdes mais intensas obtidas a partir do material de
referéncia variarem em + 0,10 °. Por sua vez, as intensidades relativas podem variar
consideravelmente, e ainda assim indicam apenas orientacdo preferencial (USP,
2011). Desta forma, € possivel afirmar que EBA MP, CR1, CR2, CR3 e CR4
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apresentam a mesma estrutura cristalina, embora os padroes de difracao

apresentem notavel orientacéo preferencial.
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Figura 6 - Difratogramas em p6 da EBA MP (A) e dos cristais CR1 (B), CR2 (C), CR3
(D), e do CR4 (E)

5.1.2 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e analise termogravimétrica (TG)

As curvas DSC para EBA MP, CR1, CR2, CR3, e do CR4 estdo apresentadas
na Figura 7. Picos que correspondem a eventos de fusdo foram observados em
temperaturas similares para todas as amostras (81,85°C; 84,22°C; 81,96°C; 81,74°C
e 82,56°C para EBA MP, CR1, CR2, CR3, e CR4, respectivamente) e também foram
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semelhantes as temperaturas de inicio e fim da fusdo (Tabela 1). Diferengas no calor
de fusdo das amostras foram observadas, sugerindo presenca de impurezas (FB,
2010). Esses dados calorimétricos associados aos resultados obtidos por difracao
de raios X confirmam que as cinco amostras apresentam a mesma estrutura

cristalina.

Heat flow (mW)
>

.00 0.00 3000 00.00
Temp [C)

Figura 7 — Curvas DSC referentes a EBA MP (A), cristais CR1 (B), CR2 (C), CR3 (D)
e CR4 (E)

Tabela 1 — Propriedades térmicas e calorimétricas da EBA MP e dos cristais

Propriedades EBA MP CR1 CR2 CR3 CR4

Temperatura de fuséo (° C) 81,85 84,22 81,96 81,74 82,56

Temperatura de inicio da

. 81,03 83,64 81,28 80,93 81,41
fusado (° C)

Temperatura finalizagdo da

. 82,67 85,05 82,72 82,56 83,33
fusado (° C)

Calor de fuséo (J/g) 86,21 93,29 120,27 87,39 71,10
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As curvas de TG correspondentes a EBA MP, CR1, CR2, CR3 e CR4 estéo
apresentadas na Figura 8. As amostras apresentaram padrdo de decomposicéo
térmica similar, podendo-se concluir que os diferentes habitos cristalinos néo
parecem influenciar a caracteristica térmica da EBA. A decomposi¢cao do farmaco
ocorreu em cerca de 376°C, com perda de, aproximadamente, 75% da massa de

cada amostra.

i 1 1 _1
0.00 100.00 200.00 300.00 200.00 500.00
Temp [C]

Figura 8 — Curvas de TG referentes a EBA MP (A), cristais CR1 (B), CR2 (C), CR3
(D) e CR4 (E)

5.1.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Os espectros de IV da EBA MP e dos cristais apresentaram bandas em
posicao e intensidade semelhantes ao reportado na literatura (KHOM et al., 2014;
RAPOLU et al., 2015). As bandas caracteristicas da EBA encontram-se em 3053;
1676; 1451 e 1268 cm™. As bandas respectivas a deformacédo C-H evidenciadas em
3053 cm™ referem-se ao grupo metil. A banda em 1676 cm™ pode ser atribuida ao
grupamento carbonila; a banda em 1451 cm™ a um grupamento metileno e a banda
em 1268 cm™ pode ser referente ao grupo amina.

As analises dos espectros no IV, apresentadas na Figura 9, demonstram que

ndo houve modificacbes em bandas caracteristicas entre as amostras em teste.



57

N — NS |

40000 3600 3200 =0 00 00 1500 1600 1400 1200 1000 0 00

Figura 9 - Espectros ATR-FTIR da EBA MP (A) e dos cristais CR1 (B); CR2 (C); CR3
(D) e CR4 (E)

5.1.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As fotomicrografias por MEV estdo apresentadas na Figura 10. O cristal CR1,
obtido a partir de solugcdo saturada de EBA MP em acetonitrila, demonstrou
morfologia lamelar (Figura 10A). O cristal CR2, obtido a partir da recristalizacdo em
etanol, também apresentou morfologia lamelar (Figura 10B). Por sua vez, os cristais
CR3 e CR4, resultantes da recristalizacdo em metanol, em temperatura ambiente e a
40°C, respectivamente, apresentaram morfologia romboédrica (Figuras 10C e 10D).
Esses resultados evidenciam a influéncia que o solvente de cristalizacdo exerce na
morfologia cristalina, em virtude de interacdes soluto-solvente em diversas interfaces
cristal-solucdo. Mudancas na cinética de crescimento do cristal, aumento ou inibicédo
do crescimento em certas faces cristalinas e o arredondamento de interfaces séo
alguns fatores afetados (KUMINEK et al., 2013).
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Figura 10 - Fotomicrografias obtidas por MEV referentes aos cristais CR1 (A), CR2
(B), CR3 (C) e CR4 (D)
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Através das fotomicrografias dos diferentes cristais evidenciou-se distribui¢cao
heterogénea do tamanho de particula, tanto nos cristais obtidos, quanto na EBA MP.
A analise morfoldgica de EBA MP (Figura 11) revelou habito granular, notoriamente
diferente do observado para as demais amostras, assim como menor tamanho de
particula. O hébito cristalino pode influenciar o desempenho das formas
farmacéuticas sélidas, uma vez que este impacta nas propriedades fisicas como
fluidez, compressibilidade, estabilidade e a taxa de dissolugdo (RASENACK;
MULLER, 2002; ANDRIOLI, 2014).

Figura 11 - Fotomicrografia obtida por MEV referente a EBA MP

5.1.5 Analise do tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho de particula dos diferentes habitos cristalinos
obtidos e da matéria prima de EBA esté ilustrada na Tabela 2.

Foram encontrados diferentes tamanhos de particula e indices de
polidispersdo variados para as diferentes amostras. Os cristais CR3 e CR4
apresentaram 0s menores tamanhos de particulas, ja os cristais CR1 e CR2
apresentaram os maiores e EBA MP apresentou o0 menor tamanho de particula entre
todas as amostras.

Destaca-se o elevado valor de d(0,9) dos cristais CR1 e CR2, confirmando

gue esses cristais possuem 0s maiores tamanhos de particula dentre as amostras
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analisadas. O maior indice de polidispersao (IDP) foi evidenciado para EBA MP,
demonstrando que nessa amostra o tamanho de particula apresentou distribuicdo
mais ampla. O conjunto desses dados corrobora com os obtidos na andlise por
MEV.

Tabela 2 — Distribuicdo granulométrica da EBA MP e dos diferentes cristais

Amostra d (0,1) (um) d (0,5) (um) d (0,9) (um) IDP
EBA MP 29,81 156,13 448,43 2,68
CR1 202,98 907,35 1536,15 1,47
CR2 164,57 803,51 1485,71 1,64
CR3 212,05 507,66 999,17 1,55
CR4 183,96 596,09 1184,77 1,68

5.1.6 Validacdo do método de dissolucéo intrinseca

Condicao sink é o termo que se refere ao excesso de volume do meio que
permite que o soélido se dissolva continuamente. Esta condicdo € obtida nédo se
excedendo 10% da solubilidade maxima do farmaco no meio, ao final do teste (USP,
2011). A condicao sink apds um periodo de equilibrio de 2 horas, em HCI 0,01 M, foi
de 23,25 pg/mL (n = 3; DPR = 1,5).

Até o momento, as farmacopeias ndo apresentam monografias para
comprimidos de ebastina, trazendo apenas monografia da matéria-prima (BP, 2010).
Estudos de dissolucdo dessa forma farmacéutica foram conduzidos por Arend e
colaboradores (2009), que evidenciaram dissolucédo adequada em HCI 0,01 M.

Nesse trabalho optou-se por realizar testes adicionais em outros meios, como
agua ultrapura; agua com lauril sulfato de sdédio 0,5%; HCI 0,1 M; tampao acetato pH
45 e tampdo fosfato pH 6,8. Observaram-se precipitacdo e baixos teores
dissolvidos, o que descartou a possibilidade de uso dos meios citados. Dessa forma,
em todos o0s ensaios foi usado como meio de dissolucéo, HCI 0,01M.
5.1.6.1 Especificidade
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A varredura do espectro, na regidao do UV, do meio de dissolucdo e da EBA
sdo mostrados na Figura 12. Como pode ser observado, ndo ocorreu nenhuma
absorcdo no comprimento de onda usado para andlise, de modo que o método pode
ser considerado especifico.

Abs

3,000

2,000F

L I L
190,00 400,00 600,00 700,00 nm

Figura 12 — Espectro na regido UV do meio de dissolucéo (- - -) e da EBA em

meio de dissolucéo (---)

5.1.6.2 Linearidade, limites de deteccao (LD) e de quantificacédo (LQ)

A curva de calibragcdo obtida a partir da avaliacdo da linearidade esta
representada na Figura 13. Os resultados obtidos na avaliacdo da linearidade
demonstraram que solucbes de EBA diluidas no meio de dissolucdo apresentam
correlacao linear entre a absorbancia e a concentracéo das solucdes.

A andlise de variancia ANOVA demonstrou regressao linear significativa (p <
0,05) e desvio da linearidade nao significativo (p > 0,05). Estes dados indicam que o
método € linear na faixa de 1 a 25 ug/mL de EBA.

O LQ e o LD, calculados a partir da equacgéo da reta foram 0,39 e 0,13 ug/mL,

respectivamente.
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Figura 13 — Curva de calibracdo média da EBA

5.1.6.3 Exatidao / Precisao

As recuperacdes meédias de EBA para as concentracfes de 12, 15 e 18 yg/mL
foram de 101,0 + 1,21; 100,2 = 0,83 e 99,05 + 0,46 %, respectivamente,

encontrando-se dentro dos limites preconizados de 95 a 105 % (USP, 2011).

Os resultados da repetibilidade e da precisdo entre dias apresentaram valores

de DPR menores do que 2,0% e estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Dados da repetibilidade e da precisao entre-dias para o método de

dissolucéao intrinseca

Repetibilidade Entre-dias

Dia Teor (%) + DPR  Teor (%) £ DPR
1 (n=9) 98,76 + 0,16
2 (n=3) 99,39 + 0,25 99,21 + 0,41
3 (n=3) 99,49 + 0,33
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5.1.6.4 Estabilidade no meio de dissolucéo

A EBA demonstrou ser estavel no meio de dissolu¢édo por um periodo de até
24 horas. Nenhuma evidéncia de degradacao foi detectada e o teor das solugbes ao
término das 24 horas foi de 99,1 £ 0,3% (n = 3), em relagdo ao tempo zero.

5.1.6.5 Interferéncia da filtracéo

Em relacdo a interferéncia do processo de filtracdo, os teores das solucdes
filtradas, calculados em relacdo as respectivas solu¢des néo filtradas, foram de 99,7

+ 0,1% (n = 3), indicando a n&o adsorgéo do farmaco ao filtro utilizado.

5.1.7 Velocidade de dissolucao intrinseca (VDI) e dissolu¢cdo em po

A Figura 14 apresenta a comparacéo dos perfis de dissolucéo intrinseca dos
diferentes cristais e de EBA MP, em HCI 0,01 M (Tabela 4). A andlise estatistica
realizada através de ANOVA e Tukey (GraphPad Prism 6®) revelou perfis
significativamente nédo diferentes entre as amostras analisadas (p > 0,05). Para
calcular os valores de VDI foi utilizado o coeficiente angular das retas, obtido pela
linearizacdo dos pontos de cada curva. As andlises por DSC, realizadas antes e
depois do procedimento da VDI, ndo apresentaram alteracfes, o que indicou a

auséncia de transformacdes de fase mediadas por pressao ou solvente.
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Figura 14 — Perfis de VDI dos diferentes cristais e da EBA MP em HCI 0,01 M

Tabela 4. Resultados VDI da EBA MP e dos cristais, em HCI| 0,01 M

Amostra (n=3) VDI (mg cm™ min™) + DP

EBA MP 0,372 + 0,0060
CR1 0,372 + 0,0056
CR2 0,384 + 0,0059
CR3 0,348 + 0,0079
CR4 0,300 + 0,0059

A Figura 15 apresenta a comparacdo dos perfis de dissolugcdo em pé dos
diferentes cristais e de EBA MP, em HCI 0,01 M. A andlise estatistica realizada
através de ANOVA e Tukey (GraphPad Prism 6®) revelou ED significativamente
diferentes entre todas as amostras (p < 0,05), sendo o maior valor de ED atingido
pela EBA MP. Entre os cristais obtidos experimentalmente, CR3 e CR4

apresentaram os maiores valores (Tabela 5).
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Figura 15. Comparagéo dos perfis de dissolugdo em po dos diferentes cristais e da
EBA MP em HCI 0,01 M.

Tabela 5 - Eficiéncia de dissolu¢cdo da EBA MP e dos cristais em HCI 0,01 M

Amostra (n=6) ED (%) + DP
EBA MP 82,74 1,56
CR1 36,89 2,62
CR2 31,76 1,11

CR3 54,86 1,38
CR4 48,43 1,40

Existem diversos exemplos na literatura de solidos com diferentes habitos
cristalinos que apresentam mudancas na solubilidade e no perfil de dissolugcédo. O
trabalho de Thenge e colaboradores (2013), envolvendo diferentes habitos
cristalinos de cloridrato de lomefloxacino, demonstrou solubilidade e taxas de
dissolucéo significativamente maiores para os cristais em forma de agulhas quando
comparados aos bastonetes. O estudo de Keraliya e colaboradores (2010),
envolvendo diferentes habitos cristalinos de tolbutamida, demonstrou solubilidade e

taxas de dissolucao significativamente maiores para os cristais em forma de placas
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guando comparados aos em forma cubicas, prismaticas e de agulhas. Ja o trabalho
de Lyn e colaboradores (2011), sobre diferentes habitos cristalinos de piroxicam,
indicou que habitos cristalinos prismaticos melhoram as taxas de dissolu¢cdo, mas
ndo a solubilidade. Enquanto os habitos culbicos, apesar de melhorarem a
solubilidade, ndo promovem alteragOes significativas nas taxas de dissolugéo
quando comparados a matéria-prima de piroxicam.

A dissolucdo em po6 e a VDI permitem evidenciar a relevancia que parametros
do estado sodlido, como hébito cristalino e polimorfismo, podem ter sobre o
desempenho de um farmaco. A auséncia de diferenca significativa entre os perfis de
VDI dos diferentes cristais e da EBA MP associada aos resultados de caracterizacéo
no estado sélido (descritos no tdpico 3.1), contribuiu para a confirmacédo de auséncia
de polimorfismo nas amostras analisadas, uma vez que o meétodo de dissolucao
intrinseca € capaz de eliminar os efeitos de tamanho e formato da particula
enfatizando entéo, o efeito do polimorfismo na VDI,

Os resultados obtidos através do estudo de dissolucdo em po indicaram a
presenca de diferenca significativa entre as eficiéncias de dissolucdo dos diferentes
cristais e da EBA MP. Como ja citado, as amostras que apresentaram a melhor
eficiéncia de dissolugcdo foram EBA MP, CR3 e CR4. Acredita-se que essas
amostras dispdem de tal comportamento em virtude de seus habitos cristalinos com
menores tamanhos de particulas frente aos cristais CR1 e CR2. Esse fato indica que
o habito cristalino influencia ndo somente as caracteristicas de fluidez,
compressibilidade, molhabilidade e compactabilidade de um pd, mas também o seu

perfil de dissolucdo, podendo afetar a sua biodisponibilidade.
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6 CONCLUSOES

e Nas condicBes de recristalizacdo usadas, nao foi possivel obter polimorfos
da EBA, entretanto foram obtidos monocristais de diferentes habitos cristalinos;

e Realizou-se a determinagdo da estrutura cristalina e a caracterizagdo em

estado solido da EBA MP e das diferentes formas cristalinas obtidas;

e Foi observada a influéncia dos distintos habitos cristalinos no perfil e na
taxa de dissolucdo do farmaco. Destaca-se a diferenca significativa no ensaio de

dissolugcdo em po entre as amostras analisadas;

e Os resultados da validacao analitica indicaram que o método de dissolucao

intrinseca validado mostra-se exato, especifico, linear e preciso;

e Os resultados deste estudo serdo Uteis para o controle fisico-quimico de
matérias-primas de EBA e demonstram a importancia do controle de habitos
cristalinos distintos durante o desenvolvimento de uma formulacdo e a importancia

de especificacbes de controle de qualidade desse farmaco.
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