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RESUMO

RESUMO

O benznidazol € um farmaco empregado para o tratanta doenca de Chagas, sendo o
anico recurso terapéutico disponivel no Brasil pewenbater esta grave doenca. Estudos
mostram que apesar de sua efetividade pré-climibanznidazol apresenta baixa solubilidade
aguosa e erratica biodisponibilidade, além de itaptes efeitos colaterais que levam ao
abandono da terapéutica, especialmente na fasieadam doenca. Desse modo, este trabalho
propbs-se a desenvolver formas farmacéuticas sokddase de benznidazol, capazes de
favorecer sua solubilidade e velocidade de dis&olue minimizar os problemas de
biodisponibilidade relatados. Realizou-se, iniciafrte, um estudo de pré-formulagéo através
de uma detalhada investigacéo sobre as propriefiadesquimicas do benznidazol até entéo
desconhecidas. Dados precisos de solubilidadecidalte intrinseca de dissolucéo, tamanho
e superficie de particula e permeabilidade forateroenados. Uma pesquisa das possiveis
formas polimérficas do benznidazol foi conduzida wmas condi¢cfes de cristalizagcdo, sem
gue tenham sido detectadas formas meta-estaveigstido de compatibilidade farmaco-
excipiente, o benznidazol mostrou-se compativel egaipientes farmacéuticos de diferentes
classes farmacotécnicas, apresentando-se incorligatke térmica apenas com o polimero
polietilenoglicol. Durante os estudos de formulacdoas estratégias de solubilizagdo do
farmaco foram adotadas: a obtencdo de complexomaliigsdo utilizando ciclodextrinas
inseridos em comprimidos efervescentes e a prefi@m@e microcristais de benznidazol pela
técnica de recristalizacdo por mudanca de solvémgeridos em matrizes de comprimidos.
As formulagbes produzidas apresentaram melhorigeriantes no perfil de dissolugéo do
farmaco. Os comprimidos contendo microcristais dazhidazol apresentaram o melhor
desempenhan vitro, tendo sido selecionados para a realizacdo delosstde atividade
biologica utilizando modelo murino para doenca deadgas. Os resultados vivo
demonstraram uma reducgéo consideravel na paragitemna mortalidade nos animais
infectados, além de importantes incrementos noseptrais de cura parasitolégica,
comparados com o tratamento comercial atualmergpodivel. Desta forma, o estudo

realizado aporta promissoras perspectivas de avemtgrapéutica antichagasica.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The benznidazole is a drug used clinically for threatment of Chagas disease, the only
therapeutic option available in Brazil to combas tberious disease. Studies show that despite
its pre-clinical effectiveness, the benznidazols fv water solubility and bioavailability,
and important side effects that lead to abandonménherapy, especially in the chronic
phase. Thus, this work seeks to develop solid do$agns with benznidazole to favor its
solubility and dissolution rate in order to minimithe problems of bioavailability reported.
Initially, a study of pre-formulation was held toigh a detailed investigation into the
physico-chemical properties of benznidazole hithewrtknown. Accurate solubility, intrinsic
dissolution rate, particle size and surface aregpmmmeability were determined. A survey of
the possible polymorphic forms of the benznidazwdes conducted at several crystallization
conditions, without having been detected meta-stdblfms. In the compatibility study
performed against different pharmaceutical exciggiethe benznidazole was compatible with
pharmaceutical excipients of different functionddsses presenting thermal incompatibility
just with the polymer polyethylene glycol. Duriniget formulation studies, two strategies of
drug solubilisation were adopted: the productionnafusion complex using cyclodextrin in
effervescent tablets and the preparation of belazoi@ microcristals by solvent change
precipitation procedure and its incorporation ibléégs matrices. The dosage form produced
presented improvements in drug dissolution behavibne BNZ tablets containing
microcristals by solvent change method presentedbist performance vitro and were
selected to the biologic studies for Chagas diséids®in vivo results showed a considerable
reduction in parasitemia and mortality of infectagimals. Also, important progresses in
parasitological cure compare with commercial treattravailable were achieved. Therefore,

this study brings promising perspectives in theapeutic of Chagas disease.
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INTRODUCAO

Uma das doencas negligenciadas de grande relev@méaérica Latina € a doenca
de Chagas, que atinge cerca de 15 milhdes de pesgeesando perda de populacao
economicamente ativa, devido a sua condi¢cdo decdoecapacitante e ao alto indice de
mortalidade prematura observado. A doenca de Chtgascomo agente etiolégico o
protozoario flageladoTrypanosoma (Schizotrypanum) cruzk sua principal via de
contaminacéao € a vetorial, sendo transmitida p®tos conhecidos popularmente pelo nome
de barbeiros.

Apesar de ter sido descoberta hd 100 anos, a dangghagas ndo tem um
tratamento eficaz para as duas fases clinicas presemta e 0 Unico recurso terapéutico
disponivel no Brasil para combater essa grave @oémcfarmaco benznidazol [BNZ].

Estudos mostram que apesar de sua efetividaddipigaco tratamento com o BNZ
revela resultados questionaveis, principalmenteedatdo a eficacia desse tratamento entre
os individuos chagasicos. Sua efetividade temrglddada na fase aguda da doenca, porém o
mesmo nao ocorre com a fase crénica. Dentre assalesse problema podem-se citar as
variacbes na susceptibilidade das diferentes c#pas cruziao farmaco, e as propriedades
farmacocinéticas desfavoraveis do BNZ, como a miela-relativamente curta e a limitada
penetracdo tecidual (URBINA, 2009).

As diferencas de efetividade do BNZ na fase agudadaica ainda ndo estao
totalmente claras, e além desses aspectos, a hmi@cado do uso do BNZ € a sua baixa
solubilidade aquosa e erratica biodisponibilidadey fator que condiciona sua reduzida
absorcdo gastrointestinal e a necessidade de saeisiian elevadas doses de farmaco para
que as respostas terapéuticas desejaveis sejaidasinEssas altas doses administradas sdo a
causa de importantes efeitos colaterais que lewaabandono da terapéutica, especialmente
na fase cronica da doenca.

Apesar dos impactos socioecondmicos causados pelecal de Chagas e da sua
grande importancia epidemioldgica, destacada peda expansdo para varias regibes do
mundo, ela ainda constitui um problema que afateipalmente a populacdo de mais baixa
renda da América Latina. Por isso, nenhuma atededdndustrias farmacéuticas é voltada
para pesquisa de novos tratamentos para essa dddégadisso, novas formulacdes que
melhorassem a biodisponibilidade e eficacia do Bié&m desenvolvidas em escassos
trabalhos, mas que n&do demonstraram sucesstvo. O que explicita a necessidade de
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estudos para desenvolvimento de novos medicamgueatendam a demanda da terapéutica
da doenca de Chagas.

Desse modo, este trabalho propds-se a desenvdteenativas para melhorar as
caracteristicas farmacocinéticas e o processanegroldgico do BNZ, capazes de favorecer
sua solubilidade e permitir sua incorporacao enersias terapéuticos mais eficazes para o

tratamento da doenca de Chagas.
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REVISAO DA LITERATURA

1. Doenca de Chagas: uma doenca negligenciada

Doencas infecciosas tropicais como a doenca de &Shalgishmaniose e a
tripanossomiase africana ainda sao responsaveisigrficativa mortalidade e morbidade,
principalmente nos paises menos desenvolvidosaapes inovacdes da ciéncia no manejo
de tais doencgas e dos processos avancados de alesranto de novos farmacos (HOTEZ et
al., 2007).

Este fato pode ser elucidado se o impacto da ghatgdlo nos paises pobres for
levado em consideracdo. A globalizacdo provoca gacanento econémico desigual entre
0S paises e 0s seus condicionantes tém consecgignaiees nas politicas publicas de saude
(BEYRER et al.,, 2007; DIAS, 2007). Além disso, aseucas tropicais vém se tornando
progressivamente negligenciadas principalmenteysgoeips ndo oferecem retorno financeiro
suficiente para a industria farmacéutica dedicax-pesquisa e ao desenvolvimento de novos
farmacos e medicamentos (PECOUL, 2004; TROUILLER.e2002).

Uma dessas doencas negligenciadas de grande mbevaaja por seus aspectos
historicos ou por seus impactos sociais, € a dogagahagas, responsavel por 15 milhdes de
pessoas infectados na América Latina e com maig8dmilhdes de pessoas sob risco de
contaminagdo em 21 paises endémicos. Estima-se, ajné a incidéncia anual de novos
casos seja, em média, em torno de 41 mil novoscsgblO, 2007).

Assim, o numero de vidas afetadas, a condicdo dengdo incapacitante, a
mortalidade prematura s&do aspectos importantes cpesam perda de populacéo
economicamente ativa, o que prejudica o crescimeriadmico e a prosperidade dos paises

afetados, contribuindo para o fechamento do cialpabreza.

2. Doenca de Chagas Erypanosoma cruzi

O agente etiolégico da doenca de Chagas é o pariozftageladoTrypanosoma
cruzi, pertencente a familia Trypanosomatidae, ordemeti§piastida, cujos membros
apresentam uma organela denominada cinetoplastoédico sanitarista Carlos Justiniano
Ribeiro Chagas, em 1908, foi o primeiro a encordrér cruzino intestino de insetos, que se

alojavam em casas de pau-a-pique da localidadasgahce em Minas Gerais, Brasil. Carlos
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Chagas diagnosticou o primeiro caso humano dentrgsmiase americana durante a fase
aguda da infeccdo em uma crianca de 2 anos, Beraniestudou a patogénese desse novo
parasita em animais de experimentacao (CHAGAS,)1909

De acordo com os achados de Carlos Chagas, a goatdio pelorl. cruziocorria
através da picada de insetos, configurando a visademissao vetorial, cujos vetores o
cruzi sdo insetos pertencentes a ordem Hemiptera, ddidaReduviidae e subfamilia
Triatominae. Existem mais de 130 espécies conhgcidaentanto, somente poucas espécies
pertencentes aos trés génefaatoma Rhodniuse Panstrongylusém importancia destacada
como vetores dd. cruzientre seres humanos e animais domésticos (WHQ@).200

No Brasil, existem pelo menos 44 espécies de \&talestas, apenas cinco sao
consideradas domésticas e, portanto, de maior tArpma epidemioldgical. infestans, P.
megistus, T. brasiliensis, T. pseudomaculata ediidida (COURA, 2003). Os triatomineos
sédo conhecidos popularmente pelo nome de barliigicdo, chupanca, percevejos e baratas-
d’agua (DANTAS et al., 2006).

O ciclo evolutivo do T. cruzi apresenta trés formas evolutivas diferentes,
identificadas com base na forma geral da célula pasicdo do cinetoplasto em relacdo ao
nacleo (BRENER et al.,, 2000; SOUZA, 2009). As pipacs diferencas encontram-se

descritas na tabela 1, a sequir.

Tabela 1: Diferentes formas evolutivas d@rypanosoma cruzi

Forma Tripomastigotas . . . Tripomastigotas
. o Amastigotas Epimastigotas .
evolutiva metaciclicas sanguineas
. . . . Sangue e espaco
Encontrada Interior de células do Tubo digestivo do integrcelular gog
} Inseto vetor hospedeiro vertebradoinseto vetor e cultivo ;
no: . e hospedeiro vertebradc
ou em cultura de células axénico . .
no cultivo de células
Morfologia da -
109 Alongada Esférica Alongada Alongada
célula
Posicéo do . . . . . . , .
_0sIe Posterior ao nicleo Préximo ao nucleo Préximo adead Posterior ao nicleo
cinetoplasto
: g g [~ R ¥
GI h Y Y ()ﬂj‘~ -
| ) i \ | !'u TP L N s
Observacéo i Y o . :
¢ P y - -I),w.,l,"/ - -A\I'\i" L N 4
por 6 c ;N Ny
. . A
microscopia ( N i . NT g o
ST Fg # B .-., X < ‘ - . -
optica C ; B )_ 74> N A =
0pm _20pm" topm > o 20 um’ 20 im

Fonte:. *FIOCRUZ, 2009. Elaborac&o prépria (BRENER et 210().
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O ciclo evolutivo doT. cruziabrange duas fases: parte do ciclo ocorre nosomse
vetores, chamados de hospedeiros invertebrados,oetra parte ocorre no hospedeiro

vertebrado, ou seja, seres humanos e outras espiécieamiferos (Figura 1).

Vetor

Epimastigostas
Tripomastigotas
Metaciclicas
nas fezes

Repasto
sanguineo —_

Mucosa

Tripomastigotas % b
Circulagao Penetracao

Sanguinea nas celulasg Ao

Ninho de
amastigotas

Figura 1: Representacdo esquematica do ciclo evold do T. cruzi. (a) Durante o repasto
sanguineo, o inseto defeca sobre a pele ou mugms® protozoario nas fezes, na forma de triporgatis
metaciclicas, penetra o hospedeiro vertebrado quladdtrito na pele ou contato com a mucosa. (s)ddaulas

do hospedeiro, os tripomastigotas se transformanamastigotas. (d) Quando as células se rompenmafibe
tripomastigotas que (e) podem infectar novas cglUl permanecer na corrente sanguinea ou (gksitara
musculos e tecido nervoso, na forma de amastigotalsos). (h) Novos vetores séo infectados duramgpasto
sanguineo por ingestdo de formas tripomastigotagusaeas. (i) No tubo digestivo do inseto, essas
tripomastigotas se transformam em epimastigotagiongéio posterior do tubo, estas formas diferensaram
tripomastigotas metaciclicas, formas infectivasngpletando assim o ciclo de vida do protozoario fj&atio de
MACEDO et al., 2002).

O ciclo no hospedeiro invertebrado inicia-se comingestdo das formas
tripomastigotas sanguineas durante o repasto sewdp inseto. No tubo digestivo, estas
formas se diferenciam em formas epimastigotas, gtiegem o intestino médio e
multiplicam-se por divisdo binaria. Em seguidaaggbrmas migram para a por¢cao posterior
do tubo digestivo do triatomineo dando inicio aocpsso de metaciclogénese do parasito,
fenbmeno que ocorre em resposta a estimulos copresgnca de enzimas digestivas no
ambiente intestinal dos triatomineos (GARCIA et H99; TEIXEIRA et al., 2009). Ao final
desse processo, as formas tripomastigotas metasiadistdo desenvolvidas e sdo as formas

infectantes para hospedeiros vertebrados.
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O inseto vetor que alberga as formas tripomastgotataciclicas dd. cruzi ao
picar o hospedeiro vertebrado, ingere grande qiextei de sangue acompanhada por rapida
diurese e liberagéo dos parasitos juntos com &s.fédzinfecgcdo acontece por penetragcédo das
formas tripomastigotas metaciclicas depositadae frédtomineo sobre a pele lesada ou
através da penetracdo das formas infectantes atdavpele ou mucosa integra do hospedeiro
(ANDRADE; ANDREWS, 2005; BRENER, 1973).

Apds a penetracdo, as tripomastigotas metacicisasiem a célula hospedeira e
iniciam um ciclo de multiplicagdo seguido pela disghacdo das formas tripomastigotas
sanguineas para novas células. No citoplasma deétaks, se diferenciam em formas
amastigotas que se multiplicam e se diferencianfaegmas tripomastigotas sanguineas. Em
seguida, estas Ultimas sdo liberadas por ruptutdaces alcangam o sistema circulatorio,
podendo infectar qualquer célula nucleada ou ri@inciclo de infec¢éo, se forem ingeridas
por um novo inseto vetor (ANDRADE; ANDREWS, 200RBNER, 1973).

Além da via de transmisséo vetorial, a doenca dag@# pode ser transmitida por
vias ndo vetoriais, como transfusdes sanguineallN&MIS, 1999), transmissdo congénita
(TORRICO et al., 2004), transplantes de 6rgaos @ILAS et al., 2005) e por via oral
através da ingest&o de alimentos contaminadosedeumtras (DIAS, 2006; NOBREGA et al.,
2009).

3. Manifestacdes Clinicas da doenca de Chagas

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinguata & crénica. A fase aguda
inicia-se com as manifestagdes clinicas de sirmisntrada do parasita no organismo, e pode
persistir por 2 meses, apresenta-se sintomaticaassintomatica dependendo do estado
imunologico do individuo. Dentre os sinais de poezentrada, o sinal de Romafia e chagoma
de inoculagdo podem oferecer indicios fortes decg#o porT. cruzi.O sinal de Romafa
apresenta-se como uma inflamacao na regido oaaeacterizado por edema bipalpebral e
unilateral. Ao passo que o chagoma de inoculacéstraxse como uma erupcao cutanea
provocada pela reacdo imune a picada do vetor etraducdo das formas infectantes
(BARRETT et al., 2003).

Em criancas e pacientes imunodeprimidos, a fasdaagintomatica muitas vezes

pode ser fatal, devido a casos de meningo-en@falimais raramente a miocardite aguda
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difusa. Os principais sintomas dessa fase sdo ,fedfema, poliadenia, complicacdes
cardiacas, hepato-esplenomegalia e perturbacdesldgioas (LANA; TAFURI, 2002).

Apods a fase aguda, aqueles individuos que sobravix@luem para a fase cronica,
gue na maioria dos casos, € assintomatica e por demominada forma indeterminada e
podem permanecer assim indefinidamente. Entretdefmpis de muitos anos nessa fase, os
pacientes podem desenvolver sintomatologia relad@nao sistema cardiovascular ou
digestivo e, em muitos casos podem desenvolvelgogs que comprometam ambos 0s
sistemas, caracterizando as formas cardiaca etid@geda doenca de Chagas cronica
(GUEDES, 2009).

4. Benznidazol e o tratamento etiolégico da doencke Chagas

Apesar de ter sido descoberta ha mais de 100 ardienca de Chagas ndo tem um
tratamento eficaz para suas duas fases clinicas}&8& et al., 2008; TOLEDO et al., 2003).
O Unico farmaco disponivel no mercado brasileir@ éenznidazol [BNZ] (Figura 2),
produzido e comercializado atualmente pelo Labomtéd-armacéutico do Estado de
Pernambuco [LAFEPE], ap0s os direitos de patentecrologia terem sido cedidos ao
governo brasileiro pelo grupo suico Rotleen 2003 (BRASIL, 2003; LEITE, 2007).

) —
T
NH Y

N-benzyl-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)acetamide

Figura 2: Formula estrutural do benznidazol

O BNZ [N-benzyl-2-(2-nitro-H-imidazol-1yl)acetamide] esta disponivel na forma
de comprimidos de 100mg e seu esquema terapéudrcesponde a doses diarias de 5 a
7,5mg/Kg de peso corpéreo, fracionadas em duagdswatiministracdes, sendo o periodo de
tratamento habitual de 30 a 60 dias (OPS, 1998).

Sua efetividade tem sido relatada na fase aguddodaca, porém o mesmo nao

ocorre com a fase crénica (CALDAS et al. 2008a; INRB 2003; CANCADO, 2002). As
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diferencas de eficacia do BNZ na fase aguda e @a@inda ndo estdo totalmente claras, mas
alguns pesquisadores sugerem que podem estaoneldas as propriedades biofarmacéuticas
desfavoraveis do farmaco (LAMAS et al., 2006).

A farmacocinética do BNZ é um reflexo da sua basdaubilidade em agua
(LEONARDI et al., 2009), um fator que condicionasaeduzida absorcdo gastrointestinal e a
necessidade de se administrar elevadas dosesndactapara que as respostas terapéuticas
desejaveis sejam atingidas (LAMAS et al., 2006).

Outro fator critico na terapéutica com o BNZ é espnca de muitos efeitos adversos
decorrentes das altas doses administradas. Muiessed efeitos, como vOmitos,
polineuropatia, dermatite e depressdo da meduleapsaliados ao elevado numero de
comprimidos ingeridos diariamente, conduzem o péeiea interrupcdo do tratamento
medicamentoso (CANCADO, 2002; COURA; CASTRO, 2002).

Apesar de sua importancia social e clinica, e dmsemosos estudos em diferentes
areas de conhecimento que envolve a patologia dacdode Chagas, escassos trabalhos
cientificos tentaram desenvolver novas formulagfiesmelhorassem a biodisponibilidade e a
eficacia do BNZ.

Morilla e colaboradores (2004) desenvolveram liposss a base de BNZ para
administracéo parenteral do farmaco, e apesar nlgegairem um bom direcionamento dos
lipossomas para o figado, os testevivo, ndo comprovaram uma melhora na terapéutica
com essas formulagcbes (MORILLA et al., 2004). Lamas colaboradores (2006)
desenvolveram formulagcbes liquidas, também parainggtracdo parenteral do BNZ,
utilizando co-solventes para alcancar uma soludmkdsatisfatoria do farmaco, no entanto,
ensaiosn vivo Sao necessarios para comprovar a eficacia dessaglacoes (LAMAS et al.,
2006).

Recentemente foram desenvolvidos complexos de BMZ rtiténio com resultados
bastante promissores. Um incremento significativ@ solubilidade do farmaco foi
conseguido, acompanhado de melhorias na efetivittadpéutica e reducdo da toxicidade
(SILVA et al., 2008). Outro estudo recente relatacarporacdo de BNZ a microparticulas de
quitosana conferindo melhoras nas propriedadessseldcdo do farmaco (LEONARDI et
al., 2009).
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5. Estratégias de hidrossolubilizacdo para o farmacbenznidazol

Nos ultimos 30 anos nenhum agente terapéuticohagtisico descoberto mostrou-se
melhor que a quimioterapia ja disponivel (COURA; SIRO, 2002). Neste contexto,
investimentos no desenvolvimento de novas formesgmntendo o BNZ constituem uma
das estratégias mais coerentes de combate a ddenghagas. O insucesso da terapéutica
tradicional pode ser atribuido as caracteristiésisd-quimicas do BNZ, como sua reduzida
solubilidade aquosa e permeabilidade, o0 que cadatcasn a sua poderosa acao farmacolégica
contra o0 agente etiologico da doenca.

Durante este trabalho foram adotadas algumas égtiat visando minimizar as
dificuldades farmacotécnicas relacionadas ao BN&carido o desenvolvimento de
formulacdes sélidas, como comprimidos e capsutasyds farmacéuticas de administracao
oral que sao facilmente manipuladas pelo paciesgado mais adequadas para a auto-
administracao, conferindo-lhe seguranca e conféitd EN Jr; POPOVICH; ANSEL, 2007).

Uma dessas estratégias € a redugcdo do tamanhortéilpados farmacos, uma
maneira simples de aumentar sua velocidade ddwligso e com isso sua biodisponibilidade.
Véarios sdo os meétodos de reducdo de tamanhos tieufss disponiveis, entre os mais
utilizados estdo os métodos fisicos de pulverizagdcinica em moinhos e almofarizes.

O processo de pulverizacdo de sélidos de forma meecéeleva a energia
termodinamica residual na superficie das particutdstando suas propriedades fisico-
quimicas, como estabilidade, capacidade de flurgeatabilidade e compressibilidade. As
fracbes amorfas de materiais pulverizados, alénregeesentarem um elevado risco de
degradacdo devido a sua maior reatividade quirnajpeesentam elevada carga eletrostatica
que dificulta sua manipulacdo devido a elevadaé&ecid a aglomeragcédo. Devido a abraséo
com as superficies metélicas dos equipamentos lderfzacdo, impurezas metéalicas podem
ser incorporadas ao material sélido e comprometarestabilidade quimica, devido a acao
catalitica desta contaminagdo. Outra importantgaseagem para essa técnica € a tendéncia
das particulas pequenas de sofrerem crescimergtalecro (RASENACK et al.,, 2003;
RASENACK et al., 2004).

Novas técnicas que consigam produzir diretamentmaf@os em tamanho de
particula reduzido podem resolver a maioria dosblpmas anteriormente citados.
Procedimentos de recristalizacdo espontanea daipionativo estabilizado por agentes
hidrofilicos, em escala nanoparticular ou micrapatar, tém sido utilizados recentemente
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com resultados bastante promissores (CUNHA-FILH@I.e2008; SARKARI et al., 2002).
Essa técnica tem permitido obter materiais com méwos de particulas bastante reduzidos,
homogéneos e de baixa coesividade conseguindo tamp@s incrementos na velocidade de
dissolucdo de farmacos pouco solUveis em agua, aonimprofeno, o cetoconazol e o
itraconazol (RASENACK; MULLER, 2002).

O farmaco antitumorap-lapachona € outro exemplo de substancia muito gouc
solivel em &gua e muito instavel em solucdo que tva velocidade de dissolugéo
incrementada pelo uso da técnica recristalizac@onpolanca de solvente. Com esta técnica,
Cunha-Filho e colaboradores (2008) obtiveram paegcmuito pequenas (~3um) utilizando
hidroxipropilmetilcelulose [HPMC] como agente esliabnte. As particulas d&lapachona e
HPMC mostraram um aumento na velocidade de disBoldlp farmaco, o que pode ser
atribuido a grande reducdo do tamanho de parteuwaum elevado incremento na area
superficial do farmaco (CUNHA-FILHO et al., 2008).

No exemplo do antidiabético glicazida, Varshosazcaaboradores (2008)
conseguiram particulas cinquenta vezes menoresgjogstais do farmaco néo tratados por
técnicas de precipitacdo espontanea, usando a HBIgI@Gicrocristais proporcionaram uma
eficiéncia de dissolucdo da glicazida quatro vemesor quando comparados com a
dissolucédo do farmaco original, mostrando que oreggpa técnica de recristalizacdo por
mudanca de solvente usando agente estabilizardeizomicrocristais com alta velocidade de
dissolucéo do farmaco (VARSHOSAZ et al., 2008).

Steckel e colaboradores (2003) também usaram a HpPACobter microcristais de
farmacos usados como pos inalatérios. Neste cas@mmanho reduzido das particulas
condiciona uma boa absorcdo pelo trato respirat@ia@om isso garante a eficacia da
terapéutica desses farmacos. Os resultados obtitdizando procedimentos de
recristalizacdo do farmaco estabilizado por agemtielsofilicos mostraram-se bastante
promissores para administracdo pulmonar, pois quéed com tamanho entre 2 e 3,5um
foram obtidos (STECKEL et al., 2003; STECKEL ef a003a).

A formacdo de complexos de inclusdo com ciclodeagi[CD] também é uma
alternativa para melhorar a solubilidade de farmanaito pouco solUveis em agua, como o
BNZ. As ciclodextrinas sdo amplamente empregadaslieersas areas como a alimenticia,
cosmética, analitica e, recentemente, sdo desauta® uma nova classe de excipientes
farmacéuticos (LOFTSSON, 2007; VENTURINI et al., 08D As CD sao formadas por
unidades de D-glicopiranose, que juntas originatrugsas ciclicas com a forma espacial
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tronco-conica (Figura 8 ). E justamente essa configuracéo espacial, copogrhidroxilas
voltados para o exterior, que confere caracteaistiisic-quimicas peciares as CD, as quais
s&o exploradas no gpo farmacéutico (CUNH-FILHO; SA-BARRETO, 2007

1 oCD
2 PBCD
3 yCD

OR

Figura 3: Estrutura molecular dos trés tipos de ciclodextmas, a, p e y. Adaptado de
Brewster; Loftsson, 2007.

A capacidade das CD de solubili-se em agua e ao mesmo tempo incor|, no
interior da sua cavida, moléculas hidrofébicas conferaos complexos formad:
propriedades fisicquimicas diferentes das propriedades dos seustpsode origem. Es¢
encapsulacdo de farmacos proporciona importanteenmentos na biodisponibilidade
estabilidade de inimeras formas farmacéuticasratrdl comercializade (SA-BARRETO;
CUNHA-FILHO, 2008).

a0
<o
x

cD Farmaco Complexo 1:1
farmaco-CD

i

cD Farmaco Complexo 1:2
farmaco-CD

Figura 4: Formacdo de complexos farmac-CD com estequiometria 1:1 e 1: Adaptado
de Davis; Brewster, 2004.
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Neste contexto, varias alternativas tecnologicateposer utilizadas para melhorar
as caracteristicas de solubilidade de farmacosgpsoiciveis em agua, e assim, incrementar
sua biodisponibilidade (ROGERS, 2002). No casodfipe do BNZ, parte dos problemas de
biodisponibilidade, citados anteriormente, podega resolvida pela producdo de particulas
em tamanho reduzido por novas técnicas de hidudstinhcdo. Entretanto, poucas sdo as
informacdes sobre as caracteristicas fisico-quanitta BNZ em compéndios oficiais e na
literatura cientifica. Essas informacdes serianmis(para a inclusdo do BNZ em sistemas
hidrossolubilizados e posterior desenvolvimentmaleas formulacdes sélidas que contenham
0 BNZ.

6. Estudos de Pré-Formulacéo

Para se desenvolver qualquer forma farmacéuticadasélcomo capsulas e
comprimidos, € essencial que certas propriedade#sadi e quimicas fundamentais da
molécula e outras propriedades derivadas do farnmmopé sejam conhecidas. Estas
informacdes sdo obtidas em estudos de pré-fornul&sies estudos quando adequadamente
conduzidos, desempenham um papel fundamental neis@oe de problemas com a
formulacéo, indicando os passos corretos para@dupéo das diversas formas farmacéuticas
(ALLEN Jr; POPOVICH; ANSEL, 2007; AULTON, 2005).

O conhecimento de certas propriedades fisico-gagndo principio ativo, como
solubilidade, tamanho e éarea superficial de pddjcpresenca de formas polimorficas,
velocidade de dissolucdo, coeficiente de partich&a, propriedades reoldgicas e
compatibilidade do farmaco com outros adjuvantestcem uma importante influencia sobre
a biodisponibilidade e a estabilidade do farmagemnitem nortear a selecdo de adjuvantes
que se ajustam a formulacao pretendida (ALLEN, 2008

O procedimento classico empregado na avaliacdo odepatibilidade farmaco-
excipiente envolve a preparagcdo de uma amostraas@ontendo uma mistura destes
componentes. Essa amostra é estocada a elevagesdamas durante varios meses e depois,
€ analisada sistematicamente usando um meétodaaiivdicde estabilidade adequado. Esse
procedimento consome tempo e em geral, detectansenrestabilidades quimicas (NUNES
et al., 2009).

Os recentes estudos de compatibilidade que utilizaranalise térmica como
ferramenta, destacam a sua vantagem em dispoaibilgpidamente o conhecimento de
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quaisquer interagdes fisicas e/ou quimicas enfegnoaco e 0s excipientes que possam dar
origem a mudancgas na natureza quimica, na estd®licha solubilidade, na absorcéo e na
resposta terapéutica do farmaco (BERTOL et al.,92@UNHA-FILHO et al., 2007a;
STULZER et al., 2008).

Em particular, a calorimetria exploratoria difereh¢DSC] tem sido considerada a
técnica de escolha para pesquisa inicial de iniesagntre farmaco-excipiente. Utilizando
apenas alguns miligramas de amostra, o DSC formapertantes informacdes sobre as
propriedades fisicas, comportamento cinético deadlegdo, formas polimérficas (KISS et
al., 2006; MURA et al., 2002; NUNES et al., 2009e&tabilidade de materiais durante
processamento e estocagem (MISRA et al., 2007; MR, 2006).

A avaliagdo fisico-quimica de interacbes entre oatie excipientes de uma
formulacéo é realizada, em geral, através da cagfarde curvas térmicas das substancias
puras com as curvas obtidas a partir da misturaa@o-excipiente na proporcao 1:1 (p/p)
(STULZER et al., 2008a; BRUNI et al., 2009).

Sendo assim, fica evidente a necessidade de smaresgdtudos para o aprimoramento
do processamento tecnoldgico do farmaco BNZ, atraeétécnicas capazes de corrigir suas
deficiéncias de solubilidade e que permitam inlduém formulac6es melhores estruturadas

que atendam a demanda terapéutica da doenca dasChag
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OBJETIVO GERAL

Realizar estudos de pré-formulacdo com o benznidaztesenvolver formulacdes
sélidas a base deste farmaco utilizando técnicashidessolubilizacdo que permitam
melhorar seu perfil de dissolugéo. Avaliar as fdagges desenvolvidas utilizando modelo
experimental murino para doenca de Chagas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar uma caracterizacao farmacotécnica do lserari através do estudo de suas
propriedades reoldgicas, morfolégicas e de disgédmdo tamanho de particulas;

» Realizar uma caracterizacdo fisico-quimica do bieazol determinando algumas
propriedades até entdo desconhecidas dessa mot&outa coeficiente de particao,
superficie especifica, existéncia de polimorfisth@roscopicidade e solubilidade
intrinseca;

» Realizar estudos de compatibilidade do benznidapoh os excipientes a serem
usados para o desenvolvimento das formulag6esasolid

= Desenvolver estratégias de hidrossolubilizacdo denzidazol, utilizando
procedimentos farmacotécnicos capazes de incremenrgarfil de dissolucdo desse
farmaco;

= Desenvolver formula¢cdes solidas a base dos mista@i hidrossoluveis de
benznidazol,

» Selecionar as formulacbes mais promissoras de B @valiacdo biologica
utilizando modelos animais.

= Proceder a avaliacdo biologica das formulagbescisel@das utilizando modelo

murino infectado com a cepa Y decruzi
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CAPITULO 2

Capitulo 1: validacdo do método analitico por espectroscopia UVis
para doseamento do benznidazol

1.1. INTRODUCAO

A combinacao de varios fatores durante o desenmmelvio, a producéo, a avaliacdo
e 0 uso dos medicamentos garantem a qualidadedingroduto farmacéutico. Um desses
fatores importantes esta relacionado aos resultadafiticos obtidos durante as diversas
etapas do desenvolvimento de novas formas farmeagutuma vez que dados analiticos
incertos podem gerar prejuizos a saude de muitoerias e gastos financeiros para as
industrias farmacéuticas (RIBANI et al., 2004).

A garantia de que a qualidade dos produtos estdosatingida envolve o estudo
progressivo durante o desenvolvimento de metodadognaliticas para a quantificacdo de
farmacos em formas farmacéuticas e a validacaasle@sstodologias, para que duvidas em
relacdo aos resultados analiticos fornecidos peéltodo sejam completamente eliminadas
(BRITO et al., 2003).

A validacdo analitica abrange o processo de coragémv de que a metodologia
analitica desenvolvida é apropriada e fornecerdsladnfiaveis para o estudo ao qual se
destina. Portanto, a validacéo é o estabelecindmtvidéncias experimentais documentadas
gue garantem que um método produzird dados comsistaeprodutiveis e que atenderédo os
critérios de qualidade especificados (RIBANI et 2004).

Os parametros analiticos avaliados durante a @ade um método sdo: robustez,
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo,téirde deteccao e limite de quantificacdo. Os
protocolos de ensaio estdo descritos por diferertegios regulatérios nacionais e
internacionais (ICH Q2(R1), 2005; ANVISA, 2003; TNMIPSON et al., 2002).

Essa etapa do estudo foi conduzida segundo a regaotacédo RE n° 899 de 29 de
maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia @Gaiai [ANVISA] (ANVISA, 2003).
Utilizou-se técnica instrumental de absorcdo mdéecuespectrofotometria UV/Vis,
adaptando a metodologia analitica disponivel neraliira. O objetivo foi obter uma
metodologia simples, de baixo custo e que propoasse resultados confiaveis de

doseamento do benznidazol para utilizacdo nasesfsequentes do trabalho.
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1.2. MATERIAIS E METODOS

1.2.1. Materiais

Utilizou-se durante toda a validacdo do métodoenzhidazol [BNZ] lote 13871
produzido pelos laboratérios Roche, com purezaligu®9,4%.0s excipientes foram:
Hidroxipropilmetilcelulose Methoc®l F50 Premium LV [HPMGs; Methocef K100
Premium LV [HPMGuod; Etilcelulose Ethoc&l Standard 45 Premium [G§; Ethocef

Standard 100 Premium [E&§g e o solvente metanol grau analitico Syhth
1.2.2. Otimiza¢éo do método analitico espectrofotdétrico

O meétodo empregado para a quantificacdo do BNZobese na metodologia
proposta por Soares-Sobrinho e colaboradores (2028)h adaptacdes (SOARES-
SOBRINHO et al., 2006). Procedeu-se uma validagdmpteta do método, conforme
preconizado na resolucado n° 899/ANVISA e nas normi@snacionais do ICH, prestando
especial atencdo na seletividade do método frevgedderentes excipientes utilizados nas

formulacdes durante este trabalho.
1.2.3. Descri¢cdo do método analitico

A solucéo estoque de BNZ foi preparada a partRaieg de farmaco dissolvidos em
metanol em um baldo volumétrico de 50mL empregdnashdio de ultrassom por 15 minutos.
A partir dessa solucao, foram feitas as diluicbesensarias utilizando como solvente uma
solucao metanol/agua 1:1, considerando a concé@otragminal igual a 20pg/mL. As leituras
das amostras foram realizadas em um espectrofatdrd®t/Vis, modelo Heios a (Thermo

Electron Corporatiof), no comprimento de onda de 324nm.

1.2.4. Determinacgao da robustez

A capacidade do método em resistir a modificac@sscondi¢cdes experimentais foi
avaliada testando-se a influéncia da composi¢c&mhente utilizado para diluicdo da solucéo

estoque e 0 modo de leitura no espectrofotbmetro.
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Quanto ao solvente, foram medidas as absorbéanam@amostras na concentracao
nominal diluidas em metanol PA e em solucdo meiagoa (1:1). No que se refere ao modo
de leitura do aparelho, as mesmas amostras nartoag# nominal foram medidas na opgao
automética e na op¢do manual utilizando cubetapidgzo. A robustez dessas variaveis foi

avaliada em triplicata empregando Analise de Var@B8imples [ANOVA].

1.2.5. Determinacéo da seletividade

A seletividade do método foi verificada comparasdas valores de absorbancia do
BNZ na concentracdo nominal obtidos na presengaauséncia dos seguintes interferentes:
polimeros hidrofilicos derivados de celulose: higoopilmetilcelulose (HPMGs, e
HPMCki00) € etilcelulose (E& e EGog). As amostras foram analisadas em sextuplicata. A
concentracdo dos polimeros foi estabelecida emn@iygb que corresponde a 30% da
concentracdo nominal de farmaco. Os resultados sgacHicidade foram expressos em

percentual de discrepancia conforme equacéo abaixo.

(As—A)

D(%) = Equacéao (1.1)

Onde, A é a absorbéancia do BNZ na presenca do interfeee$ecorresponde a
absorbancia do BNZ na auséncia de interferentes.

1.2.6. Determinacdo da linearidade

A linearidade do método foi obtida a partir de trésvas de calibracdo, analisando-
se cinco pontos diferentes em um intervalo de 8pegAnlL. A analise da regressao linear foi
efetuada utilizando-se o método dos minimos quadraéoi calculado o coeficiente angular

da regressao linear fRe também a equacéo da reta de calibracéo.

1.2.7. Determinacao da exatidéao

A exatiddo foi determinada a partir das absorb8nadas solucbes de BNZ
preparadas nas concentracdes de 75, 100 e 125%elag@a a concentragdo nominal,
20pg/mL, em triplicata. Os resultados foram caldotaem porcentagem de recuperagdo com
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relacdo ao resultado tedrico e comparados atravésstet-Student. A equacao usada para o

calculo da recuperacao encontra-se descrita arsegui

C
R(%) = —2— X 100 Equacso (1.2)
Cr

Onde, R é a porcentagem de recuperacap,eCa concentracdo meédia e @

concentracao teorica.

1.2.8. Determinacao precisao

A precisdo do método analitico foi avaliada em tr@seis: repetibilidade
instrumental [RI], repetibilidade do método [RM]peecisdo intermediaria [P1]. A RI foi
estudada mediante dez leituras consecutivas da anasmostra de BNZ na concentracéo
nominal. A variabilidade instrumental foi deterniiaaatravés do coeficiente de variacdo das
respostas obtidas. A RM foi estimada avaliando@e amostras auténticas de mesma
concentracdo, 20pg/mL, através de seus coeficigetemriacdo. A Pl foi estudada por dois
operadores, em diferentes dias e empregando dwstimparelhagens. As analises foram
realizadas em triplicata e cada grupo de analisearialisado através de ANOVA e o0s
resultados expressos em relacdo ao coeficientead@céio [CV]. A equacao utilizada para

esse calculo foi:

DP

CV(%) = Equacéo (1.3)

Cwm

Onde, CV indica o coeficiente de variacdo, DP o/idegadrao e § a concentracéo

média.

1.2.9. Determinacéo dos limites de quantificacdode deteccéo

Os limites de quantificacdo [LQ] e de deteccao [ldd] método foram estimados a
partir do ruido de base, calculando-se o desviodeaobtido das leituras consecutivas de dez
brancos, solu¢cdo metanol:agua (1:1), e aplicands-gguacdes abaixo.
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DP x 3 Equacdo (1.4) L0 = DP x 10 Equacéo (1.5)
IC IC

LD =

Onde, DP corresponde ao desvio padrao, IC ao casicangular da equacao da

curva de calibracéo, LD é o limite de deteccédo ellmqite de quantificacao.

1.2.10. Andlise dos resultados

Os resultados foram analisados estatisticamentasdegs parametros da ANVISA,
RE n° 899 de 29 maio de 2003 (ANVISA, 2003).

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método analitico espectrofotométrico empregaddas@amento de BNZ baseou-
se em metodologia descrita na literatura com algumadificacbes (SOARES-SOBRINHO
et al., 2006). Optou-se por utilizar o metanol casulvente, em lugar do etanol que apresenta
menor capacidade de solubilizagdo do farmaco eupiodesultados menos consistentes na
preparacdo das solucbes estoques. A escolha dorioenp de onda no ultravioleta de

324nm baseou-se no pico de maxima absorcédo endorgna prévia varredura.

1.3.1. Robustez do método

A robustez de um método analitico é a medida decspacidade de resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametidgcasasendo sua execucao recomendada
pela ANVISA e pelo ICH, ainda na fase de desenvwmdvito do método (ICH Q2(R1), 2005;
ANVISA, 2003).

As modificacdes no solvente de diluicdo usado pgpeeparacéo da solucédo padrao
nao mostraram diferencas significativas nas lestdiaaabsorbancia das solucbes de BNZ. Da
mesma maneira, as leituras do espectrofotbmetromemio manual ou automatico, nao
alteraram de forma importante os resultados (Tahéha

Estes resultados demonstram que o método propdssstante robusto quanto as

variacbes metodologicas testadas.
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Tabela 1. 1: Dados de robustez do método analiticelativos a avaliacdo da
composic¢ao do solvente no método e ao modo de legtmo espectrofotbmetro.

" . Absorbancias
Parametros avaliados

1 2 3
Composicéo da solvente Metanol (PA) 0,556 0,561 0,561
Metanol:agua (1:1) 0,557 0,561 0,562
Modo de leitura Automatico 0,557 0,561 0,562
Manual 0,554 0,557 0,577

1.3.2. Seletividade do método

Seletividade pode ser definida como a habilidadendtbdo em separar determinado
farmaco de seus produtos de degradacédo, metabétiz@somoléculas biologicas, excipientes
e outros farmacos (ANVISA, 2003; INMETRO, 2010). i#® uma variedade de
procedimentos para validar a seletividade de unodeétUm teste simples € demonstrar a
falta de resposta instrumental frente a presengaitlas substancias (RIBANI et al. 2004).

Com o objetivo de averiguar se ha interferénciaeka$pientes no método proposto,
foram selecionados alguns excipientes empregadssfareulacdes desenvolvidas nesta
dissertacdo.Nenhum dos polimeros utilizados apresentou absorgigaoificativa no
comprimento de onda de méxima absorbancia do BNZjmacomo ndo se observam
modificacdes no espectro de absorcao do farmagaresenca desses interferentes.

A tabela 1.2 revela que as discrepancias encomstrageesentam um intervalo de
valores entre -0,57 e 1,14%. A variacao consegsitdau-se abaixo do limite recomendado
de 2,0%, e pode ser atribuida ao erro aleatori@, wem que ndo ha diferenca estatistica entre
0s grupos de amostra contendo BNZ isolado e cootdidZ acrescido de polimero.
Portanto, com base nos parametros da legislac@&oteigo método mostrou ser seletivo para
o doseamento do BNZ (CUADRADO et al., 2001).

Tabela 1. 2: Dados de especificidade do método attiab.

Solucéo Absorbancia DP Discrepancia (%)
BNZ 0,526 (0,005) -
BNZ + HPMGesc 0,523 (0,004) -0,57
BNZ + HPMGc1oc 0,523 (0,002) -0,57
BNZ + ECys 0,532 (0,006) +1,14
BNZ + EGioc 0,527 (0,005) +0,19

®Dados representados como a média e o desvio pgenfi® parénteses) dos
resultados, n= 6.
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1.3.3. Linearidade do método

A linearidade é a capacidade de um método anakicondicar se os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concerdrdodfarmaco na amostra, dentro de um
intervalo especifico. A ANVISA recomenda um coefitie de correlacéo linearjRgual ou
superior a 0,99 (ANVISA, 2003).

De acordo com a figura 1.1, o método desenvolvidm ploseamento do BNZ
mostrou-se linear, dentro dos limites legais e iagab estatistica, no intervalo de 8 a
28ug/mL.

0,900 -
o,soo- .
0,700

0,600

anclia

0,500 +

Absorb

0,400
0,300

0,200

5 10 15 20 25 30
Concentragdo do BNZ (ug/mL)

Figura 1. 1. Curva de calibracdo do BNZ em solucdometanol:dgua (1:1) no
comprimento de onda 324nm.

A andlise de regressao linear revelou um indiceodelacao linear (& no valor de
0,998. A equacao correspondente a curva médialideacdio (Figura 1.1) é: Absorbancia =
0,0297 Concentracgéo (ng/mL) - 0,0133.

1.3.4. Exatiddo do método

A exatiddao expressa a proximidade entre o valoreexyntal encontrado pelo
método e o valor de concentracdo real ou aceitoocaferéncia (FDA, 2001; ICH Q2B,
1996; ICH Q2(R1), 2005). As amostras testadas Z0525ug/mL), expressas na tabela 1.3
como recuperacao, apresentaram respostas proxsnesparadas. A analise estatistica dos

dados ndo mostrou diferenca significativa, compmdeaa exatiddo do método.
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Tabela 1. 3: Dados de exatidao do método analitico.

Amostra (ng/mL) Recuperacao (%)
15 101,2
20 100,5
25 99,86
Exatiddo média 100,5
CV? (%) 0,67

®Dados representados como a média e coeficienterikgéio [CV]
dos resultados, n= 3.

1.3.5. Precisdo do método

A precisdo avalia a dispersdo de resultados entsaias independentes, em
condicOes experimentais definidas. Quanto maisir@x os valores experimentais obtidos
estiverem entre si, maior sera a precisao do m¢idd®OMPSON et al., 2002).

Os resultados do ensaio de precisdo encontranssdtds na tabela 1.4.

Tabela 1. 4: Dados de precisdo do método analitico.
PRECISAO CONCENTACO vy ()  CVa ()
RI (n=10) 20,10 0,23 -
RM (n=6) 20,01 0,67 -
19,54
Dia 1 20,38
. o 20,99
Pl Analista 1 (n=3) 20.35 2,29
Dia 2 20,18
20,28
20,18
Dia 1 20,14
. o 20,01
Pl Analista 2 (n=3) 20.31 0,65
Dia 2 20,08
20,35
RI = repetibilidade instrumental, RM = repetibilidta do método, Pl = precisdo intermediaria,
CVp = coeficiente de variacdo de cada grupo g €oeficiente de variacdo entre os analistas.

1,60

O método analitico mostrou-se bastante preciso tquan variabilidade do
instrumento de medicdo [RI], que apresentou umideate de variagdo de 0,23%. Em
relacdo a repetibilidade do método [RM] o valor@rrado para a média dos coeficientes de
variacdo nos trés niveis de concentracdo avalifmlode 0,67% (Tabela 1.4). Quanto a

precisdo intermediaria [PI] concluiu-se que naostexn diferencas estatisticamente
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significativas entre as respostas, em dias difeseet com analistas diferentes, para um
intervalo de confianca de 95%. O coeficiente deagao encontrado para esse parametro
também se situou em torno a 1,6%, satisfazendomites estabelecidos pela ANVISA, que
admitem um CV de até 5% (ANVISA, 2003).

1.3.6. Limite de detecgéo e Limite de quantificacado método

O LD é a concentracdo mais baixa da substanciand@tisa que pode ser detectada
com alguma confiabilidade, enquanto que o LQ érec@atracdo mais baixa que pode ser
guantificada com precisdo e exatiddo aceitavel (@28, 1996; ICH Q2(R1), 2005; IUPAC,
2002).

Os LD e LQ obtidos a partir das leituras dos brarfocam 0,05ug/mL e 0,17ug/mL,
respectivamente. Os valores encontrados evidengiatevada sensibilidade do método para
0 BNZ e sua adequacéo a utilizacao prevista. Eessdtado habilita o doseamento do BNZ
em situacdes em que a concentracdo de farmaco ostramseja muito baixa, como no caso

de ensaios de velocidade de dissolucédo ou de ns&mdpregados para validacao de limpeza.

1.4. CONCLUSAO

O método espectrofotométrico validado provou sbusto, preciso, exato, linear e
seletivo frente a excipientes empregados nas faigoek a base de BNZ, desenvolvidas neste
trabalho. Esse procedimento analitico apresentbdamiimites de quantificacdo e deteccéo
apropriados para doseamentos de rotina e quagbsaanaliticas do farmaco em ensaios de
dissolugéo.

Além disso, a metodologia validada, amplamente eggmta em métodos
farmacopéicos, mostrou-se como uma alternativavalpunte aos métodos cromatograficos,
devido a validacéo criteriosa de seus parametraktians, principalmente a especificidade,
tendo ainda, como vantagens seu baixo custo,dad#i e rapidez de execucao.

Com os resultados obtidos neste capitulo, podersguir que o método é adequado
para as analises futuras de controle de qualidad®\¥, pois € um método rapido, de facil

eXxecucao e que cumpre com 0s requisitos de vatidaca

Flavia Pires Maximiano 44



CAPITULO 2

Capitulo 2: Caracterizacio fisico-quimica do farmaco benznidazo

2.1. INTRODUCAO

A pesquisa e desenvolvimento de medicamentos imogadtem sido uma
empreitada cada vez mais cara e complexa, 0 qna toais escassa a introducao de novas
moléculas no mercado (JOSHI et al.,, 2007). Estimayge de cada 30.000 compostos
sintetizados, apenas 0,003% chegam a se tornaradasmdisponiveis no comercio
(FEDERSEL et al.,, 2003Dentre as causas que explicam esses inumeros dogcastao
problemas derivados de sua biodisponibilidade eittade, que podem estar relacionados ao
escasso conhecimento acerca da natureza da modéewstudo (WANG et al., 2004).

Neste contexto, os estudos de pré-formulacdozestds nas etapas de pesquisa pré-
clinica e clinica de farmacos inovadores, e quanvigscumular o maximo de informacao
sobre o comportamento das novas entidades quingoastituem um valioso instrumento
para tracar estratégias de desenvolvimento ractm&rmulacdes mais eficazes e seguras e,
portanto com maiores possibilidades de éxito (PERREI et al., 2005;
SWAMIVELMANICKAM et al., 2009). Diversos aspecto®mcernentes a substancia ativa,
como a biodisponibilidade a partir da forma farmaic@, ou ao medicamento, como seu
prazo de validade, e até mesmo seu processameistrial sdo afetados pelas propriedades
fisico-quimicas dos farmacos.

O benznidazol apesar de ser um farmaco ja condolid@ mercado e bastante
estudado do ponto de vista farmacologico, tem spespriedades fisico-quimicas
praticamente desconhecidas e por isso, estudoséd®rmulacdo poderiam propiciar uma
maior compreensdo das suas caracteristicas biafautieas e permitir o desenvolvimento de
formas farmacéuticas alternativas para melhoraagéa terapéutica.

O objetivo deste estudo foi tracar o perfil fisguoimico do benznidazol através de
diferentes ensaios de caracterizacdo, como fornestdéelecer parametros de qualidade para
esse composto e auxiliar no melhoramento tecnadgie medicamentos a base desse
farmaco antichagasico.

Dentre os estudos de caracterizacao fisico-quimgabzados com o benznidazol
nesta dissertagdo destacam-se a solubilidade, aridadle intrinseca de dissolugdo, o
coeficiente de particdo, o tamanho e area suparéspecifica da particula, a densidade real e
as propriedades reologicas. Outras caracteristiopsrtantes como os perfis térmico e
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difratométrico, e a higroscopicidade também forastemminadas, bem como a presenca de
formas polimorficas e compatibilidade do benznidazon diferentes adjuvantes, que seréo

abordados no capitulo seguinte.

2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Materiais

Benznidazol [BNZ] lote 13871 produzido pelos lalérms Roche. Os solventes
utilizados foram: dimetilsulfoxido, dimetilformanag metanol, acetona, acetonitrila, 1-
octanol, etanol, isopropanol, diclorometano, hexamtoroféormio, éter de petréleo,
acetonitrila, e acetato de etila. Todos os solgeateeagentes utilizados nos ensaios foram de

pureza analitica.

2.2.2. Ensaio de solubilidade

Os estudos foram conduzidos utilizando excessauheaico pulverizado em 10mL
de diferentes meios liquidos. As amostras forammstiblas a banho de ultrassom por 15
minutos, em seguida, foram colocadas sob agitagdgnética vigorosa a 25%2 até o
estabelecimento do equilibrio de saturacao, ad dieste periodo, as amostras foram filtradas
(0,45um) e doseadas por metodologia espectrofotimagireviamente validada a 324nm.
Esse experimento foi realizado em triplicata e ragdo das amostras foi previamente
determinada em 48 horas.

Os solventes de diferentes naturezas e polaridias utilizados como meios
liquidos e encontram-se listados a seguir: agudatiss metanol, etanol, acetona, acetado de
etila; isopropanol, diclorometano, hexano, clorofiar, éter de petréleo, acetonitrila, 1-
octanol, fluido gastrico simulado pH 1,2 (USP 3008), fluido entérico simulado pH 6,8
(USP 30, 2008), solucdo aquosa de lauril sulfatedtio [LSS] em diferentes concentracdes
(0,1; 0,2; 0,5 e 1,0 %), 6leo mineral e 6leo derainés.
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2.2.3. Velocidade intrinseca de dissolucao

Para determinar a velocidade intrinseca de disdoluio BNZ [VID], foram
preparados discos compactos ndo desintegravess fdestaco empregando pressdes elevadas
em uma compressora excéntrica (FABBHEtilizando puncées circulares planos de 12mm.
Os comprimidos de BNZ obtidos com elevada dureziaperficies lisas foram recobertos por
parafina, de forma que o topo e as laterais do camgp ficassem revestidos e somente uma
das faces de area calculada igual a 1,f¥3mmmanecesse exposta.

O ensaio de dissolucéo foi realizado em um dissoluodelo 299 (Nova Eti€,
utilizando 900mL de fluido géastrico simulado comeiomnde dissolucdo a 37°C e pas como
aparato de agitacdo a uma velocidade de 75rpm @OGR2008). Os comprimidos foram
fixados ao fundo da cuba com auxilio de uma mathagb inox e com a face sem parafina
exposta ao meio de dissolucdo. Amostras do meanfaoletadas em tempos programados,
fitradas e quantificadas quanto a concentracdo BNZ utilizando metodologia
espectrofotométrica previamente validada.

O ensaio foi realizado em quintuplicata e a VID dbiida a partir do coeficiente
angular da regressao linear calculado a partir wnttqdade de farmaco dissolvido por
unidade de superficie em funcéo do tempo, confalesereve a equacao de Noyes-Nernst a
seguir(ZAKERI-MILANI et al., 2009).

dC _ DS _
it Vh (Cs=C) Equacio (2.1)

2.2.4. Determinacao do coeficiente de particao

O coeficiente de particdo do BNZ foi obtido confermétodo de agitacdo moderada
validado para farmacos de baixa solubilidade aq@O&CD, 2003). Utilizou-se como fase
organica, 1-octanol e como fase aquosa, agua atstifluido gastrico simulado pH 1,2 e
fluido entérico simulado pH 6,8 (USP 30, 2008). @sios de particdo foram submetidos a
saturagdo mutua por dois dias, com temperaturaatadé de 2% antes do estudo.

O BNZ foi previamente solubilizado na fase orgamiaalocado junto a fase aquosa
sob agitacdo magnética durante cinco dias’@.25 turbuléncia na interface de separagdo dos
meios foi controlada, de forma a evitar a emulag&o do 1-octanol na fase aquosa. Ao final,

a concentracdo de farmaco nas fases aquosa e ladarféi quantificada por
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espectrofotometria na regido do ultravioleta a 824atilizando metodologia validada. O
experimento foi realizado em triplicata. O coefitee de particdo foi representado pelo

logaritmo de base 10 da relacdo entre a concentdgarmaco nas fases octandlica e aquosa
[LogPow)-

2.2.5. Determinacao do perfil térmico

De forma a determinar o comportamento térmico d@ BiNedidas de calorimetria
exploratoria diferencial [DSC] foram conseguidasiaando os calorimetros MDSC Q100
(TA Instrument§) e DSC 2010 (TA Instrumerits Nitrogénio foi utilizado como gas de
purga com fluxo de 50mL/min. A calibracdo do eqmpato foi realizada com padrdes de
indio (ponto de fusdo de 156,63°C e energia dsitao de 28,45J/g) e zinco (ponto de fusdo
de 419,58°C e energia de transicdo de 100,50J/9).

Amostras de BNZ, de aproximadamente 3mg, foramceolas em porta-amostras de
aluminio planos tampados e foram submetidas a idelde de aquecimento de°@dmin no
intervalo de temperaturas de 30 a Z00Ciclos de aquecimento-resfriamento-aguecimento
também foram realizados de forma a confirmar osOrfeamos térmicos empregando
velocidade de 1T/min.

A pureza do principio ativo foi conseguida a pat@ranalises segundo a equacgéo de
Van’t Hoff, empregando softwareTA Universal Analysis 2000 V4. Para tanto, amastia
2mg foram submetidas a aquecimento &@/din partindo da temperatura de 30 até°@00
(USP 30, 2008).

A umidade residual do farmaco foi determinada z#ido termobalanca de
infravermelho Eurotherm (Gibertif)i. Foram pesadas amostras contendo 1,0g de farenaco
submetidas a aquecimento através do infravermatBoque a variacdo de peso fosse inferior
a 0,25%. Os valores representam a média de cinterndeacdes e S80 expressos em

porcentagem (%p/p).

2.2.6. Determinacao do perfil difratométrico

Ensaios de difracdo de raios-X do pO foram reatigadm amostras de BNZ
empregando um equipamento XRD-6000 (Shim&8yzwtilizando anodo de Fe e
monocromador de grafite e no intervalo de 2 €260
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2.2.7. Determinacao da superficie especifica

A é&rea superficial especifica do BNZ foi determimagor meio da técnica de
adsorcédo de nitrogénio aplicando o modelo proppstoBrunauer, Emmett e Teller [BET]
(STANLEY-WOOD, 1983; FUNGARO; BRUNO, 2009). Amostrde farmaco previamente
degaseificadas por 24h a°@0foram analisadas no equipamento BET Surface Aredyser
(Nova® 1000).

2.2.8. Determinacao da densidade real

A densidade real do farmaco foi determinada pan@itetria de gas hélio, conforme
descrito na Farmacopéia Americana, em duplicatazando um picnébmetro Quantachrome
MPY (USP 30, 2008).

2.2.9. Andlise morfolégica e granulométrica

A avaliacdo da morfologia dos cristais de BNZ feinlizada por microscopia
eletrénica de varredura [MEV] utilizando um micrépm de marca JEOL JSM-5510. As
amostras foram previamente recobertas com grafita.

A distribuicdo dos tamanhos de particula do loteBiNZ foi determinada por
tamisacéo a partir de 50g de material utilizandotamisador Bert&l O tamanho médio de
particula do farmaco foi calculado a partir de meakstatistica utilizando o método de
probabilidades (VILA JATO, 1997).

2.2.10. Medidas reolégicas

As propriedades de fluxo dos cristais de BNZ foramaliadas baseando-se nas
técnicas propostas por Carr (1965) e em paramé&trosmcopéicos (CARR, 1965; USP 30,
2008).

O angulo de repouso foi medido pelo cone de poddmpelo escoamento de 50g do
farmaco através de um funil de dimensfes padroazé8TANIFORTH, 2005) sobre uma
superficie plana (Figura 2.1). O angulo formadaesntcone e a superficie foi medido com
auxilio de um transferidor. O tempo de escoameumit@dterminado pela medida do tempo

Flavia Pires Maximiano 49



CAPITULO 2

necessario para o escoamento de uma quantidadsfiprea de farmaco através de um funil

padronizado utilizando um cronémetro digital.

7
]
LY

7mm |
/ N
\'\

Figura 2. 1: Aparato para determinag¢ao do angulo deepouso e tempo de escoamento.

50mm

A compressibilidade (& e o indice de Hausner (IH) foram calculados dirpde
medidas de volume aparente do sélido anteg) @& apds (¥Y) serem submetidos a

compactacdes com auxilio de uma proveta empregasdguintes equacoes:

Vo

~ Vv ~
Cp(%) =——"x 10c Equagdio (2.2) |H (%)=——— X 10C Equacéo (2.3)
Vo Vi

Onde, G representa o indice de compressibilidade e IH¢énde Hausner.

A densidade de enchimento foi calculada a partiretiEcdo entre massa de BNZ e
volume ocupado pelo sélido ap6s escoamento espan&n uma proveta. Todas as medidas

de fluxo do po6 foram realizadas em triplicata.

2.2.11. Estudos de higroscopicidade

A habilidade do BNZ de interagir com a umidade antzil atmosférica foi estudada
empregando-se 0 modelo experimental estabelecidocCptiahan e colaboradores (1982)
(CALLAHAN, 1982). Amostras de BNZ foram expostas@condi¢cdes de umidades relativa
diferentes (0-100%), durante 7 dias. Estas condif@iam obtidas utilizando soluc¢des salinas
saturadas (Tabela 2.1) em sistemas fechados (pplesticos tampados) a %5
(GREENSPAN, 1977). A quantidade de agua absorvielaspamostras foi medida por

gravimetria através do monitoramento do incremaldgopeso percentual das amostras de
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BNZ em p0, previamente dessecadas, e ap0s o teenprpwsicdo nas diferentes condicbes

de umidade atmosférica relativa. O experiment@xeicutado em triplicata.

Tabela 2. 1: Condi¢cdes de umidade relativa obtidas partir de
solucdes saturadas de diferentes sais, a 25°C.

Umidade Relativa [UR%] Solucéo saturada a 25°C
0 Silica-gel

8,2310,72 Hidréxido de potassio
22,51+0,32 Acetato de potassio
32,78+0,16 Cloreto de magnésio
43,16+0,39 Carbonato de potassio
68,89+0,24 lodeto de potassio
75,29+0,12 Cloreto de sodio
80,99+0,28 Sulfato de amoénio
93,58+0,55 Nitrato de potassio
97,30+0,45 Sulfato de potassio

"Adaptado de Grenspan, 1977.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As propriedades fisico-quimicas do BNZ foram edfiadana tentativa de propiciar
uma maior compreensdo de suas caracteristicasrrhaxfauticas permitindo vislumbrar
alternativas para melhorar sua acao terapéuticaghir, descrevem-se os resultados obtidos

nos diferentes ensaios.

2.3.1. Ensaio de Solubilidade

A solubilidade dos farmacos é uma propriedade gtleencia diferentes aspectos
relativos a farmacocinética e estabilidade quirdecanolécula. Auxilia também na escolha do
solvente mais adequado para utilizacbes analitacssm como na eleicdo do veiculo mais
idéneo para uso em ensaing/ivoou para uma possivel formulagéo liquida do farmaco

Os dados experimentais obtidos revelaram que egrgels com maior capacidade
para dissolver o BNZ e que, portanto sdo os mammendaveis para utilizacdo em métodos

analiticos e extracdes desse composto foram o oletaacetonitrila e a acetona (Tabela 2.2).
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Tabela 2. 2: Solubilidade do BNZ em diferentes satntes a 25°C.

Solvente

Solubilidade
(mg/mL)y?

Classificacao
experimentdl

Monografia
Farm. Bras. IV

Agua Destilada
Metanol
Etanol
Acetona
Acetado de etila
Isopropanol
Diclorometano
Hexano
Cloroférmio
Eter de petréleo
Acetonitrila
1-octanol
Fluido géstrico
Fluido entérico

0,1 %
0,2 %
0,5 %
1,0%
Oleo mineral

LSS

Oleo de améndoas

0,237 (0,012)
13,078 (2,240)
4,989 (0,359)
30,546 (0,249)

3,550 (0,092)

1,940 (0,130)

3,138 (0,192)
0,141 (0,048)
1,499 (0,267)

0,067 (0,007)
24,741 (2,866)
0,530 (0,024)

0,236 (0,004)

0,244 (0,012)
0,219 (0,002)
0,229 (0,014)
0,299 (0,008)
0,406 (0,013)
0,003 (0,001)

0,029 (0,001)

Muito pouco solavel
Ligeiramente soluvel
Pouco solavel
Ligeiramente soluvel

Pouco soluvel
Pouco soluvel
Pouco solavel
Muito pouco soluvel
Pouco solavel

itdlgpouco soluvel
Ligeiemte soluvel
Ligeiramentésell
Powtovel
Legeente soluvel
Muito posaclaivel
Ligeirataesoluvel
Solavel
Muito powsadavel

Praticamente ingbluv Praticamente insoltvel

Ligeiram ente soluvel
Muito pouco soluvel
Muito pouco soluvel
Muito pouco soluvel
Muito pouco solavel
Muito pouco soluvel
Muito pouco soluvel
Muito pouco solavel

Praticamente insollvel
Praticamente inslolav

®Dados representados com a média e desvio paditie feménteses) dos resultados, n=3.
®De acordo com a Farmacopéia Brasileira IV edicao.
“Classificacéo estabelecida pela monografia do BAlEarmacopéia Brasileira IV edigéo.

Notam-se algumas diferencas dos resultados desa@erom respeito aos valores

de solubilidade descritos na literatura. A solalaitle aquosa do BNZ, é citada em algumas
publicagbes como 0,4mg/mL (LAMAS et al., 2006; LEERDI et al., 2009), afastando-se

do valor experimental encontrado de 0,2mg/mL enmaatpstilada ou nos fluidos gastrico e

entérico simulados. Esse dado demonstra que o d¢armdo se ioniza nas condicbes

avaliadas, o que ja era esperado, uma vez que éculde BNZ ndo apresenta grupos

facilmente ionizaveis (Figura 2).

Observa-se também que mesmo apresentando umadidalibiimitada em agua, os

valores encontrados para alguns veiculos oleo$es & améndoas e 6leo mineral) sdo ainda

mais reduzidos. A presengca de um tensoativo, comdS®, possibilita incrementar a

solubilidade aquosa do BNZ somente em concentragéeadas.

Destacam-se ainda as divergéncias existentes eatacela classificacdo da

solubilidade farmacopeica encontrada na monogdafi8NZ na Farmacopéia Brasileira 1V

edicdo. Para alguns solventes, acetona e isoprip@asalubilidade experimental € superior a

descrita na monografia, o que pode ser explicati goferenca de metodologia empregada,
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uma vez que 0 ensaio farmacopéico ndo garante g@msdide saturacdo das amostras. No
entanto, para os solventes, etanol, acetato de didlorometano e hexano, as solubilidades
farmacopeicas declaradas séo superiores aos dadotuttilidade determinados neste estudo.
Os resultados aportados poderao servir de baseipardutura revisao e complementacéo da

monografia oficial do BNZ na farmacopéia brasileira

2.3.2. Velocidade intrinseca de dissolugéo

A velocidade intrinseca de dissolucdo [VID] é unaaacteristica inerente a cada
substancia solida, e diferentemente das medidasldkilidade, que se baseiam no equilibrio,
essa constitui um parametro cinético dependentenaldabilidade e da difusibilidade do
composto. A determinagdo da VID fornece indiciosdsterminado farmaco apresentara
problemas de biodisponibilidade em funcdo de saescteristicas de dissolucao.

Durante o ensaio, a quantidade de BNZ dissolvidone@m aumentou com o tempo
de forma linear até os primeiros 20 minutos, quaadelocidade de dissolugdo parcial do
farmaco comecou a declinar, em funcdo da varialéddas condi¢bes hidrodindmicas do

ensaio (Figura 2.2).

BNZ dissolvido (mg/cmz)
N w
1 " 1 " " "
\.

0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80

Tempo (min)
Figura 2. 2: Perfil de dissolucéo intrinseca do BNZDados obtidos a partir de comprimidos
de &rea superficial 1,13émem condicdesinka 37°C.

A VID obtida para o BNZ, calculada a partir da @mrdinear inicial da curva foi de
0,182mg/criymin, valor inferior ao minimo recomendavel de lengf/min, o que indica que
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a dissolucéo desse farmaco podera ser um fatdahiei de sua absorcédo (ZAKERI-MILANI
et al., 2009).

2.3.3. Coeficiente de particdo do benznidazol

O coeficiente de particdo [LogR fornece informacOes sobre a facilidade dos
farmacos em atravessar as membranas bioldgicas nkestida da permeabilidadevitro foi
determinada para o BNZ utilizando o método de egdamoderada, que emprega uma
agitacao controlada na interface das fases org@&nazpuosa, de maneira a evitar a formacao
de micro-gotas de octanol na fase aquosa (OECD3)2@»se meétodo apresenta-se mais
confiavel que o método tradicional de agitacdo emilfde separagdo que por sua vez,
promove a emulsificagdo da fase orgéanica na fasesagpropiciando uma sobreestimacgéo da
concentracdo do farmaco nesta fase, que no calsondacos pouco solluveis em agua, como
0 BNZ, acarreta um erro significativo para o caodé LogR..

Os valores de LogR para o BNZ encontram-se descritos na tabela 2aBor¥s
similares de LogR,, em torno de 0,7, foram encontrados na literatara ps diferentes meios
aquosos. Estimativas teoricas relativas ao LpgB BNZ utilizando modelagem molecular
por diferentes softwares disponiveis (ClogP, KowWIN®, miLogP2.2, ACDLogF")
apresentaram valores entre 0,7 a 1,2 (MACHATHA; X&WSKY, 2005).

Tabela 2. 3: Coeficiente de particdo de BNZ. Daddmseados em valores experimentais
e em estimativasn silico.

Concentracao Concentracéo Estimativas Matematicas
Meio média média Log P de Log P
aquoso Fase Organica Fase Aquosa 9 Fow
(ng/mL) (ng/mL) Sl Ui
Agua .
destilada 373,707 (14,505) 63,186 (3,962) 0,772 (0,0 KowWin 1,22
Fluido .
Gastrico 359,914 (6,465) 59,207 (0,431) 0,784 (0,01 miLogP2 .2 0,778
Fluido )
Entérico 380,029 (3,292) 65,689 (4,508) 0,763 (0,0z ACDlogP 0,91

Dados representados como média e desvio padrde feménteses) dos resultados, n=3.

Os dados experimentais situam-se dentro a faixaspaen silico, no entanto, estes
apresentam um amplo intervalo de valores dependémdaodelo matematico empregado por
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cadasoftware o que evidencia a necessidade de sua determieap@amental como forma
de elevar o nivel de precisdo deste ensaio.

O tradicional sistema de classificacdo biofarmacéutliivide os farmacos em 4
categorias, segundo suas caracteristicas de $soadgle de permeabilidade (AMIDON et al.,
1995). A falta de informacbes experimentais solssa® medidas para o BNZ tem causado
interpretacdes dubias sobre a classificacdo biafegéntica deste farmaco, que segundo
publicacbes recentes, chegou a ser inserido nayacaell (baixa solubilidade e alta
permeabilidade) e Ill (alta solubilidade e baixanpeabilidade) (LIMA et al., 2009; KASIM
et al., 2004).

O valor de LogR, do BNZ, encontrado neste trabalho € baixo, e pso,inao
garante uma imediata permeacdo da molécula, quemteria com substancias com LggP
superiores a 1,7 (KASIM et al.,, 2004). Consideraedsa medida de permeabilidade e a
reduzida solubilidade aquosa do BNZ (Tabela 2.2)ere-se incluir esse antichagasico no
grupo IV da classificacao biofarmacéutica, ou seja,farmaco de baixa permeabilidade e de

baixa solubilidade.

2.3.4. Perfil térmico do benznidazol

Um namero elevado de eventos quimicos e fisicog ped detectado utilizando-se
técnicas térmicas como o DSC (BERNAL et al., 20@@)nforme se observa na figura 2.3, o
BNZ apresentou um pico endotérmico de fusdo a $I@1@®&m entalpia associada de
aproximadamente 140J/g e degradac&o iniciandgadiade 246C.

A figura 2.3 mostra também que o resfriamento doZBMgo apos a fusao,
promoveu a recristalizacdo do farmaco, evidencpdaum pico exotérmico bem definido a
118°C envolvendo uma entalpia de 95J/g. Durante o skganguecimento dessa amostra, a
fusdo do farmaco ocorreu novamente na mesma temapescom valor similar de energia, o
qgue confirma a natureza desses fendmenos e comguava segunda cristalizacao origina a

mesma fase cristalina inicial.
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Figura 2. 3: Curvas de DSC do BNZ obtido em um ciol de aquecimento-resfriamento-
aguecimento (+200°C; -20°C; +300°C).

A determinagdo da pureza do BNZ possui especial/@atcia, uma vez que suas
impurezas de sintese ndo estdo estudadas a niveldgico. O método térmico baseado na
equacao de Van't Hoff € recomendado pela farmaaqaéa analise de farmacos e representa
um método rapido e preciso para esse tipo de dieiggéo (USP 30, 2008). O lote de BNZ
analisado apresentou elevada pureza estimada ef8%9A umidade residual encontrada
para o lote testado foi de 0,93% (x 0,38).

2.3.5. Perfil difratométrico do benznidazol

Neste ensaio foi estabelecido o padréo de difrdea@ios-X do p6 para o BNZ. O
resultado esta mostrado na figura 2.4.

Difratograma do pé

Difratogramado
monocristal

Intensidade Relativa (%)

2°theta
Figura 2. 3: Difratograma de raios-X do p6 e do moocristal do BNZ.
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De acordo com o difratograma, que é capaz de det@rm pureza fisica de um
composto, observou-se um perfil tipicamente pdiatino, com picos principais bem
definidos posicionados a 9,4; 13,9; 18,9; 20,45 2126, 26.

Foram percebidas algumas flutuacdes nas intensdategivas dos picos do BNZ
quando comparado com seu difratograma padrao simagartir dos dados de raios-X do
monocristal (SOARES-SOBRINHO et al., 2008). Essasagbes podem ser justificadas pela
orientagao preferencial dos cristais e indicanatraé da mesma forma cristalina estabelecida
na literatura. Alteragbes na fase cristalina don&o, como o aparecimento de formas
polimorficas, seriam facilmente identificadas pa@se teste, com um elevado grau de
seguranca. Devido a relevancia do controle cnsiaitualmente recomendado para farmacos,
o perfil difratométrico constitui, portanto uma rEamenta importante, juntamente com o0s
métodos térmicos, para ser aplicada a rotina doraerde qualidade de matérias-primas de

uso farmacéutico.

2.3.6. Superficie especifica do benznidazol

A area superficial especifica do BNZ, determinadiap isotermas de adsorcédo do
nitrogénio, revelou um valor de superficie de G/Gne reduzida porosidade das particulas,
estimada em 140%m*Kg (Tabela 2.4). Esses dados explicam sua lentacidade

intrinseca de dissolucgéo e justificam as deficeptepriedades de fluxo desse produto.

Tabela 2. 4: Valores de superficie especifica e psidade das particulas de BNZ
obtidos através da analise de BET.

Propriedade BNZ
Superficie Especifica BET (i) 0,50
Volume de Microporos (ci¥kg) 0,0003
Area de Microporos (fg) 0,82
Tamanho médio dos Microporos (nm) 8,23
Volume Total de Poros (citkg) 0,00141
Diametro Maximo dos Poros (A) 1376,1
Diametro Médio dos Poros (A) 112,8

2.3.7. Densidade real do benznidazol

A densidade de um sodlido pode adotar diferentesremlem funcdo da técnica

empregada em sua determinacao. A densidade picriameétreal, encontrada para o BNZ foi
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de 1,35g/cth Ese valor se aproxima ao valor referenciado no ensmiomonocrista
(1,44g/cr), o que sugera inexisténcia de rcroporos ou de espacos vazpenetraveis pelo
gas nos cristais de BNBQOARES-SOBRINHO et al., 2008). Easnedida de densidade r
poderda servir como referéncia para o controle dionpofismo ou do grau de cristalinidade
BNZ, uma vez quelteracbes essas propriedade¥luenciam consideravelmente a densid

de um solido.
2.3.8. Morfologia e ganulometri a das particulas de benznidazol

Os cristais de BNZ apresentam habito cristamonoclinicoacicular, conforme as

fotomicrografiada figura 25.

/ BNZ 35x

2,

Figura 2. 4 Fotomicrografias eletronicas de varredura do<ristais tipicos de BNZ Nos
aumentos de 35x¢querd) e 130x (direita).

A analise morfolégica de farmacos constitui um peatio de facil monitoramento
capaz daletectar mudancas cristalinas em decorréncia @@cdais no processo de sintese
mesmaono processamento farmacéut

A distribuicdo granulométrica dos insur farmacéuticc exerce importante
influéncia em aspectos relacionados as etapasathugiio deum medicamento, como €
processos de mistura e de enchim de maquingsassim como em sua estabilidade e efic
bioldgica. No caso do BNZ, deve haver um contr@erpso do tameho de particula, uma
vez que ess parametro fisico possui influéncia ta em sua velocidade de dissolugéo,
fator critico para sua biodisponibilida(BRANDAO et al., 2008).

Os dados de tamisacdo do BNZ se ajustaram a utni#dulisio logaritimo normal,
que permitiu determinar os valores de diametro médk particula e esvio padrao

geométrico em 192,2um e 0,12, respectivamente.ome se observa no histograme
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figura 2.6, a distribuicdo do tamanho de particddaBNZ é relativamente fechada e com

tamanhos de particula consideraveis.

354
304
254

204

I

7 Z)
<125 125-149 149-177 177-210 210-350 350-500 >500
Intervalos de Classes (um)

Figura 2. 5: Distribuicdo de frequéncia do tamanhale particulas de BNZ.

2.3.9. Medidas reolégicas

O estudo das propriedades de fluxo dos materi@igaal no processo de fabricagcao
de qualquer forma farmacéutica unidose, uma vez exgece influéncia na alimentacao
uniforme das maquinas de compresséo e também opseplades fisicas e mecanicas dos
comprimidos (SCHUSSELE; BAUER-BRANDL, 2003).

Diferentemente de outros tipos de mensuracfesplagia dos solidos ndo € uma
propriedade inerente ao material e sim, o resulttaleombinacdo das propriedades fisicas
gue afetam seu fluxo e do equipamento empregadem@rocessamento, de maneira que é
recomendavel utilizar diferentes metodologias pavaliar esse parametro, varias delas
encontram-se descritas nas farmacopéias (PRESCEARNUM, 2000).

As medidas reoldgicas realizadas para o BNZ enaonse resumidas na tabela 2.5 e
classificadas segundo Carr (1965) (CARR, 1965).

Tabela 2. 5: Medidas de fluxo do BNZ.

Parametro Resultado$ Classificacao
Angulo de repouso [°] 60 (3,5) Muito deficiente
indice de Compressibilidade [%] 40,7 (1,2) Extrereate deficiente
indice de Hausner 1,68 (0,03) Extremamente defieie
Tempo de escoamento [s] 0 -

Densidade de enchimento [g/mL]0,39 (0,01)

#Dados representados como a média e o desvio p@riparénteses) dos resultados, n=3.
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Apesar de possuir um tamanho de particula grande distribuicdo uniforme, o
resultado dos diferentes ensaios realizados pemsititar esse farmaco como um material
bastante coesivo e de mobilidade extremamente congtida.

A medida do angulo de repouso so6 foi possivel agéeamento forcado do p6 com
um bastao de vidro, conforme mostrado na figura®s/medidas de Compressibilidade e de
indice de Hausner confirmam o fluxo deficiente datenial apresentando valores muito

superiores aos recomendados para insumos farmax2uti

Figura 2. 6: Angulo de repouso formado pelo escoami® forcado do BNZ.

O BNZ néo flui livremente possuindo tempo de esaam infinito (Tabela 2.5).
Esse comportamento pode ser explicado pela moréoldgs particulas (Figura 2.5) que
favorece interacdes interparticulares. A manipuaddrmacéutica desse farmaco deve,
portanto, requerer substancias adjuvantes ou mesapas adicionais de processamento
industrial que promovam a mobilidade de suas pdatic

O BNZ apresentou ainda um baixo valor de densidd&eenchimento o que
praticamente o inviabiliza como candidato a cong#esdireta, método de producdo de
comprimidos mais vantajoso para a indlstria farmic® (SA-BARRETO; CUNHA-
FILHO, 2009).

2.3.10. Estudos de higroscopicidade

A higroscopicidade de um farmaco refere-se a spacidade de captar agua em
funcdo da umidade relativa ambiental. Consideraju#oa agua € o veiculo para as reagfes de
decomposicao dos principios ativos, a estabilidkidefarmacos € afetada pelo seu percentual
de umidade livre. As propriedades mecanicas dosrraet farmacéuticos também sao
criticamente influenciadas pelo teor de umidadesidtisos (AULTON, 2007).
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Os resultados desse ensaio (Figura 2.8) mostratemngsmo quando o BNZ é
conservado em umidades relativas elevadas naglecéa de agua apreciavel, o que permite
classificar esse composto como um material ndoosegpico (CALLAHAN, 1982) A
umidade relativa atmosférica ndo representa, portarm parametro de risco para a
manipulacdo e o armazenamento desse farmaco edo sstigdo, de maneira que se poderao
escolher materiais de envase mais flexiveis e dmyzmra esse principio ativo e suas formas
farmacéuticas

O
1,25 /
[e)

1,20 /

1,154
1,101

—C
1,05+ /

1100 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Umidade relativa (%)

Umidade da amostra (%)

Figura 2. 7: Isoterma de sorcdo de umidade de BNZ26°C.

2.4. CONCLUSAO

O estudo apresentado aporta importantes informagbbgse a natureza fisico-
quimica do farmaco BNZ, em sua maioria inéditag gudardo a nortear o melhoramento
farmacotécnico desse farmaco, assim como forneaesidios para o estabelecimento de um
perfil de qualidade detalhado a ser adotado noralentle qualidade de rotina para esse
farmaco e para as formula¢des que serdo delineadasapas futuras deste trabalho.

Ao apresentar pela primeira vez sua classificagdiarimacéutica baseada em dados
experimentais, sera possivel propor estratégiasa patenuar o0s problemas de
biodisponibilidade desse farmaco, tentando supe#ar apenas sua limitada solubilidade
aguosa, mas também utilizando ferramentas que mossalhorar a sua lipossolubilidade,
atraveés de adjuvantes farmacéuticos apropriados.

Finalizada a etapa de caracterizacdo fisico-quimio&iou-se o0 estudo de
polimorfismo cristalino e de compatibilidade farmaexcipiente com o intuito de agregar
mais conhecimento ao perfil fisico-quimico traca@doBNZ como sera descrito no préximo
capitulo.
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Capitulo 3: Estudo de polimorfismo cristalino e de compatibilidade
térmica farmaco-excipiente

3.1. INTRODUCAO

O polimorfismo é a habilidade que um composto posku originar espécies
cristalinas distintas. Na pratica farmacéutica,imtefe este fendbmeno como sendo a
ocorréncia de diferentes fases cristalinas de usmuadarmaco (ALTONEN et al., 2009). A
esta definicAho somam-se o0s termos solvatos e aglratistincbes incluidas no termo
pseudopolimorfismo (ICH, 2000).

Essa propriedade fisica inerente aos materiaitakinigs constitui uma das maiores
preocupacdes da industria farmacéutica na atuajdacha vez que os polimorfos de um
mesmo farmaco podem apresentar diferencas em syasedades fisico-quimicas, como em
sua solubilidade e estabilidade, com repercussigmriantes na biodisponibilidade do
medicamento, prejudicando assim sua eficacia eaega (SINGHAL et al., 2004).

O FDA recomenda que, durante o desenvolvimento aea produtos, sejam
realizadas buscas de possiveis formas polimorfca®olvatos empregando processos de
recristalizacdo. Aconselha-se ainda um rigorosogemhamento da pureza fisica do farmaco
durante o seu processamento industrial e periodondazenamento (FDA, 2004).

Um trabalho publicado recentemente identificou ppeimeira vez a forma cristalina
do benznidazol (SOARES-SOBRINHO et al., 2008) cdafinenhum estudo de polimorfos
de benznidazol foi conduzido até a presente data.

Os estudos de compatibilidade sdo realizados pasierar o desenvolvimento de
formulacfes, permitindo a eliminacédo de excipienj@s causam a degradacdo do farmaco.
Alguns fatores podem afetar a compatibilidade entri&rmaco e os excipientes de uma
formulacdo, como o pH e o teor de agua, mas norerdkm as incompatibilidades podem
surgir devido a uma degradacao intrinseca do pimeitivo, facilitada pelos excipientes ou
por reacdo quimica entre o farmaco e estes adpwdMAMIEN, 2004). As interacdes no
estado sélido entre farmacos e excipientes em ®faranacéuticas soélidas podem provocar
mudancas na estabilidade, solubilidade, dissoladdiodisponibilidade dos farmacos.

A calorimetria exploratdria diferencial associadauras técnicas térmicas tem-se
mostrado bastante vantajosa nos estudos de prétém@o durante a investigacédo e predicdo
de incompatibilidades fisico-quimicas entre farnsaeoexcipientes (ARAUJO et al., 2005;
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CIDES et al.,, 2006). Os estudos de compatibilidétenaco-excipiente conduzidos por
técnicas térmicas sédo capazes de conseguir a réyatlacdo de possiveis interacdes entre o
farmaco e os excipientes através do aparecimemslpahmento ou desaparecimento de
eventos endotérmicos ou exotérmicos e/ou variagéeslores de entalpia nas curvas DSC
de misturas de farmaco-excipiente (STULZER et 2008). Durante os estudos de pré-
formulacdo, na triagem inicial de excipientes assgm que as propriedades térmicas de
misturas ou de formulac¢des testadas séo iguaisa das contribuicbes de cada componente
individual (CLAS et al., 1999).

A primeira etapa deste capitulo foi dedicada aiawvalpresenca de polimorfismo no
benznidazol através de recristalizacbes em variagawlicbes, a fim de permitir o
aparecimento de fases cristalinas diferentes gessieito. Em uma segunda etapa, estudou-se
a compatibilidade térmica do benznidazol frente lgures excipientes farmacéuticos

selecionados.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Materiais

Benznidazol [BNZ] lote 13871 produzido pelos labéras Roche, com pureza de
99,43% obtida por DSC. Os solventes utilizadosenestudo, todos de grau analitico, foram:
dimetilsulféxido [DMSO] (Isofaf), dimetilformamida [DMF] (Syntf), metanol [MET]
(SyntP), acetona [ACT] (SyntH), acetonitrila [ACN] (Vete®), 1-octanol [OCT] (Tedd),
isopropanol [ISO] (Reag&h e acetato de etila [ACE] (Imp&k Para os ensaios de
compatibilidade os seguintes excipientes foramzatios: Hidroxietilcelulose Cellosize QP
300 [HEC], Polietilenoglicol 4000 [PEG], Amido p&btnente pré-gelatinizado Starch 1500
[STCH], Amido pré-gelatinizado StarCap 1500 [SCAP$tearato de magnésio [MGST},
ciclodextrina fiCD], pB-ciclodextrina PCD], vy-ciclodextrina {CD] e hidroxipropil$-
ciclodextrina [HBBCD].
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3.2.2. Estudo de polimorfismo cristalino

3.2.2.1. Selecéo dos solventes para cristalizagéo

O solvente utilizado na solubilizacdo de uma sulestddetermina a forma como as
suas moléculas estardo solvatadas no meio, sersil@ &olubilidade condicionada pelas
interacOes intermoleculares soluto-solvente. Eesfoomacao, em solugéo, exerce influéncia
no arranjo molecular de produtos cristalizados ®@irpde solugbes. Sendo assim, um dos
parametros mais relevantes em um estudo de poismmfde farmacos é a selecdo do
solvente utilizado (GU et al., 2001).

Para este estudo, procurou-se utilizar solventediféeentes naturezas quimicas,
polaridades variadas e que fossem capazes delsaubi BNZ em quantidades apreciaveis.
De forma a aumentar as possibilidades de cresaimenistalino, definiu-se como
concentracdo ideal de farmaco para o ensaio, cbagérs proximas a saturacao do solvente
a temperatura ambiente. Foram preparadas solugtiepies de BNZ com cada solvente, que

posteriormente foram fracionadas para as condgéesistalizacéo estudadas.

3.2.2.2. Condic0es de cristalizacdo empregadas

Trés condi¢Oes distintas de cristalizacao, habaate utilizadas para esse tipo de

ensaio (SHEKUNOV; YORK, 2000), foram empregadasfaone descrito a seguir:

Cristalizacdo por adicdo de anti-solvente [CAA]

Este método baseia-se na desestabilizacdo da salocBrmaco através da adigédo
de um solvente de baixa afinidade pelo mesmo ¢ahente). Neste caso, a agua foi
escolhida como anti-solvente, devido a sua misdddle com a maioria dos solventes
selecionados e pela reduzida solubilidade do BNsBeaeneio. A cristalizac&o foi provocada
apos adicdo de agua sob agitacdo magnética, semdecipitado formado, separado por
centrifugacdo e seco a temperatura ambiente enecEly a vacuo até a remocado completa
do solvente (WANG et al., 2005).
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Cristalizacdo por evaporacao do solvente [CEV]

Esta condicdo consiste em manter a solugdo de dérera repouso a temperatura
ambiente e esperar que a evaporacgdo lenta do slpmvoque a cristalizacdo do farmaco
(CAPES; CAMERON, 2007). As solucdes de BNZ forartocadas em microtubos de 1,5mL
(Eppendorf) e mantidas em repouso a temperatura ambiente got dias. O sélido foi
separado por centrifugacdo e seco a temperaturgemtebem dessecador a vacuo até a
remocao completa do solvente.

Cristalizacdo por resfriamento [CRE]

Essa condicao de cristalizacdo fundamenta-se ngdedle solubilidade do sistema
em funcdo da diminuicdo da temperatura do mesmacRHEIHFALL, 2000). Para tanto,
aliquotas de solucdo de BNZ foram colocadas emoinicos de 1,5mL (Eppend8jfe
mantidas a 5°C por 24 horas. Os cristais obtid@srfcseparados por centrifugagao e secos a

vacuo até a remoc¢ao completa do solvente.

3.2.2.3. Caracterizacao dos cristais obtidos

Calorimetria exploratéria diferencial [DSC]

O perfil térmico das amostras de BNZ recristalizal@mbtido mediante calorimetria
exploratéria diferencial utilizando o calorimetroodelo DSC 2010 (TA Instrumeffis
conforme condi¢des descritas a seguir.

Amostras em torno 3,5mg foram pesadas em portateasode aluminio tapados e
submetidos a velocidade de aquecimento d€/hfin no intervalo de temperaturas de 25°C a

250°C, sob atmosfera de nitrogénio.

Microscopia Eletrbnica de Varredura

A morfologia das amostras de BNZ recristalizado dwaliada por microscopia
eletrbnica de varredura [MEV] utilizando um micrépm de marca JEOL JSM-5510. As

amostras foram previamente recobertas com grafita.
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Difracao de raios-X

Ensaios de difracdo de raios-X foram realizadosaerostras de BNZ recristalizado
utilizando um difratdmetro XRD6000 (Shimafu equipado com tubo de ferro e
monocromador de grafite. As medidas foram reafizgaghtre 2 e 60°62com velocidade de
2° 20/min.

3.2.3. Estudos de compatibilidade térmica farmacoxeipiente
3.2.3.1. Preparo das amostras

A compatibilidade do BNZ frente a diferentes exeipes foi realizada utilizando
misturas fisicas binarias de farmaco-excipientpamadas na proporcao de 1:1(p/p). Algumas
amostras foram submetidas a envelhecimento atdw@mazenamento a 80°C durante 10
minutos em uma termobalanca modelo Eurotherm (Gity&y.

3.2.3.2. Calorimetria exploratoria diferencial [D$C
As amostras foram analisadas conforme descrittenn2.2.5.

3.2.3.3. Espectroscopia no infravermelho

Espectros de infravermelho com transformada de i€&o(iFTIR] foram obtidos
utilizando um espectrdometro modelo MB100 (Borfigmempregando um intervalo de
varredura de 400-4.000¢hcom resolucéo de 4é As amostras foram compactadas em

prensa hidraulica com KBr.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Estudo de polimorfismo cristalino

Os solventes selecionados para o estudo e a coag@mtde BNZ obtida com cada
um deles encontram-se descritos na tabela 3.1. R@lizar os solventes 1-octanol,
isopropanol e acetato de etila, foi necessario @que sistema a 60°C, a fim de obter

solucbes de BNZ em concentragcdes razoaveis parsaioe

Tabela 3. 1: Solventes empregados no preparo de wgbes de BNZ
para os ensaios de cristalizacao.

Solubilidade do BNZ
Solventes Polaridad® Aquecimento 5 25°C (mg/mL)

Dimetilsulfoxido 1,00 Nao >500
Dimetilformamida 0,88 Nao >480
Metanol 0,60 Nao 13,08+2,24
Acetona 0,71 Nao 30,55+0,25
Acetonitrila 0,75 Nao 24,74+2 .86
1-octanol 0,40 Sim 0,53+0,02
Isopropanol 0,48 Sim 1,94+0,13
Acetato de etila 0,55 Sim 3,55+0,09

aDe acordo com GU et al., 2004De acordo com ensaio de solubilidade (Tabela 2.2)

O BNZ apresenta uma solubilidade muito elevadasobgentes dimetilsulfoxido e
dimetilformamida, e quantidades proximas a sataraggstes solventes tornaria inviavel o
processo, devido a precipitacdo macica de farmelos pnéetodos testados e devido a elevada
quantidade de principio ativo despendida. Optopeganto em utilizar uma concentracao
moderada de BNZ (20mg/mL) para esses solventesegDftados de obtencao de cristais nas
diferentes condi¢cOes avaliadas encontram-se descrt tabela 3.2.

Observa-se que para as solucdes de BNZ preparamas donetilsulfoxido e
dimetilformamida houve recristalizacado imediataopmiétodo de adicdo do anti-solvente, no
entanto, para as condicdes cristalizacdo por esepore resfriamento do solvente, que
exigem concentracfes proximas a saturacdo, naceacfmrmacao de cristais. Também nédo
foi observado crescimento cristalino nas solucdbsdas com os solventes 1-octanol,

isopropanol e acetato de etila pelo método de adigh anti-solvente devido ao falta de
miscibilidade destes solventes com a agua.
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Tabela 3. 2 Formagé&o de cristais nas diferentes condi¢des cristalizacao.
Condicdes de cristalizacé
CAA CEV CRE

Solventes

Dimetilsulfoxidc
Dimetilformamid:
Metanol
Acetona
Acetonitrila
1-octanol -
Isopropanol -
Acetato de etil - + +
Sendo,CAA = cristalizacdo por adicdo de «solvente; CEV = cristalizacdo por evaporagac
solvente; CRE = cristalizacéo por resfriame+ indicativo deformacéo de cristais— indicativo
de auséncia de cristalizag

+ + 4+ + +

+ + + + +

As fotomicrografias das amostras BNZ recristalizado,obtidas nas diferente
condi¢cbes de ensaimostrarar grande variabilidade granulométri¢arnecendcindicios de
possiveis mudancas no habito cristalinacicular do BNZ Algumas fotomicrografia

selecionadas séo mostradasdigura 3.1.

Figura 3. 1. Fotomicrografias eletrénicas de varredura dos cstais de BNz obtidos em

algumas condicbes de recristalizagé: BNZ original; CEVACN = cristalizagdo por
evaporacao do solvente acetonitrCEV-MET = cristalizagdo por evaporagdo do solve

metanol; CRE-ACT= cristalizac&o por resfriamento do solvente a@. Aumento 130X.
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Por meio da caracterizacdo térmica das amostrasstadizadas foram avaliadas
modificacdes relacionadas a fusdo do farmaco @aemento de eventos térmicos atipicos

para esse composto (Tabela 3.3).

Tabela 3. 3: Dados térmicos do BNZ recristalizado as diferentes condigcbes de

cristalizacdo obtidos por DSC.

b

Outros eventos

Condig&o de Solvente IntervalcoJ de fuséo T;naxa AH Tgnset EIMICOS
cristalizacao (°C) (°C) (J/9) (°C) inesperados
BNZ - 185,00-201,48 191,30138,6 190,39 Nao
ACN 185,83-199,30 192,32139,80 190,15 Nao
ACT 185,60-199,53 192,90122,60 190,62 Nao
CAA DMF 184,03-200,43 193,17 77,56 190,83 Nao
DMSO 183,35-199,75 192,7461,52 190,22 Nao
MET 184,03-197,96 191,78172,90 189,86 Nao
ACE 183,35-197,73 191,03 147,30 189,90 Sim
ACN 184,03-197,28 191,6891,42 190,34 Nao
CEV ACT 185,60-197,28 191,29159,50 190,10 erlo
ISO 182,46-197,28 191,76117,20 190,04 Nao
MET 173,25-199,30 191,89151,40 190,22 Nao
OCT 184,03-196,38 191,61 87,51 190,11 Sim
ACE 183,20-198,40 192,7195,84 190,27 Nao
ACN 189,19-196,83 191,45 118,90 190,58 Sim
CRE ACT 184,48-201,32 193,60141,10 190,82 Nao
ISO 180,88-197,28 192,31114,40 189,66 Nao
MET 186,50-199,98 193,68118,80 190,79 Nao

2 calculada a partir da altura maxima atingida peioo plesde a linha de base, convenciona-se como a
temperatura de fusdo da amostr@alculada a partir do ponto de interseccédo daetategtracada a partir da
extrapolacdo da linha de base.

A curva de DSC tipica para o BNZ, representadaiqwad 3.2, mostrou um unico
evento endotérmico relacionado a fusdo do farmatemgeratura de 191,3°C (&) com

variacdo de entalpia deHsss= -138,6J/9.

BNZ

Endotérmico

191,3T

T T 1
150 200 250

Temperatura T

Figura 3. 2: Curva de DSC tipica do BNZ.
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CAPITULO 3

Nota-se que, em geral, as curvas de DSC obtidasdif@entes condicbes de
cristalizacdo (Figuras 3.3, 3.4 e 3.5) néo revataateracdes significativas no pico de fusao

do farmaco nas amostras recristalizadas em rekg@cco original do BNZ.

) |

3
%%j

50 100 150 200 250
Temperatura T

Figura 3. 3: Curvas de DSC do BNZ recristalizado pfe método de cristalizacdo pela
adicdo de anti-solvente [CAA].Sendo, MET = metanol; DMSO = dimetilsulféxido; DME
dimetilformamida; ACN = acetonitrila; ACT = acetona

) |
S0 r
AcT N

ACN T

Endotérmico

ACE

50 100 150 200 250
Temperatura T

Figura 3. 4: Curvas de DSC do BNZ recristalizado gde método de cristalizagdo por
resfriamento do solvente [CRE]Sendo, MET = metanol; ISO = isopropanol; ACN = anidtila;
ACT = acetona; ACE = acetato de etila.
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OCT

: WyF
r

ACN

Endotérmico

ACT

il W\/d/

50 100 150 200 250
Temperatura C

Figura 3. 5: Curvas de DSC do BNZ recristalizado pge método de cristalizacdo pela
evaporacao do solvente [CEV]Sendo, OCT = octanol; MET = metanol; ISO = isoprappACN
= acetonitrila; ACT = acetona; ACE = acetato dmeti

Uma pequena oscilacdo nas temperaturas de fuga® {di verificada para algumas
amostras avaliando-se os dados na tabela 3.3vastgdo de 1 a 2°C pode ser explicada
pela assimetria do pico observada no inicio dacfus&que é corrigida nos valores dgsd
(Tabela 3.3). Dessa forma, ao contrario do foi nkz# na analise por MEV, as variacbes
nos dados de DSC ndo parecem indicar o aparecirdensona nova fase cristalina de BNZ
para a maior parte das amostras recristalizadas.

Contudo, observou-se nas amostras recristaliza@sACE, CEV-OCT e CRE-
ACN a aparicao de outros eventos térmicos ndo simsyiem destaque nas figuras 3.4 e 3.5.

Esses eventos térmicos encontram-se descritoshaetahente na tabela 3.4 e

sugerem um possivel aparecimento de formas policadrtle BNZ.

Tabela 3. 4: Dados térmicos dos outros eventos obssdos no DSC do BNZ
recristalizado em diferentes condi¢des.

Amostra’ Faixa do evento (°C) AH (J/g)
57,33-67,22 11,08
CEV-ACE 167,63-177,51 6,32
CEV-OCT 140,47-150,93 -
CRE-ACN 169,43-188,97 56,35

"Onde CEV-ACE corresponde ao BNZ obtido por evagiwate acetato de etila, CEV-OCT
corresponde ao BNZ recristalizado a partir da eragim do 1-octanol e CREEN, indica BNZ
obtido por resfriamento da acetonitrila
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Apesar das técnicas térmicas serem consideradasntamtas de grande utilidade
para uma triagem inicial de possiveis polimorfosDSC ndo fornece uma avaliacdo
conclusiva sobre a existéncia de polimorfos. De anacbbter uma avaliagdo mais precisa
guanto a pureza fisica das amostras de BNZ ohpida€EV-ACE, CEV-OCT e CRE-ACN,
uma caracterizacao utilizando difratometria desdado po foi realizada.

Na figura 3.6, verificam-se algumas mudancas nassidades relativas dos picos de
BNZ recristalizado, quando comparado com seu difiraima da matéria-prima original. Com
destaque para o BNZ cristalizado por evaporagab-datanol [CEV-OCT]. Essas variacoes
parecem indicar diferencas de crescimento cristalire propiciaram um efeito de orientacéo

preferencial dos cristais durante o ensaio.

A CRE-ACN

CEV-OCT

J fin CEV-ACE
1 A BNZmp

10 20 30 40 50 60 70
2°theta

Intensidade Relativa (%)

CECE

Figura 3. 6: Difratogramas de raios-X do pO obtidosa partir do BNZ recristalizado.
Amostras de BNZ matéria prima [BNZmp] e BNZ reaigiado por CRE-ACN; CEV-OCT e
CEV-ACE.

Uma analise mais detalhada empregando os dados Ni& mBonocristalino
(SOARES-SOBRINHO et al., 2008) indica que a posigddodos 0s picos sao justificadas
pela forma cristalina referenciada. Desta formalepge concluir com um grau elevado de
seguranca, que todas as amostras de BNZ recristaliabtidas nas condigbes deste estudo

possuem a mesma ceélula cristalina unitaria do Biginal.
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3.3.2. Estudos de compatibilidade térmica farmacoxeipiente

Os excipientes sao tradicionalmente utilizados ermt@ilacdes farmacéuticas como
componentes inertes, embora exercam uma grandeemcfa na biodisponibilidade do
medicamento. Algumas interacdes fisicas entre f@neaexcipiente, como complexacdes,
adsorcOes ou formacdo de dispersdes solidas, pothorar a eficacia e estabilidade de
inumeros farmacos (JACKSON et al.,, 2000). Contudderacdes quimicas podem
comprometer a integridade do principio ativo, réoda sua efetividade ou mesmo
provocando efeitos toxicos.

Para determinar a existéncia de incompatibilidasigse o farmaco BNZ e alguns
excipientes farmacéuticos selecionados neste esasdourvas de DSC das misturas fisicas
farmaco-excipiente foram comparadas com as cureaseds componentes individuais, e
mudancas no perfil térmico tipico do BNZ ou dosigenites foram interpretadas como uma
interacdo que pode estar ou ndo relacionada ancompatibilidade quimica entre o farmaco
e 0 excipiente estudado (CUNHA-FILHO et al., 2007).

A curva de DSC do BNZ apresentou um perfil caréstieo de uma substancia
anidra e cristalina com um pico de fusdo bem d#dingue foi utilizado como padrao de
comparacao (Figura 3.2). O acompanhamento da fdedérmaco nas misturas fisicas

estudadas esta detalhado na tabela 3.5 e as mgQddE nesse evento térmico estédo

destacadas.

Tabela 3. 5: Dados térmicos obtidos por DSC do eviende fusdo do BNZ
nas diferentes misturas fisicas estudadas.

Amostra Intervaé? ij)e fus@o  Tmax(°C)  AH (J/g)
BNZ 185,(-201,% 191,3 138,6
BNZ+HEC 179,195, 190,5 50,7
BNZ+PEG 147,5-193,¢ 180,5 41,9
BNZ + MGST 181,0-200,0 191,2 54,7
BNZ+STCH 187,0-196,6 192,0 66,4
BNZ+SCAP 187,4-197,5 192,6 45,1
BNZ+aCD 186,6-198,4 192,2 74,9
BNZ+BCD 184,7-198,5 192,2 75,9
BNZ+yCD 186,8-197,9 192,1 79,3
BNZ+HPBCD 174,4-198,( 191,2 73,2
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De acordo com os resultados, a maioria das mistoirs@rias (Figura 3.7) néo
apresentou variacdes significativas no perfil téomdo BNZ em relacao aos valores originais.
Enquanto que variagcdes observadas nos intervaldssé® e valores de entalpia para as
amostras BNZ+HEC, BNZ+PEG e BNZ+B€D sugeriram uma provavel interacdo entre os

componentes constituintes de cada mistura binaria.

BNZ + MGST

BNZ +aCD

BNZ + BCD

BNZ +yCD

BNZ + STCH

Endotérmico

BNZ + SCAP

BNZ

50 100 150 200 250
Temperatura (C)

Figura 3. 7: Curvas de DSC do BNZ e das misturas dicas que ndo apresentaram
variagdo no perfil térmico do BNZ. Sendo, BNZ = benznidazol; MGST = estearato de
magnésioaCD = a-ciclodextrina;BCD = B-ciclodextrina;yCD = y-ciclodextrina; STCH =
amido pré-gelatinizado Starch 15080 SCAP = amido pré-gelatinizado Starcap £500

Os valores de entalpia variam proporcionalmente @roonteldo de farmaco
contido nas amostras. Oscilagdes com respeitoeapasdmetro sdo esperadas devido a falta
de uniformidade de conteido em amostras muito redsizomo as utilizadas nesse ensaio de
DSC (aproximadamente 4mg). Entretanto, trés dasuras fisicas avaliadas, BNZ+HEC,
BNZ+PEG e BNZ+HBCD apresentam mudancgas significativas em relagdowa de fusédo
do farmaco.

Para misturas fisicas contendo ciclodextrinas, ideswos perfis térmicos de DSC
sao frequentemente reportados. Esses excipierdasigassacarideos ciclicos contendo uma
cavidade lipofilica que pode formar complexos deluséo com diferentes farmacos,
melhorando sua solubilidade, dissolucdo e estaliéid(LOFTSSON et al.,, 2007). O
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aquecimento durante o ensaio de DSC pode favoesser fendmeno e desvios nos perfis
térmicos das amostras séo interpretados como uidéneia de formacao de complexos de
inclusdo. No caso da mistura BNZ+BED houve um alargamento do pico de fusdo do
farmaco, com um intervalo de fusdo de 23°C condr&°C, faixa de fusdo do BNZ original
(Tabela 3.5, Figura 3.8). Esse comportamento estcdrdo com a literatura e constitui uma
interacéo fisica desejavel, tendo em vista suaag#io como agente solubilizante do BNZ.

O perfil térmico do excipiente HEC revelou um p&mdotérmico largo atribuido a

perda de agua adsorvida (Figura 3.9).

BNZ BNZ \\ (

HPBCD

BNZ+HPBCD
BNZ + HEC

50 100 150 200 250 50 100 150 200 250

Endotérmico
Endotérmico

Temperatura C Temperatura T
Figura 3. 8: Curvas de DSC do BNz Figura 3. 9: Curvas de DSC do BNz
HPBCD e da mistura fisica, BNZ+ HEC, da mistura fisica, BNZ+HEC.

HPBCD.

A mistura fisica BNZ + HEC apresentou uma variagagosicao do pico de fusdo
do farmaco para temperaturas inferiores, ou sejagovalo de fusdo que se inicia a 179,8°C
e termina a 195,4°C. De acordo com a figura 3.8a-8e também um pico exotérmico nao
existente anteriormente, que pode estar relaciomadma antecipacdo da temperatura de
degradacdo do farmaco. Essas evidéncias apresergagarem uma interacdo entre esses
componentes.

Para a mistura de BNZ + PEG, as curvas de DSCamrwelalteracbes com relagao
aos perfis individuais de ambos os componentesigiunma (Figura 3.10). O PEG apresenta
um pico endotérmico de fuséo a 62°C. Na mistuieafidesse excipiente com o BNZ, houve
um deslocamento da fusdo do PEG para temperatf@sores. Nessa mistura, o perfil
térmico de fusdo do BNZ apresentou-se completameéesearacterizado, com acentuado
alargamento do pico, mostrando um deslocamentaisu@e10 °C (Ta= 180,5°C) e uma
reducéo de entalpiasfssas= 41,9J/g) 0 que pode estar relacionado a solabdia do BNZ
no PEG fundido ou a interacdo entre esses doisifoeTabela 3.5).
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Endotérmico

U PEG

BNZ + PEG

50 100

Temperatura C

200 250

Figura 3. 10: Curvas de DSC do BNZ, PEG e da mistarBNZ+PEG.

De forma a investigar a repercussao quimica dasaigies nas misturas fisicas de
BNZ com PEG e com HEC observadas por DSC, empregauiécnica de FTIR. Optou-se

por utilizar nessa analise, misturas fisicas emgflas, de forma a tornar mais evidentes

possiveis fendbmenos de decomposicdo. Os espedrdsTdR das substancias isoladas e

combinadas em misturas binarias recém preparadagethecidas sdo mostrados nas figuras

3.11e3.12.

BNA+HEC

envelhecida

BNZ+HEC

MWW
A L

4000 3000 1600
Comprimento de onda (cm~ l)

Figura 3. 11: Espectro de FTIR do
BNZ, HEC e suas respectivas misturas
fisicas recém-preparadas e apos
envelhecimento.

e
o P
e

BNZ+PEG

envelhecida

BNZ+PEG

R s

4000 3000 1600
Comprimento de onda (cm-~ l)

Figura 3. 12: Espectro de FTIR do
BNZ, PEG e suas respectivas misturas
fisicas recém-preparadas e apoés
envelhecimento.

O estresse térmico, ao qual os produtos foram sidhwse ndo foi suficiente para

iniciar qualquer degradacao significativa nessedemnads separadamente. No caso das

misturas fisicas envelhecidas contendo BNZ+HEC ufleig3.11), nenhuma alteracdo nas
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bandas de grupos funcionais foi detectada. Estdtads atesta que as interagdes sugeridas
pelos ensaios de DSC entre o BNZ e o HEC nado cangieon a integridade quimica desses
componentes. Portanto, 0 BNZ pode ser consideraahpativel com o HEC e esse polimero
podera ser recomendado como excipiente para foodesga contendo BNZ a serem
desenvolvidas neste trabalho.

Contudo, um resultado diferente € encontrado paranaostras contendo PEG. A
figura 3.12 aponta mudancas no formato e na irdadsirelativa das bandas correspondentes
ao grupo nitro (N@ do BNZ (1342 e 1485 ¢ na mistura fisica BNZ+PEG envelhecida.
Também foi observado nessa amostra, 0 quase desapanto da banda correspondente a
ligacdo N-H e a deformacdo axial de C-N do grupadana 1157cil. Estas alteracées
encontradas pela analise por FTIR sugerem umawvebsségradacdo do farmaco. Desta
maneira, recomenda-se avaliar criteriosamentdiaagio do PEG em formulagdes contendo
BNZ e sendo possivel deve-se evitar seu uso, ddise impedir prejuizos a acdo do farmaco

e a formulacao.

3.4. CONCLUSAO

A consisténcia cristalina do BNZ foi colocada avar@p0s varios experimentos de
recristalizacdo por diferentes condicdes e empuigasvlventes variados. Os resultados
evidenciaram que, mesmo apoés diversos ensaiosedeiroento cristalino, a mesma forma
cristalina original monoclinica do BNZ foi encordeadurante o estudo. Pode-se inferir que
0s cristais de BNZ possuem uma célula unitariaabgstestavel, o que faz pensar que o
polimorfismo ndo sera uma preocupacao durantetasgimu o processamento farmacéutico
desse produto.

Pode-se concluir que o BNZ é compativel com ospéxeies STCH, SCAP, MGST,
aCD, BCD, eyCD e que esses podem ser usados com segurancaneas farmacéuticas a
base desse principio ativo. No caso do polimero ,HiS@dos adicionais utilizando FTIR em
amostras envelhecidas néo revelaram nenhuma mudganmgeaca, validando esse produto
para uso em formulacdes contendo BNZ. Resultadstodoi observado com o excipiente
PEG, cujos dados de FTIR séo sugestivos de degm@d@¢mica do farmaco e que devem ser
investigados por outras técnicas mais conclusives gpssam indicar, com maior grau de

seguranca, a existéncia de incompatibilidade enBBZ e o polimero PEG.
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Este capitulo encerra a parte deste trabalho déal@as estudos de pré-formulacao,
que estiveram pautados nos estudos das diferempesgaades fisico-quimicas do BNZ, no
conhecimento da sua estabilidade cristalina e leg&® dos excipientes mais idoneos, tendo
como objetivo o desenvolvimento melhor estruturdde formulagbes na proxima parte do

trabalho, descrita a seguir.
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CAPITULO 4

Capitulo 4: Micronizacdo do benznidazol pela técnica de recstalizacéo
por mudanca de solvente

4.1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas formulacdes a basera@das pouco soliveis como o
BNZ é considerado um grande desafio, uma vez quissolucdo limitada pela baixa
solubilidade aquosa desses farmacos constitui lan@ita que dificulta o sucesso dessas
formulagées (AMIDON,1995; RASENACK et al., 2003).

Assim, o incremento da biodisponibilidade oral ddZB através de técnicas que
favorecam sua solubilidade aquosa, poderia redazirdose terapéutica efetiva e
consequentemente seus efeitos colaterais. Procathsnee recristalizacdo espontanea do
principio ativo estabilizados por agentes hidrodi, em escala nanoparticular ou
microparticular, tem sido utilizados recentementencresultados bastante promissores
(CUNHA-FILHO et al., 2008; SARKARI et al., 2002).sta técnica tem permitido obter
materiais com tamanhos de particulas bastanteidedyhhomogéneos e de baixa coesividade
conseguindo importantes incrementos na velocidagledidsolucdo de farmacos pouco
sollveis em agua, como o ibuprofeno, o cetoconazoitraconazol (STECKEL et al., 2003;
RASENACK et al., 2004).

O objetivo desta etapa do trabalho foi prepararaeaaterizar microcristais de
benznidazol obtidos pela técnica de recristalizggionudanca de solvente, e posteriormente

incorpora-las em comprimidos de liberagédo imediata.

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Materiais

Benznidazol [BNZ] lote 13871 fornecido pela Rocholimeros doados pela
Colorcorf: Hidroxipropilmetilcelulose Methoc8IF50 Premium LV [HPM&sg, Methocef
K100 Premium LV [HPMG1og, Methocef E10m Premium LV [HPMEo.], Starch 1508
[STCH]. Hidroxietilcelulose CellosiZe QP 300 [HEC] cedido pela Polytectfho
Polietilenoglicol 4000 CarbovdWPEG], Estearato de magnésio [MGST] e Lauril Solfde

Flavia Pires Maximiano 80



CAPITULO 4

Sédio [LSS] adquirido da Vet®&c Todos os solventes utilizados no estudo forangrae

analitico.
4.2.2. Obtencédo de microcristais hidrossoluveistase de benznidazol
4.2.2.1. Otimizacao das condicdes experimentarecistalizacdo por mudanca de solvente

A obtencdo de microcristais de BNZ foi realizadapssgando-se a técnica de
recristalizacdo por mudanca de solvente. Nesteegnmento esquematizado na figura 4.1, o
farmaco é dissolvido em um solvente organico emael@ concentracdo, enquanto que um
agente hidrofilico estabilizante dissolve-se emaadutécnica se baseia na rapida inversao de
polaridade da solugdo que contém o farmaco atradeesdicdo da solucdo aquosa de
estabilizante.

A mudanca brusca na polaridade do sistema provocgida recristalizacdo do
farmaco. As particulas que comecam a se formarisstantaneamente revestidas pelo
polimero hidrofilico, evitando assim o crescimemtistalino e mantendo-as em escala

micrométrica e com distribuicdo uniforme de tamantie particula.

Solucéo Solucéo
organicade aguosa de
BNZ estabilizante
Cristalizacéo
Estabilizacaag
do cristal
I
Filtracao
Secagem
I
Farmaco

microparticulado

Figura 4. 1. Representacdo esquematica das etapas abtencdo de microcristais de BNZ
pelo método de recristalizacdo por mudanca de sohvie.

Em uma primeira etapa do trabalho, foram conduzthssios para aprimorar pontos
criticos da técnica identificados previamente, t@mo: a escolha do agente estabilizante
empregado na fase aquosa; a selecdo do solvenseachequado para a fase organica; a
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influéncia da temperatura durante a mistura desfasdefinicdo da propor¢cédo mais idénea de
mistura de fase organica e de fase aquosa (FO:EAjpalmente, a determinacdo da
concentracdo Otima de agente estabilizante utdiradfase aquosa.

A utilidade de diferentes polimeros em propicidmranacdo de microcristais de BNZ
com elevada velocidade de dissolucdo foi avaliddavés da eficiéncia de dissolugdo no
tempo de 20 minutos [Ef], conforme método descrito em detalhes na prox@egio. Os
polimeros testados foram: HPM{G HPMGCz10m HPMGCc100, PEG e HEC.

A selecao do solvente organico baseou-se em sa&@idage em dissolver o BNZ e
no rendimento de microcristais conseguido apés @amga de solvente. Os solventes testados
foram acetona, metanol e etanol.

A influéncia da temperatura do sistema durante damga de solvente foi verificada
através da avaliacdo do rendimento de microcristatisos a 5°C e a 25°C.

Em relacdo a proporcdo, FO:FA, quatro condi¢cdeanfotestadas em relacdo aos
rendimentos de microcristais obtidos: 1:0,5; 1:4;e11:8.

Por fim, avaliou-se a concentracéo ideal dos paobmatilizados para estabilizar os
cristais de BNZ. As concentracdes ensaiadas forafr,00,01%, 0,05% e 0,005%. Para esse
parametro foram testadas ndo apenas o rendimemcdecristais, mas também a gD

Cada parametro estudado teve seus experimentiaces em triplicata, enquanto
as demais variaveis foram mantidas constantespuoafprocedimento descrito em detalhes

no préximo item.

4.2.2.2. Condicdes experimentais da recristalizagdo mudanca de solvente em escala de

bancada

Lotes de 200mg de microcristais de BNZ foram olstidgpartir da mistura de uma
solucéo de farmaco dissolvido em acetona a 25mgéorh,uma solucédo aquosa de polimeros
estabilizantes na concentracdo de 0,1%. Os mistaiformados foram recuperados por
filtracdo utilizando membrana de Ob, e posteriormente foram secos em estufa de
circulagdo de ar a 37°C por até 24h. O produtodobfoi armazenado em dessecador

contendo silica anidra.
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4.2.2.3. Transposicao da escala produtiva

Terminada a etapa de otimizacdo de metodologidzaease a ampliagdo da escala
de producg&o dos microcristais de BNZ com o objedi@elaborar comprimidos e testa-los em
modelos animais.

Lotes de 50g de microcristais preparados a passirlimeros selecionados, HEC e
PEG,foram produzidos realizando-se o0s ajustes metoauggecessarios. Nessa fase, foram
feitos ensaios de doseamento e de perfil de disgBolwom o objetivo de assegurar a
manutencdo das propriedades de solubilizacdo domoeristais. Os microcristais obtidos
foram denominados BNg#£c, para os microcristais obtidos a partir do polometEC; e

BNZpeg para aqueles obtidos a partir do polimero PEG.

4.2.2.4. Ensaios de caracterizacdo fisico-quimicaredlégica dos microcristais de

benznidazol

Doseamento dos microcristais

O teor de BNZ nos microcristais foi obtido atravése metodologia
espectrofotométrica validada previamente descrita @etalhes no capitulo 1 desta
dissertacéo. As determinacdes foram realizadasipinata.

Perfil de dissolucao

Os perfis de dissolucdo foram conduzidos em digsotaodelo 299 (Nova Etic3,
em condi¢cdesSink utilizando 900mL de meio gastrico simulado pH &SP 30, 2008) a
37+1°C, aparato 1 (cesta) e rotacdo de 75 rpm. rAgseas de microcristais de BNZ,
contendo o equivalente a 50mg de farmaco, foraocadis em céapsulas gelatinosas duras. O
ensaio foi realizado em triplicata. A quantificagdm BNZ foi conduzida por metodologia
espectrofotométrica validada a 324nm.

A avaliacdo dos perfis de cada amostra foi readizaelo calculo da eficiéncia de
dissolucdo a 20 minutos [RE) através do método dos trapezodides proposto pa@m K

Rhodes (1975), representado pela figura 4.2.
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Figura 4. 2: Representacdo esqueméatica método dampezdides proposto por Khan e
Rhodes (1975)ASCo-20minutodnNdica a area sob a curva de dissolucéo no intedatempo de
0-20 minutos; e AS¢x € a area total do retangulo.

A EDy foi calculada a partir da razéo entre a area solna [ASC] de dissolucao
dos microcristais no intervalo de tempo de 0-20utais [ASG-20minuto € @ area total do
retangulo [ASGg] definido pelo eixo y (valor maximo correspondeat&00% de dissolucéo)
e pelo eixo x (intervalo de tempo igual a 20 misytmonforme equacgao descrita a seguir:

ASCo
EDyc= 0-2¢

10C 5

Crr Equacéo (4.1)
Os valores de EJ9 obtidos foram expressos como média + desvio pa@fBaN;

RHODES, 1975). Para o tratamento estatistico @ddsras de ER) aplicou-se ANOVA

simples e para determinar diferencas entre as métiddas aplicou-se o teste de diferenca

minima significativa.

Ensaios de solubilidade

Uma avaliagdo da solubilidade dos microcristais remlizada com o intuito de
verificar alguma modificacdo do valor obtido paraddubilidade do BNZ. Os experimentos

foram conduzidos como apresentadatem 2.2.2.
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Superficie especifica e densidade real dos micstais

Tanto a area superficial especifica quanto a dadsideal dos microcristais de BNZ
foram determinadas pelas mesmas técnicas ja @sspdta o BNZ nos itens 2.2.7 e 2.2.8.

Perfil térmico dos microcristais

O comportamento térmico dos microcristais de BNEZ dstudado por DSC nas

condicOes descritas riem 2.2.5.

Andlise por difracao de raios-X

Os perfis difratométricos dos microcristais podemmécer informacdes Uteis sobre a
pureza cristalina ou possiveis alteracdes na fés@alma devido ao processo de cristalizacéo
obtido pelo emprego da técnica de recristalizagiamudanca de solvente. Por isso, ensaios
de difracdo de raios-X do pé foram conduzidos a@edaccom moitem 2.2.6.

Microscopia eletrbnica de varredura

A morfologia dos microcristais de BNZ foi analisgalar microscopia eletronica de

varredura, conforme descrito no item 2.2.9.

Medidas reoldégicas dos microcristais

Com o intuito de comparar as caracteristicas d® ftlos microcristais de BNZ, com
as caracteristicas dos cristais de BNZ originass,epnsaios reoldgicos foram conduzidos

conforme procedimento expostoitem 2.2.10.

Rendimento do processo de recristalizacéo

O rendimento no processo de recristalizacao fautadlo a partir da massa inicial de
benznidazol utilizada para o preparo da solucéd@ricg (M) e da massa de benznidazol
obtida apods a rescritalizacao empregando a seguinte equacao:
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M
R (%) = TO X 10C Equaco (4.2)

Onde, R representa o rendimento do processo depmsmipitagdo em porcentagem.
4.2.3. Obtencéo dos comprimidos a base de microdass de benznidazol

Quatro formulagbes foram delineadas para a obtededmmprimidos contendo o
equivalente a 100mg de BNZ (dose de farmaco digpbrcbmercialmente). O método de
compressao utilizado foi compressao prévia a gegdol por via seca.

Lotes de granulados equivalentes a 20g de BNZ fgyeeparados em presenca e
auséncia do tensoativo LSS. Os demais excipiesta$os para a produg¢ao dos comprimidos
foram: Starch 1500(amido pré-gelatinizado) e estearato de magnésioomposicéo das

formulacdes esta disposta na tabela 4.1.

Tabela 4. 1. Composicdo das formulacdes a base deracristais de BNZ.

Formulacio Microcristaisde STCH  MGST LSS Propqrgéo
BNZ (%) (%) (%) (%) PA:excipiente
F1BNZyec BNZ 33,3 66,4 0,3 - 1.2
F2BNZuec HEC 7333 654 0,3 1,0 1:2
F1BNZpec BNZ 33,3 66,4 0,3 - 1.2
F2BNZpec PEG 333 654 0,3 1,0 1:2

FuncBes farmacotécnicas: HEC e PEG = agente eztaitd; STCH = diluente e desintegrante;
MGST = lubrificante e LSS = agente solubilizante.

As formulacbes simples, sem LSS foram denominadasFf e as formulacbes
preparadas com esse agente tensoativo, receberameaclatura F2.

A mistura dos componentes da formulacao foi redéizam um misturador em “V”
por 15 minutos. Em seguida, briguetes de 16mm fopagparados com auxilio de uma
compressora Primel (FABBI, granulados em malha de 1,5mm e calibrados erhard#
0,35mm utilizando granulador oscilante (FABBEO granulado obtido foi caracterizado
guanto a sua reologia, conforme descrito anterioten@ comprimido utilizando-se um

puncéo de 10mm do tipo circular céncavo.
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4.2.3.1. Controle de qualidade dos comprimidos

As formulacdes elaboradas passaram por testes dap@iaos recomendados pela
Farmacopéia Brasileira IV edicéo e pela USP 30cer@nam-se descritos a seguir.

Caracteristicas organolépticas

As caracteristicas organolépticas foram determmadi@vés de aspectos sensoriais
observando-se as seguintes especificacdes relatieasia, cor e odor.
= Forma: comprimido circular e convexo.
= QOdor: inodoro

=  Cor: levemente amarelado

Peso médio

Visando verificar a uniformidade de peso nos lalescomprimidos produzidos,
foram amostrados 20 comprimidos de cada formulacdeus pesos médios foram expressos
como média = desvio padrdao. O critério de aceitagdotado estabelece uma variacao

méxima de x 5% sobre o peso teorico (F. BRAS. B38).

Doseamento

A dose tedrica de BNZ em todas as formulacfes dgomidos produzidas foi de
100mg. Para o doseamento, 10 comprimidos foranorddbs e a quantidade equivalente ao
peso médio dos comprimidos foi pesada. As amostrasn inicialmente dissolvidas em
metanol e submetidas a banho de ultrassom por Adtosi As diluicbes foram realizadas em
solucéo de metanol:agua (1:1 v/v). O ensaio fodoaido em triplicata e as solu¢cdes foram
guantificadas utilizando metodologia espectrofotivite previamente validada descrita no
capitulo 1. Os resultados foram avaliados dentrdada de aceitacdo de 95 e 105% (F.
BRAS. IV, 1988).
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Dureza

A capacidade de resisténcia dos comprimidos ao gesmento ou ruptura sob
presséo foi determinada pelo ensaio de dureza.i$zmal0 comprimidos de cada formulagao
foram submetidos & acdo de um durdmetro OFF-TE@I¢63 dotado de mola em espiral.
O limite minimo de aceitacéo é de 3Kgf (F. BRAS, 1988).

Friabilidade

A avaliacdo da resisténcia dos comprimidos a abrgs@éndo submetidos a acao
mecanica foi obtida pelo teste de friabilidade aRada formulacdo, 10 comprimidos de peso
conhecido foram colocados em um friabilémetro @li@justado para realizar 100 rotacées
em cinco minutos. O peso dos comprimidos ant@®(&p0s as rotacdes ) Pi registrado.

A friabilidade (F) foi expressa em porcentagem (¥)acordo com a equacao que se
segue:

Pi- P 3
F(%) = i - P Equacéo (4.3)
i

Foram considerados aceitos os comprimidos com pefelaor a 1,5% do seu peso

(F. BRAS. IV, 1988).

Desintegracao

O ensaio de desintegracdo permite verificar o tentgo desintegracdo de
comprimidos ou céapsulas sob condi¢cdes especificasura aparelho adequado ao teste.
Foram amostrados 6 comprimidos por formulacdo epmeramento foi realizado em um
desintegrador Etia utilizando-se agua a 37+2°C como meio de desiatdg. Os

comprimidos deveriam desintegrar completamentetérB@aminutos (F. BRAS. IV, 1988).

Perfil de Dissolucéo

As condicbes do ensaio de dissolucdo para os condms obtidos a partir de
microcristais de BNZ foram: pas, como aparato dieagd@po, 900mL de meio géstrico
simulado (USP 30, 2008), rotacdo de 75rpm e terhperanantida a 37+1°C. Como critério
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de aprovacao para comprimidos de liberacdo imediatbormulacdes deveriam alcancar 85%
de dissolucdo em 30 minutos (FDA, 2000). Nessei@nsptou-se por acompanhar todo o
perfil de dissolucdo dos comprimidos, de forma aseguir mais subsidios experimentais
para a comparacao entre as formulagbes. As efiare dissolucdo das formulacdes
delineadas neste estudo foram comparadas comiénefaecde dissolucdo do medicamento de
referéncia contendo BNZ, Rocha§amproduzido pela RocheD célculo das ER seguiu

metodologia descrita no item 4.2.2.4 deste capitulo
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Obtencé&o de microcristais hidrossoluveis deenznidazol
4.3.1.1. Otimizacao das condi¢cdes experimentarecistalizacdo por mudanca de solvente

Analisando, inicialmente, o perfil de dissolucdoRNZ matéria-prima, observou-se
uma velocidade de dissolucéo bastante lenta, cogpdeDapenas 20,7 (+ 2,3) (Figura 4.3).
De acordo com esse perfil, realizado em condi§iels,sdo necessarias quatro horas

para alcancar aproximadamente 100% de farmacolddso

100-
80- }/
60

40_' % / —e—BNZ

§/
20 f

0 T T T T T T T T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 240
Tempo (min)

BNZ dissolvido (%)

Figura 4. 3: Perfil de dissolucdo do BNZ matéria-pma em condi¢cdesSink a 37°C.

A fim de melhorar a dissolugédo do BNZ e consequeatdge, sua biodisponibilidade

utilizou-se uma técnica de micronizacdo baseadaacrsstalizacdo espontanea do farmaco na
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presenca de polimeros hidrofilicos estabilizardeasionada por uma mudanca na polaridade
da solucéo de farmaco. Esta técnica permite obtticplas com tamanhos bastante reduzidos
e de elevada area superficial, conduzindo a um mtemsignificativo da velocidade de
dissolucdo de farmacos (RASENACK; MULLER, 2002; VRIROSAZ et al., 2008).

O doseamento do BNZ nos microcristais obtidos daranfase de otimizacdo da
técnica revelou valores proximos a 1008&o0,que indica que a quantidade de polimero
remanescente nos microcristais é praticamente edspt. Estes resultados sdo condizentes
com outros estudos da literatura que aplicaramid@srsimilares e pode ser explicado pela
reduzida concentracdo do polimero estabilizantézadio e pela quantidade reduzida de
estabilizante que € necessaria para revestir aoengtais de farmaco (CUNHA-FILHO et
al., 2008).

Durante a fase de otimizagdo da técnica, foranadestvarios polimeros os quais,
em sua maioria, trouxeram melhorias importantesetacidade de dissolu¢cdo do farmaco,

conforme mostrado na figura 4.4.

100 -
. 80+
S
B 60-
=
ﬁ —a— BNZreG
E 40+ —o— BNZHec
=z —a— BNZE1om
@ 204 | —=— BNZk100
i —e— BNZrs0
—o— BNZwp

0 ' 2|0 ' 4|0 ' 6|0 ' 8|0 '1(|)0'1é0'14|10'1(|50'1£|30'
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Figura 4. 4. Perfis de dissolucdo dos microcristaide BNZ preparados com diferentes
polimeros. Sendo BNZee, BNZiec, BNZe10m BNZi00, BNZeso, 0S microcristais preparados a partir
dos polimeros: polietilenoglicol 4000, hidroxieglalose, hidroxipropilmetilcelulose E10m,

hidroxipropilmetilcelulose K100, hidroxipropilmetilceluloseF50, respectivamente e BW<Z
corresponde ao benznidazol matéria-prima original.

Observa-se que todas as preparacOes obtidas peiaatéle recristalizacdo por

mudanca de solvente chegaram a mais de 90% déugis@m 180 minutos (Figura 4.4).
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Os microcristais preparados com o polimero HR}GA0 apresentaram mudancas
significativas na velocidade de dissolu¢cdo do BM#strando apenas um pequeno aumento
no valor da ERy (21,4 £ 3,1) (Tabela 4.2). As outras duas variedatke HPMC (K100 e
E10m) conseguiram melhoras significativas na vdemée de dissolucdo do farmaco,
apresentando valores de glde 26,8 £ 1,3 e 32,8 + 2,5, respectivamente (Bah&l).

Tabela 4. 2: Valores de ELy para microcristais
obtidos através do uso de diferentes polimeros.

Amostra ED,o(DP)?
BNZ 20,7 (2,3)
BNZgsc 21,4 (3,1)
BNZxioc 26,8 (1,3)
BNZe10n 32,8 (2,5)
BNZpec 66,6 (0,3)
BNZuec 60,9 (0,9)

®Dados representados como a média e o desvio p#enio
parénteses) dos resultados, n= 3.

Resultados ainda melhores de incremento de disemlfigram obtidos para os
microcristais BN£&egc € BNZec. As capsulas contendo os microcristais Bpsgropiciaram
uma dissolucdo quase instantanea do farmaco, cd®o Ik dissolucdo em apenas 10
minutos e ERy de 66,6 (£0,3). Resultados similares foram eneolos para BNdec, com
uma EDyde60,9 (x0,9).

Segundo a avaliacdo estatistica realizada, foiiygEssgrupar as formulacdes,
segundo a ordem crescente de eficiéncia de digsblegm 95% de confianga, da seguinte
forma:

BNZyp = BNZps50< BNZk100< BNZg10m < BNZpyec< BNZpgg.

Diante dos resultados obtidos, optou-se por selacios polimeros PEG e HEC para

dar seguimento as outras etapas do estudo.

Os demais parametros da técnica otimizados enoosteadescritos na tabela 4.3.
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Tabela 4. 3: Dados de rendimento e Elp dos microcristais de BNZ preparados com
PEG e HEC.

Microcristais de BNZ

Condicdes BNZpec BNZpec
Rendimento DP ED20 DP Rendimento DP ED20 DP
Acetona 91,48% 04 - - 90,056% 0,2 - -
Solvente Metanol 68,57% 9,1 - - 75,61% 2,1 - -
Etanol 0,33% 0,5 - - 1,78% 04 - -
Temperatura 5°C 89,57% 2,3 - 85,18% 2,8 -
25°C 91,48% 0,4 - 90,05% 0,2 -
1:0,5 73,95% 7,9 - - 75,31% 6,2 - -
Proporgao 1:1 89,77% 2,6 - - 88,25% 2,7 - -
FO/FA 1:4 91,48% 0,4 - - 90,05% 0,2 - -
1:8 85,12% 2,6 - - 77,25% 54 - -

0,005%  84,17% 34 51,16 4,7 87,01% 281,95 3,9
Concentragéo 0,01% 87,43% 16 6228 0,7 88,31% 2,61,18 0,9
de Polimero 0,05% 83,29% 0,7 610 34 81,71% 0,80,99 5,8

0,1% 91,48% 0,4 66,56 0,3 90,05% 0,80,92 0,9

Dentre os solventes analisados, o etanol apresemtauenor rendimento de
microcristais, com apenas 1,78% para o B2 0,33% para o BN£g 0 que inviabilizaria
seu uso devido ao grande desperdicio de farmacpegueganece sem recristalizar. O metanol
apresentou um rendimento de 75,61% de farmaco eeatp para 0 BN e 68,57% para o
BNZpec A acetona apresentou os maiores rendimentosuabspP0,05% para o BNZc e
91,48% para 0 BN&g Estes resultados fizeram da acetona o solventesdelha para
composicdo da fase orgéanica, ndo apenas devidoeaosmentos de microcristais, mas
também devido a maior solubilidade do BNZ nesseesté e sua menor toxicidade, quando
comparado com o metanol.

Quanto a temperatura, foram encontrados resultsidatares de rendimento para
ambos os tipos de microcristais produzidos, a 5°€ 25°C (Tabela 4.3), ndo havendo
diferenca significativa entre os resultados. Selemi-se, portanto, a temperatura de 25°C, ja
gue nesta condicéo a rotina de laboratério e pé@madacilitada.

Em relacdo a proporcao de mistura de fases FA:leOg[@ 4.3), segundo a avaliagdo
estatistica por ANOVA simples, as proporcoes testguhra o BNZzc podem ser agrupadas
da seguinte formai:4 = 1:1 = 1.8# 1:0,5

Conclusdes similares sdo encontradas paras ggNEZ4 = 1:1# 1:8 =1:0,5

Para ambos os polimeros, a analise estatisticacapas proporc¢des 1:1 e 1:4 como
melhores. A relagdo 1:0,5 mostrou-se pouco efiei@m inverter a polaridade do sistema,
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apresentando um rendimento de precipitacdo semswéé mais baixo. Enquanto que a
proporcdo 1:8 aumentou muito a fracdo aquosa n&umaigue possivelmente passou a
solubilizar os microcristais de BNZ, propicianddoras absolutos de rendimento inferiores.

Desta forma, a relagcéo 1:1 foi selecionada inictalt®a, por ser mais vantajosa, uma
vez que utiliza menor quantidade de polimero eesagprta um menor volume a ser filtrado.
Contudo, durante a mudanca de escala de producéedessario um ajuste desse parametro
devido a problemas de rendimento.

Com relagdo a concentragdo do polimero (Tabela 4wliou-se além do
rendimento, também o perfil de dissolucdo. Conaitldw a eficiéncia de dissolucdo, a analise
estatistica ndo revelou diferencas significativaiseeas concentracdes, com excecao feita a
concentracdo de 0,005% elaborada com PEG que afmesam perfil de dissolugao
estatisticamente mais lento. Este comportamentae mml explicado devido a falta de
estabilizante em quantidade apropriada. Em relagd@ndimento, para ambos os polimeros,
a concentracao de 0,1% mostrou o maior valor déimemto sendo, portanto, a concentracao

de escolha.

4.3.1.2. Transposicao da escala produtiva

Durante a ampliagdo de escala de producéo dosarigtess, foi necessério fazer um
ajuste na proporcdo FO:FA utilizada. A proporc¢ad ihicialmente definida na etapa de
otimizacdo do método em escala de bancada, n&uficiente para promover a inversédo de
polaridade no sistema de maior escala e quase mentwistalizacdo foi obtida. Foi
necessario modificar a propor¢cdo de mistura desfasea 1:4 (FO:FA), de forma a obter
rendimentos similares ao da escala de bancada. eisaig condicdes da técnica se
mantiveram inalteradas.

Procedeu-se uma caracterizagdo mais completa dweamstais obtidos em maior
escala, avaliando-se ndo apenas suas caracterigigteo-quimicas, mas também seu
comportamento reoldgico, de interesse para a paadnglustrial de comprimidos.

No doseamento dos microcristais BM¢& verificou-se um resultado semelhante ao
obtido em escala de bancada, com uma quantidadeegrol ndo mensuravel através do
meétodo empregado (Tabela 4.4). Neste caso, pdta décalculos, considerou-se que 100%
dos microcristais eram constituidos de BNZ. No miotapara os microcristais de BNZ
estabilizados pelo HEC, diferentemente do que eaana escala de bancada, observou-se um
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teor de BNZ na ordem de 94%, correspondendo, gor&# ao polimero. Este resultado foi

considerado para correcdo do teor de BNZ nos endaidissolucéo (Tabela 4.4).

Tabela 4. 4: Doseamento dos microcristais de BNZ tios
pela transposicdo de escala.

Microcristais Média (%) DP?
BNZyec 93,56 1,07
BNZpeg 101,3 0,95

®Dados representados como a média e desvio padFal(i3 resultados, n= 3.

O ensaio de dissolucado realizado revelou que og$ispee dissolucdo dos
microcristais obtidos em maior escala se mantiveigdos (Tabela 4.5). As eficiéncias de
dissolucdo foram estatisticamente semelhantest@astem menor escala, o que demonstrou

que o tamanho da escala de producao ndo prejudgcperfis de dissolugédo dos microcristais.

Tabela 4. 5: Eficiéncias de dissolucéo dos microstais de BNZ.

Tamanho do lote Amostra EDo(DP)
50 BNZpec 70,9 (3,5)

9 BNZnec 63,5 (1,7)

BNZpec 66,6 (0,3)

200mg BNZ e 60,9 (0,9)

A determinagdo do comportamento mecéanico dos sokdom fator importante no
desenvolvimento farmacotécnico, pois as caradmasstle fluxo interferem diretamente nos
processos utilizados para a obtencdo de formasaf@uticas solidas (GELDART et al.,
2006).

O comportamento reolégico dos microcristais foi pamado com os indices obtidos

para o BNZ matéria-prima e encontram-se descridslnela 4.6.

Tabela 4. 6: Propriedades de fluxo dos microcristaide BNZ.

Tempo de Angulo de Comg]rilgsit;jiﬁdade Densidade de
Material escoamento Repouso enchimento
(s) (%) IC (9/mL)
BNZyp Infinito 60 40,67 0,39
BNZpec Infinito 58,33 60,56 0,15
BNZpec Infinito 60 56 0,20
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Observou-se que no ensaio de tempo de escoamemioyma das amostras fluiu
livremente, confirmando o carater extremamente icoedesses materiais. O angulo de
repouso foi determinado pelo escoamento forcadgwédrdo funil e os valores encontrados
séo bastante elevados, tanto para a matéria-pruara@para 0s microcristais.

O indice de compressibilidade confirmou a defi@emiobilidade do BNZ matéria-
prima, e a sua piora apos o tratamento atravégataca de micronizacdo. A reducdo dos
tamanhos de particula nas amostras de microcrdgéaBNZ, conforme se comprovou por
microscopia, parece elevar a coesao entre as yagie explica essa piora encontrada nos
ensaios de reologia.

Os resultados de densidade de enchimento tambéetar@w uma piora neste
parametro para os microcristais, que se apresesxremamente leves. Essas caracteristicas
dificultam seu processamento tecnologico industral inviabilizam a obtencdo de
comprimidos por compressao direta.

No ensaio de superficie especifica, observou-saumento na area superficial dos
microcristais BNZec, em comparacdo com o valor obtido para o BNZ risaf#ima (Tabela
4.7).

Tabela 4. 7: Valores de densidade, superficie esffara e porosidade dos
microcristais de BNZ.

Propriedade BNZMP BNZPEG BNZHEC
Densidade (g/cr 1,35 1,29 1,29
Superficie Especifica (ffy) 0,50 0,52 1,10
Volume de Microporos (cifkg) 0,0003 0,0002 0,0005
Area de Microporos (ffg) 0,82 0,68 1,51
Tamanho médio dos Microporos (nm) 8,23 6,337 5,907
Volume Total de Poros (citkg) 0,00141 0,00099 0,002165
Diametro Maximo dos Poros (A) 1376,1  5469,2 2443,1
Diametro Médio dos Poros (A) 112,8 77,21 78,65

Baseando-se na equacdo de Noyes-Whitney é possigelonar os resultados de
velocidade de dissolugédo conseguidos, com essnienito na area superficial das particulas.
Observou-se ainda que o aumento da porosidadesdassastras (Tabela 4.7) melhora a
capacidade de interacdo com o0 meio de dissolucacorsequentemente acelera a
solubilizacdo do BNZ.

Em contraste, nos microcristais de BNZ obtidos emsgnca de PEG nao foi

observado um aumento na area superficial do BNdd[&a4.7). Neste caso, a elevada
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eficiéncia de dissolucdo conseguida por esses onistais poderia ser explicada pela melhor
umectacado dos mesmos, favorecidas pelo delgadstireeato polimérico de PEG, bastante
hidrofilico.

A pequena modificacdo observada na densidade dosoanstais de BNZ em
comparacdo com o BNZ matéria-prima (Tabela 4.7¢ped sido ocasionada pela presenca
do polimero e/ou pelo aumento da porosidade dasteaso

O perfil térmico do BNZ matéria-prima e dos micistais BNZec € BNZgg assim
como dos polimeros PEG e HEC encontram-se repestEnna figura 4.5. Observou-se que
nas amostras de microcristais do farmaco, nenhemt@érmico inesperado foi encontrado.
N&o se nota nessas amostras qualquer evento téreférente aos polimeros, confirmando a

reduzida quantidade destes componentes nas ansdics.

I
|

HEC

50 100 150 200 250
Temperatura T

Figura 4. 5: Curvas de DSC dos microcristais de BNZBNZpgc € BNZec], do BNZ
matéria-prima, do HEC e do PEG isolados.

A analise por difragdo de raios-X das amostras derogristais (Figura 4.6)
revelaram um perfil tipico de composto cristalimgstrando que nenhuma alteracdo da

cristalinidade do BNZ ocorreu durante o processolidencdo dos microcristais.
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Figura 4. 6: Difratogramas de raios-X do p6é de amasas de BNZ, HEC, PEG e dos
microcristais BNZpgc € BNZpge.

O perfil difratométrico de BNZc € BNZsc foi semelhante ao perfil do BNZ
matéria-prima, mostrando pequenas diferencas n&nsidades relativas dos picos,
justificadas pela orientacdo preferencial dos pegsieristais obtidos com a preparagédo dos
microcristais. Também nesse ensaio, ndo se obseinais da presenca dos polimeros nos
difratogramas dos microcristais.

A analise morfolégica dos microcristais BNE € BNZec (Figura 4.7) revelou
formas aciculares bem delineadas com tamanhosvestainte homogéneos. Comparando-se
com o BNZ matéria-prima, observou-se uma morfola@gmailar, porém com nitida reducéo
do tamanho de particula do farmaco nas amostrédashpela técnica de recristalizacdo por

mudanca de solvente quando comparadas com o Blyihairi
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Figura 4. 7. Fotomicrografias eletronicas de varredura dosnicrocristais de BNZ.BNZ =
Particulas originais deenznidazc (A) e (B) microcristais de BN£c nosauments de 130X e 650X,

respectivamente; eCj e ([) sdo fotomicrografias de BMZ; nos aumentos de 130X e 65(
respectivamente.

Os dadosde solubilidade os microcristaisde BNZ em agua destilada, r
apresentaram diferencas significat quando comparados com o dado de solubilidad
BNZ matériaprima (Tabela 4.t Este resul@do corrobora a hipotese de que o polin
estabilizante est4 presente em uma minima frag@maa revestindos microcristais, e que
sua presenca nao afeta a capacidade dbilizacdo do meio, excluindo ¢ parametro sobre

o efeito na cinética de dislu¢do do farmaco.
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Tabela 4. 8: Solubilidade dos microcristais de
BNZ em agua destilada a 25°C.

Amostra Solubilidade (mg/mL)
BNZ 0,237 (0,012)

BNZyec 0,249 (0,003)

BNZpec 0,245 (0,007)

®Dados representados como a média e desvio padrdo
dos resultados (entre parénteses), n= 3.

4.3.2. Obtencéo dos comprimidos convencionais a leade microcristais de benznidazol

Para a elaboracdo de comprimidos a base dos msteasrde BNZ, optou-se por
utilizar a dose do medicamento disponivel comaraalte, 100mg, que embora ndo satisfaca
as condicdeSinkpara o ensaio de dissolucao (possui menor poderiminatério), permite
uma comparacdo direta com os comprimidos de BNZXckaibos pelos laboratérios Roche
(Rochagaff).

Nesta fase, optou-se por avaliar o impacto queilzagéo de um surfactante na
formulacdo poderia causar. Neste sentido, utilg®w-lauril sulfato de sédio [LSS] em parte
das formulacdes (Tabela 4.1).

As deficientes propriedades de fluxo dos microaigstie BNZ tornariam o processo
de compresséao direta, atualmente a primeira esqatwma industria farmacéutica, bastante
dificil. Na tentativa de superar ou de ao menosuziedas deficiéncias reoldgicas dos
microcristais de BNZ foi selecionado um excipiepéga compresséo direta - Starch 1500
composto de amido parcialmente pré-gelatinizadai@ apresenta boas caracteristicas de
fluxo, elevada compressibilidade, além de ter fongé desintegrante, diluente e molhante
(ROWE et al.,2009; COLORCON, 1999 Entretanto, apés incorpora-lo em diferentes
proporcdes até o limite de 1:2 (farmaco:excipierdpgnas uma reduzida melhora na reologia

da mistura fisica foi observada, como mostrad@ahala 4.9.

Tabela 4. 9: Reologia da mistura dos microcristaie excipientes, na proporcéao de 1:2.

Tempo de Angulo de Densidade de

. o @

Mistura escoamento (s) repouso (°) IC (%) enchimento
FIBNZuec infinito 51,0 39,3 0,38g/mL
F2BNZuec infinito 49,3 40,5 0,38g/mL
F1BNZpec infinito 56,3 46,0 0,37g/mL
F2BNZpgc infinito 54,7 42,7 0,37g/mL

®IC é o indice de compressibilidade. Dados reprasestcomo a dos resultados, n= 3.
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A densidade aparente, embora maior, mostrou-sdidiesue para a realizacdo do
processo de compressao direta. Optou-se entadghbarar granulados por via seca, processo
livre de solvente, que poderia alterar a naturegandgicrocristais, e também capaz de elevar a
densidade de enchimento do material, tornando Méaebtencéo de comprimidos.

O granulado obtido, como ja era esperado, produmia melhora na fluidez do
material. A densidade de enchimento também alcangoaumento suficiente para submeter

as formulacdes ao processo de compressao (Takéka 4.

Tabela 4. 10: Reologia dos granulados obtidos poravseca.

Tempo de Angulo de Densidade de

o) a
Granulados escoamento (s) repouso (°) IC (%) enchimento
F1BNZyec 3,6 43,0 25,3 0,58g/ml
F2BNZuec 3,8 36,7 21,7 0,58g/mL
F1BNZpec 3,6 35,7 27,8 0,56g/mL
F2BNZpgc 8,5 38,3 30,9 0,56g/mL

®IC é o indice de compressibilidade. Dados repragestcomo a média dos resultados, n= 3.

Durante o processo de compressdo, as formulacabsratlas com o BNZg
apresentaram dificuldades no enchimento da mafuie,se mostrou pouco uniforme durante
todo o processo de compactagdo. As formulagcbes BdOIFALec, em contra partida,
apresentaram enchimento da matriz uniforme, nasi@tando problemas durante a fase de
compactacao.

O peso médio dos comprimidos produzidos foi estiggmlem 300mg, sendo 100mg
de principio ativo. No caso das formulagcbes corgeagolimero HEC, devido ao seu teor
inferior a 100%, o peso médio foi corrigido e pasa®@20mg.

4.3.2.1. Controle de qualidade dos comprimidos eanionais a base de microcristais de

benznidazol

As formulagbes de comprimidos desenvolvidas aptasan caracteristicas
semelhantes atendendo as especificacdes: compsirpidtulares, inodoros e convexos de
coloracao levemente amarelada. A figura 4.8 mastaapecto dos comprimidos elaborados

com a formulacado F2BN#£c.
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Figura 4. 8: Comprimidos obtidos a partir da formulacdo F2BNZec.

Considerando os pesos meédios registrados, todwmslacoes foram aprovadas,
com excecgdo da formulagdo F2BNZ que apresentou valor fora da faixa de aceitagéo,

devido as dificuldades de enchimento da matrizrdara compressao (Tabela 4.11).

Tabela 4. 11: Valores de pesos médios dos comprirogd
Formulagdo Peso tedrico (mg) Peso médio (mg) DP? Resultado

F1BNZuec 320 316,4 5,8 APROVADO
F2BNZuec 320 317,9 4,5 APROVADO
F1BNZpgc 300 301,7 4,0 APROVADO
F2BNZpec 300 306,0 15,9 REPROVADO

®Dados representados como a média e o desvio péaPdalos resultados, n= 3.

No ensaio de doseamento, considerando-se o intetteahceitacdo entre 95 e 105%,
todas as formula¢des foram aprovadas, ainda goeraufacdo F2PEG tenha apresentado um
desvio padrdo muito elevado, clara evidéncia da ti uniformidade de contetddo desse lote

de comprimidos (Tabela 4.12).

Tabela 4. 12: Doseamento dos comprimidos obtidos partir
dos microcristais de BNZ.

Media

Formulacao (%) DP Resultado
F1BNZpgc 97,67 1,41 APROVADO
F1BNZuec 100,01 3,69 APROVADO
F2BNZpgc 104,70 16,97 APROVADO
F2BNZyec 101,21 3,07 APROVADO

Dados representados como a média e desvio padal(3 resultados, n= 3.
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Nos ensaios de dureza e friabilidade (Tabelas 4dds as formulacdes foram

aprovadas estando dentro dos parametros espeosipaga cada ensaio.

Tabela 4. 13: Dados do ensaio de dureza e friabiide (n=10).

Formulacdo Dureza (kgf) Friabilidade (%) Resultado
F2BNZuec 3,25 1,0587 APROVADO
F2BNZpec 3,10 0,9678 APROVADO
F1BNZuec 9,50 0,0919 APROVADO
F1BNZpec 5,05 0,2014 APROVADO

Com a relacédo a desintegracao, todas as formuldgfes aprovadas apresentando
completa desintegracdo em metade do tempo est@patado limite no ensaio.

O teste de dissolucdo mostrou que todas as fordegaglaboradas a base de
microcristais de BNZ, alcancaram 85% de dissolieydcapenas 10 minutos, satisfazendo os
critérios farmacopéicos e limites de aceitacdo bestaidos pela FDA para formas
farmacéuticas de liberacdo imediata (Figura 4.9n€aio comprovou ainda que 0S processos
de granulacdo e compactacdo ndo afetaram a natdaezamicrocristais de BNZ, que

conservaram sua rapidez de dissolugéo.
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Figura 4. 9: Perfis de dissolucdo dos comprimidosFL e F2) e do Rochagan®.

FormulacBes obtidas a partir dos microcristais d¢ZBRochagafi € o medicamento
disponivel comercialmente.

N&o obstante, os comprimidos de Roch&gamoduzido pelo laboratério Roche e

utilizados até entdo como Unica forma farmacéwtit@ase de BNZ, mostraram desempenho
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inferior, com pouco mais de 60% farmaco dissohadolh. Este resultado revela que os lotes
de Rochagdh utilizados para este estudo ndo cumprem os figggligreconizados pela FDA.

A comparacao entre os perfis de dissolucdo dos wongos a base dos
microcristais e o Rochag&n corrobora a acentuada melhora de solubilizacastasle

formulacdes, com incrementos nos valores dgyBOperiores a 2 vezes (Tabela 4.14).

Tabela 4. 14: Valores de ER) para diferentes
formulacdes elaboradas e do Rochagén

Formulacéo EDy (DP)°
F2BNZpec 75,25(0,59)
F2BNZpec 75,27(1,23)
F1BNZpec 71,67(0,59)
F1BNZpec 74,23(0,44)
Rochagafi 31,07(5,09)

®Dados representados como a média e o desvio padrdo
(entre parénteses) dos resultados, n=3

Observando-se os perfis de dissolucéo e ag, Ebta-se um resultado similar entre
as quatro formulagdes de comprimidos a base deoonistais de BNZ desenvolvidos. Nos
comprimidos contendo BN£c, a presenca do tensoativo LSS promoveu uma ligesaora
na eficiéncia de dissolucdo dos comprimidos, engugue nas formulagdes com PEG néo
houve diferenca estatistica significativa entrefséncias de dissolucédo descartando, neste
caso, uma possivel contribuicdo do LSS para a malto perfil de dissolucao.

Com base no comportamento reolégico dos granuladas, facilidade de
processamento durante a compressao e nos resultedosontrole de qualidade dos
comprimidos, a formulacdo F2BNZ: apresentou os melhores resultados nos testes
farmacopeicos. E, apesar do polimero PEG mostraapaz de produzir microcristais de
BNZ com alta velocidade de dissolugcdo, o comportameas formulagbes a base destes
microcristais (F1BNZece F2BNZeg) foi desfavoravel em relag@o aos testes e ao gsome
compressdo realizados. Somado a isso, os dadado®htio estudo de compatibilidade
farmaco-excipiente contribuiram para descartar @ B&s proximos estudos.

Assim, escolheu-se a formulacado F2BNZpara ser testada em modelo animal para

doenca de Chagas na proxima etapa do estudo
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4.4. CONCLUSAO

O meétodo de micronizacdo de farmacos através dsstedizacdo por mudanca de
solvente mostrou-se capaz de produzir cristaisNig & tamanho reduzido, estaveis fisica e
quimicamente e capazes de solubilizar-se rapidaneBsse método apresenta como
vantagem em relagdo a outros métodos de micromizagécristalizagdo controlada das
particulas, evitando aglomeracdes, instabilidadasienulo de cargas eletrostaticas, comuns
em metodos de pulverizacdo mecanica.

Observou-se um acentuado incremento no perfil seotlicio dos microcristais de
BNZ, explicados ndo apenas pelo efeito do aumeatsuperficie especifica das amostras,
mas também devido a decisiva influencia dos pobméidrofilicos que atuam estabilizando
os cristais de BNZ em tamanhos reduzidos que pespisua solubilizacéo.

O método desenvolvido e otimizado em escala dedoanpermitiu a prepacdo em
escala maior apresentando boas perspectivas padacgo industrial devido a simplicidade
da técnica e aos resultados consistentes obtidos.

A formulacdo de comprimidos selecionada para azeezlo de ensaio em animais
elaborada a partir de microcristais BNZ apresentou-se dentro das especificacdes
farmacopéicas, mostrando um perfil de dissolucdas mapido que os comprimidos
comercializados a base de BNZ. Esses resultadasamdperspectivas animadoras de

melhora terapéutica para o BNZ no tratamento dagiode Chagas.
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Capitulo 5: Desenvolvimento de comprimidos efervescentes de
benznidazol utilizando complexos de inclusdo comatodextrinas

5.1. INTRODUCAO

A utilizagdo terapéutica do benznidazol, além dosblemas j& relatados de
biodisponibilidade devido sua deficiente solubilldaaquosa, tem como agravantes a longa
duracdo do tratamento (30-60 dias), a toxicidadee-dipendente, a elevada taxa de nao
adesdo dos pacientes e a indisponibilidade de geskatricas. Organizacdes com®ugs
for Negleted Disease Iniciaf@®NDi] tem incentivado pesquisas na América Latpaa o
desenvolvimento de novas formulacées mais viavaia p tratamento da doenca de Chagas
(DNDi América Latina, 2010).

Neste contexto, a utilizacdo de ciclodextrinas egmrcomo uma alternativa
promissora. Estes excipientes sédo oligossacaridietisos que apresentam uma cavidade
interna lipofilica e a superficie externa hidrafilj capazes de interagir com grande
quantidade de farmacos, formando complexos des&olundo covalentes que melhoram a
solubilidade e a velocidade de dissolucdo de fapspouco soluveis em agua (LOFTSSON;
BREWNSTER, 2010).

A presenca desses acucares confere grande madsaaaisformulacdes devido as
elevadas quantidades de ciclodextrinas necesgmrasormar os complexos de inclusdo em
estado solido, sendo este um fator limitante aodasociclodextrinas em formas soélidas para
administracao oral (CUNHA-FILHO et al., 2007). Qathd, a incorporacdo de benznidazol
em sistemas solidos com ciclodextrinas, utilizanttrizes de comprimidos efervescentes
poderia evitar essa limitacao.

Comprimidos efervescentes permitem incorporar mai000mg de ingredientes
em uma Unica dose, sdo preparacdes mais estaweiasqgiormas farmacéuticas liquidas e
apresentam uma seérie de vantagens para a adngacstdm benznidazol a pacientes com
dificuldades de degluticdo, como criancas e idgabst- TON, 2005).

O efeito da reacdo efervescente sobre o complexactiesdo farmaco-ciclodextrina
€ um interessante ponto de vista ainda ndo exmlopadh literatura. Além disso, até a
presente data, apenas poucos trabalhos se comaentra desenvolvimento de novas formas
de administrar o benznidazol (LAMAS et al, 2006;,QHARDI et al, 2009; MORILLA et al,

2004) e nenhuma literatura descreveu o uso dedextonas para isso.
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O objetivo deste estudo foi desenvolver comprimieébsrvescentes a partir de
complexo de inclusdo de benznidazol e ciclodextiteaa isso, foi empregado um desenho
fatorial completo do tipo? tendo como fatores de estudo a interferénciacdasentracdes
de ciclodextrina e da mistura efervescente na Wisdo do farmaco e na sua estabilidade

fisica frente a umidade ambiental.

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Materiais

Neste estudo trabalhou-se com o farmaco benznidBaid] lote 13871 fornecido
pela Roche. Os excipientes farmacéuticos utilizafdoam: &cido tartarico, acido citrico
anidro, bicarbonato de sédio, todos fornecidos p&isural Pharmy carbonato de sédio,
ciclamato de sodio, manitol adquiridos pela Faffnoforam utilizadas ainda, as
ciclodextrinas naturaig-ciclodextrina fCD] ey-ciclodextrina §CD] produzidas pela Wacker
Quimic& e ap-ciclodextrina PCD] obtida da Cyclodé% assim como as ciclodextrinas
modificadas hidroxi-propip-ciclodextrina [HBCD] e metil$-ciclodextrina randomizada
[RMBCD] (CyclodeX).

5.2.2. Selec¢éo da variedade de ciclodextrina utiida no estudo

Estudos de solubilidade do BNZ, empregando difesetipos de ciclodextrinas em
suas concentragdes proximas a saturagéo, foranuzidod de modo a selecionar a variedade
de ciclodextrina a ser utilizada para elaboracdeataplexos de inclusdo com o BNZ em
estado solido.

Os estudos foram realizados utilizando excessoadmaico em 15mL de meio
aquoso contendo as concentracdes de ciclodextisaguir.aoCD a 12% m/vCD a 1,8%
m/v; yCD a 22% m/v; HBCD a 45% m/v e RCD a 25% m/v. As amostras foram
inicialmente submetidas a banho de ultrassom pomittutos e colocados sob agitacéao
magnética vigorosa a 25%2 até o estabelecimento do equilibrio de saturétéms).

Em seguida, as amostras foram filtradas (0,45undpseadas por metodologia
espectrofotométrica previamente validada a 324nsse Eexperimento foi realizado em
triplicata.
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5.2.3. Obtencéo dos complexos de incluséo

Os complexos de inclusdo farmaco-ciclodextrina fGthm obtidos a partir de uma
mistura fisica [MF] entre o BNZ e a €D pelo método de malaxagem. As MF foram
umectadas com solucao de etanol/agua (1:1 v/v)rergral até a obtencédo de uma pasta que
foi extruida em granulador oscilante (FABBRutilizando um tamis de abertura de malha de
2,0mm. As amostras granuladas foram secas em esmrfairculacéo de ar (FABBIE por
2h a 40°C. A proporcao de farmaco e ciclodextritidzada para cada formulacdo seguiu o

planejamento experimental descrito a sequir (Tabdlp
5.2.4. Preparacao dos granulados efervescentes

Os granulados efervescentes foram preparados ia gartma mistura de acidos
organicos e de sais de reacdo basica através delagao por via umida utilizando como
liqguido de umectacdo, etanol a 96°GL. O materiaédroido foi extruido em granulador
oscilante (FABBE) utilizando um tamis de abertura de malha de 2,0@sngranulos foram
secos em estufa com circulacéo de ar (FABBI®r 2h a 40°C.

Diferentes combinacdes de acidos e sais basicamftastadas de forma a selecionar
a composicdo mais favoravel considerando o temptedmtegracdo. A mistura efervescente
[ME] definida para o estudo foi composta de &citlioco, acido tartarico, carbonato de sddio

e bicarbonato de sédio na proporcéo otimizada ée (@3%'m) para cada componente.
5.2.5. Planejamento experimental - Desenho fatorial

A composicao das formulacdes de comprimidos de Bd£laborada de acordo
com um desenho fatorial completo do tipd ®nde foram definidos como variaveis
independentes: a concentracdo de ciclodextrinanplexo de inclusdo e a concentracao da
mistura efervescente adicionada a formulacdo, ama@sgdas em trés niveis (alta, média e
baixa) (GOHEL; PATEL, 2003; KETTANEH-WOLD, 1991). sA concentracdes de
ciclodextrina utilizadas na producédo dos comprimithtbam de 8%, equivalente a proporcao
equimassa com o farmaco e considerada como nivetodeentracdo baixa; de 48%,

equivalente a proporcédo equimolar com o farmacefenida como nivel de concentracdo
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média; e 60%, considerada como nivel de concemtr@{@ Para a ME, as proporc¢des de 10,
20 e 30% foram assumidas como nivel de concentizaidia, média e alta, respectivamente.

As variaveis dependentes analisadas foram a efiei@® dissolugdo em 15 minutos
[ED1s] e a absorgdo ou perda de 4gua pelos comprimidmaetidos a condigbes de umidade
relativa elevada e em condi¢cdes de auséncia deadmidA composicdo das formulacdes
preparadas encontra-se descrita na tabela 5.1.

Os resultados obtidos foram processados utilizandsoftware Design-Expert
version &, que apontou o modelo polinomial mais apropria@isim como estabeleceu a
significancia estatistica de seus termos. A vafidago modelo matematico foi realizada
através de analise de variancia (ANOWAs 0,05), do coeficiente de determinacéo ajustado
(R? e do parametro estatistico falta de ajuste (FEKEfTal., 1998; SOARES et al., 2005).

Tabela 5. 1: Composicdo das formulacdes elaboradagartir do planejamento fatorial.
Ciclamato

. BNZ HPBCD ME o Manitol
Formulacdo de sodio

mg* % mg* % mg* % mg* % mg* %
F1 100,0 8,0 750,0 60,0 375,00 30,0 125 10 125 1,0
F2 100,0 8,0 600,0 48,0 3750 30,0 125 1,0 162,513,0
F3 100,0 8,0 100,0 80 3750 30,0 125 1,0 6625530
F4 100,0 8,0 750,0 60,0 250,0 20,0 125 1,0 137,511,0
F5 100,0 8,0 600,0 48,0 250,0 20,0 125 1,0 2875230
F6 100,0 8,0 100,0 8,0 250,0 20,0 125 1,0 787,563,0
F7 100,0 8,0 750,0 60,0 125,00 10,0 125 1,0 2625210
F8 100,0 8,0 600,0 48,0 1250 10,0 125 1,0 412533,0
F9 100,0 80 100,0 80 1250 10,0 125 1,0 912,573,0

* Para um comprimido com peso teérico de 1250mg

5.2.6. Desenvolvimento de comprimidos efervescentes

Lotes de 25g de cada formulagdo foram preparados@npressora excéntrica
modelo Primel (FABBE) utilizando puncdo de 16mm e formato circular plams
formulacdes definidas pelo planejamento experimdatam obtidas a partir da mistura dos
diferentes componentes por 15 minutos (Tabelaeriinisturador em V da marca FABBE
O peso tedrico dos comprimidos foi ajustado paraOafy. Todas as formulacdes foram

elaboradas com 100mg de BNZ (dose terapéuticzaadi).
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5.2.7. Ensaios de caracterizacao fisico-quimica dasomplexos de inclusdo e dos

comprimidos efervescentes
5.2.7.1. Doseamento do Benznidazol

A determinacdo do BNZ durante este estudo foi zadé utilizando-se metodologia
espectrofotométrica previamente validada a 324ronfocme descrito no capitulo 1 desta
dissertagao.

5.2.7.2. Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia dos complexos de inclusdo de farmdctpdextrina foi estudada por

microscopia eletronica de varredura, conforme dtesco item 2.2.9.
5.2.7.3. Difrag&o de raios-X do po

Os perfis difratométricos dos complexos de inclugimmem ser fontes de
informacdes importantes sobre a cristalinidade assiveis alteracfes da fase cristalina que
podem ocorrer durante o processo de obtencao daglexos. Os ensaios de difragdo foram
conduzidos de acordo com o item 2.2.6.

5.2.7.4. Perfil térmico dos complexos de incluséao

O comportamento térmico dos complexos obtidos ¥aliado por DSC conforme

condicOes estabelecidas no item 2.2.5.
5.2.7.5. Peso médio dos comprimidos efervescentes

A uniformidade de peso das nove formulagbes pradszioi verificada pesando-se
20 comprimidos de cada formulacdo e seus pesosoméatiam expressos como média *

desvio padréo. O critério de aceitacdo adotadbelstze uma variagdo maxima de +5% sobre
0 peso tedrico (F. BRAS. IV, 1988).
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5.2.7.6. Perfil de dissolucdo dos complexos deug@m e dos comprimidos efervescentes

Os perfis de dissolugéo dos complexos de inclusgoapados foram conduzidos em
um dissolutor Nova Eti€amodelo 299 seguindo as seguintes condicbes: apdeaagitacio
cesto, 900mL de fluido géastrico simulado (USP 38, rotacdo de 75rpm e temperatura
igual a 37£1°C. As amostras de CI contendo o etpr@ a 50mg de BNZ foram colocadas
em cépsulas gelatinosas duras.

O ensaio de dissolugcdo das nove formulagbes fodumdo empregando-se as
mesmas condi¢cOes descritas acima, com excecamdm@ple agitacdo que nesse caso foi pa,
aparato recomendado para comprimidos.

Os complexos e as formulagbes foram avaliados dedaccom suas FEig,
calculadas conforme descrito no item 4.2.2.4, paratervalo de 0-15 minutos, sendo 0s

valores expressos como meédia + desvio padrao.

5.2.7.7. Tempo de desintegracao

Seis comprimidos de cada lote foram colocados emP0de agua a 25°C. Os
comprimidos foram considerados desintegrados quarsddéodos os fragmentos estavam

completamente dispersos e a liberacédo de gasztwolali(RFE, 2007).

5.2.7.8. Teste de resisténcia a umidade ambiental

Como forma de avaliar a estabilidade fisica dospromdos efervescentes de BNZ
elaborados frente a condi¢cdes adversas de umididea utilizou-se o modelo experimental
de sorcao de 4gua proposto por Callahan e colatr@s(1982) (CALLAHAN et al. 1982).

Os comprimidos de BNZ (Tabela 5.1) foram expostosc@ndicdes de umidade
relativa de 0% e de 80% durante 7 dias. Estas c¢desliforam obtidas utilizando silica
dessecada e solucdo salina saturada de sulfatondrica respectivamente, em sistemas
fechados e mantidos a 5 (GREENSPAN, 1977). A quantidade de agua absomvélas

comprimidos foi medida por gravimetria e o expentogoi executado em duplicata.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O benznidazol € um farmaco pertencente a classaol\Bistema de Classificacédo
Biofarmacéutica (SCB) cuja solubilidade aquosa cigfite (0,2mg/mL) compromete sua
eficiéncia terapéutica (MAXIMIANO et al., 2010), p®so, a escolha da ciclodextrina a ser
utilizada para producdo dos complexos de inclusd@&ado solido baseou-se na habilidade
em aumentar a solubilidade do BNZ como mostradalnela 5.2.

Todas as CD testadas foram capazes de aumentdubdidade aquosa do BNZ,
apesar das diferencas acentuadas de solubilidadeaguma entre as variedades de
ciclodextrinas. As CD naturais proporcionaram urolutslidade de até 0,5mg/mL para o
BNZ, enquanto que as ciclodextrinas modificadaspE®» e RM3CD, atingiram 4,5 e

4,2mg/mL, respectivamente (Tabela 5.2).

Tabela 5. 2: Solubilidade do BNZ frente as diferems ciclodextrinas
testadas a 25 °C.

Incremento de

Meio Solubilidade’ solubilidade (vezes)
Agua 0,237 + 0,012 -
oCD a 12 % 0.589 £ 0,017 25
BCD a 1,8 % 0.402 + 0,012 17
CD a 22 % 0.467 0,022 2.0
HPBCD a 45 % 4.568 + 0,160 19,3
RMBCD a 25 % 4.223 + 0,222 17,8

®Dados representados como a média o desvio padrdo, n

O melhor resultado de aumento da solubilidade d& BN encontrado com a
variedade HBCD (Tabela 5.2). Essa ciclodextrina apresenta amsolubilidade aquosa
(45%) e foi capaz de incrementar a solubilidadeBdZ em quase 20 vezes. A BED é
umas das ciclodextrinas modificadas mais descnaditeratura, possuindo varios estudos
que atestam sua seguranca em diferentes vias dmistdagdo, além de seu custo de
aquisicao ser um dos mais baixos quando comparano autras variedades modificadas
(ALEEM et al., 2008; LOFTSSON; BREWSTER, 2010; SZEL) 2004). Os resultados de
solubilidade do BNZ conseguidos com ad@®, aliado as suas vantagens industriais,
colocaram essa variedade como a mais indicadaapatemais etapas do estudo.

Seguindo o planejamento experimental proposto @steaestudo, trés complexos de

inclusdo BNZ-HBCD foram preparados utilizando diferentes propascde farmaco e
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ciclodextrina (Tabela 5.1). A caracterizacao figjcdmica foi realizada com o propdsito de
estabelecer o grau de interacéo entre os compasks efeito na velocidade de dissolucéo do
farmaco.

A figura 5.1 mostra os difratogramas de raios-dalas amostras de BNZ, BED
e dos CI produzidos (alta, média e baixa). O BNsgntou um perfil tipico policristalino,
enquanto que a H®D mostrou um perfil tipico de produto amorfo. Aegenca da CD
amorfa é percebida na linha de base das amostr&d deesta presente de forma mais
pronunciada nas amostrasyGdla € Chis refletindo a grande proporcao de D nestes
complexos.

Todos os picos principais do BNZ foram identificadoos Cl em suas posicoes
originais. Este fato sugere que nenhuma mudanéaseacristalina do farmaco foi observada.
No entanto, algumas mudancas nas intensidades/aslatos picos foram observadas nas
amostras malaxadas. Estas modificacfes, percedydsso processo de malaxagem, indicam

a possivel interacdo entre os componentes.

Intensidade Relativa (%)

10 20 30 40 50 60 70
2°theta

Figura 5. 1: Difratogramas de raios-X do p6 de BNZHPBCD e seus complexos de
inclusdo em trés niveis de concentracdo de €D [Cl gta, Clmedia € Clpaixal-

As curvas de DSC dos complexos de inclusdo prodszibem como de seus
componentes individuais e da mistura fisica de &&wome HPBCD, estdo representadas na

figura 5.2. O perfil térmico do BNZ mostrou um pide fusdo bem definido a 191,3°C,
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engquanto que a curva de BED revelou um pico largo associado a desidratagauistura
fisica desses componentes apresentou 0os mesmaoseieo® térmicos de seus constituintes
originais, com o pico de desidratacdo da ciclodextndo visualizado devido a intensidade
entalpica do pico de fusdo do farmaco, que nesssstemencontra-se consideravelmente
alargado.
Esse efeito na mistura fisica, conforme comentadieriarmente, pode ser atribuido

a interacdo entre os componentes devido a fenénuenwglusdo decorridos do aquecimento
durante a realizacdo do ensaio de DSC. A figuranto@tra também que os complexos de
inclusdo elaborados nas diferentes proporcdes epeas perfis térmicos similares aos da

mistura fisica.

Cl

alta

média

—
OV

W Clyo
Y

Endotérmico

MF

\/ﬁ BNZ

50 100 150 200 250
Temperatura (C)

Figura 5. 2: Curvas de DSC das amostras de BNZ, HED, da mistura fisica [MF], e
dos complexos de inclusao [Glixa, Clmedia € Clatal.

Os dados térmicos referentes aos picos de fusdardwmco estdo detalhados na
tabela 5.3.

Tabela 5. 3: Dados térmicos do BNZ matéria prima, & mistura fisica [MF] de
BNZ e HPBCD e dos complexos de incluséo [Cl] produzidos.

Amostra Intervalo de fuséo (°C) Thax: (°C) AH corrigido * (J/9)
BNZ 185-202 191,3 138,6
MF 177-198 191,2 145,6

Cl paixe 171-199 191,0 142,0
Cl medie 171-196 190,1 135,8
Cl ai 174-196 190,3 97,5

*entalpia da amostra por grama de farmaco
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De acordo com a tabela acimébservouse que o pico de fusdo do farmac
antecipado em todas as amostras contendo ciclotextrhavendo umeaeducdo da
temperatura de fusdo do farmaco nos CI de cong@ati@ta e média. Obsou-se ainda uma
reducdo de mais de 30% entalpia de fusdo na amostrayfgl 0 que pode sugerir un
reducdo da cristalinidade devido a complexacdoadmdcc Portanto, o grau de interac
entre os componentes se intensifica com o aumentudntidade de ciclodextrina prese
na amostra, sugerindo a formacéo de complexoscties@o verdadeiros (GOVINDARAJA
et al., 2004).

Mudancas morfologicas dos cristaiodem ser empregadas como ferramenta
evidenciar a interacdo entre moléculas e complebeosclusdo. As fotomicrografiedas

amostra®btidas por MEV estao representadas na figur:

Clhai:(a e & Clrnédia A
; y N 8 pr— 4

— — g —
100pm 100pm 100pm

Figura 5. 3: Fotomicrografias eletrbnicas de varredura de BNZmatéria-prima, da
HPBCD e dos complexos de incluséo [C produzidos.

Os cristais de BNZ apresentam formato acicular, omuntos fragmentos cristaline
de diferentes tamanhos, enquanto 83€IP apresenta piculas arredondadas de car:
tipicamente amorfdPara os complexos de incluséo preparados por nggaxaas diferente
propor¢des, notoge um padrdo morfoldégico bastante diferente de smusstituintes
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originais, ndo sendo possivel distinguir os doisistituintes. Esta nova conformacao
morfologica corrobora a interacdo existente entBN@ e a HBCD e confirma os dados da
difracao de raios-X do pé e DSC obtidos para emsesstras.

Os perfis de dissolugcdo do BNZ e dos CI estéo septados na figura 5.4 e suas

respectivas ER encontram-se resumidas na tabela 5.4.

100
80

40

\\

o/

BNZ dissolvido (%)

—m—Cl alta

20 —e—Cl media

—A—Cl baixa
—O—BNZ matéria prima

0 T T T

Tempo (min)

Figura 5. 4: Perfis de dissolu¢cdo das amostras deNB matéria-prima, Cl paixa, Clmedia €
CIalta-

Comprova-se uma melhora significativa na velocidddedissolucdo do BNZ nos
complexos formados com HED, em comparacdo com o BNZ matéria-prima. Os ealde
ED;s indicam incrementos na ordem de 100% para os @mgplfarmaco-ciclodextrina em
comparacao com o farmaco original (Tabela 5.4).

A andlise estatistica por ANOVA apontou a existérae diferencas significativas
entre as diferentes proporgdes de Cl avaliadasn@plexo de incluséo de baixa concentracéo
apresentou resultados de fglnferiores aos das amostras de Cl alta e médarepelaram

perfis de dissolucdo equivalentes.

Tabela 5. 4: Valores de ER; para o BNZ matéria-prima e
complexos de inclusdo [CI] produzidos.

Amostra ED:5(DP) Diferengas estatisticas
BNZ mp 17,8 (2,3) #
Cl baixa 29,4 (1,6) #
Cl media 39,8 (2,2) B
Cl alta 42,0 (1,4) B
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Os ensaios de peso médio e tempo de desintegrag&mohprimidos efervescentes
de BNZ estéo representados na figura 5.5. Obsereps todas as formulagdes atenderam
aos limites preconizados pela farmacopéia para srap@nsaios. Entretanto, nota-se que as
formulacdes contendo maiores quantidades de cifioda apresentaram uma maior
dificuldade para se desintegrar (F1, F4 e F7), amguque as formulagbes F3 e F6, que
possuiam apenas 8% de i D na sua composicao, precisaram de menos de lomara se
desintegrar completamente.

Assim, a presenca de CD na formulacdo parece pragimzefeito negativo sob esse
parametro. Os resultados mostraram ainda quermasiticdes com o nivel mais baixo de ME
(F7, F8 e F9) mostraram dificuldades de desintégrac

| Peso médio | Tempo de desintegragdo
1,4 - 5

I I I 41
1,2
3
2
l e
1 «
F2 F8
08 - F5 0 F2 F5

Figura 5. 5: Resultados dos ensaios de peso médioteanpo de desintegragéo dos
comprimidos efervescentes elaboradosAs linhas tracejadas e continuas indicam os limites
maximos e minimos estabelecidos pela F. BRAS. igaed respectivamente.

As formulacgGes efervescentes mostraram velocidddedissolu¢do superiores, em
comparacdo com Rochadarcom mais de 80% de farmaco dissolvido em apeBasn]
contra cerca de 30% obtido com o comprimido de Rgaiff. E interessante notar que o
processo de producdo dos comprimidos ndo compranoeperfil de dissolucdo que o BNZ
apresentou nos complexos de inclusdo, pelo comtrariincorporagcdo do Cl na matriz
efervescente aumentou de forma notavel a velocidadkssolug¢éo do farmaco.

Os perfis de dissolucdo dos comprimidos efervesserd dos comprimidos

comerciais de BNZ (Rochag3dnséo apresentados na figura 5.6.
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Figura 5. 6: Perfil de dissolucdo dos comprimidos fervescentes de BNZ e do
comprimido comercial Rochagarf.

Apesar de complexos de inclusdo com CD ser um seconuito empregado para
melhorar as caracteristicas biofarmacéuticas decareéntos, € a primeira vez que a reacao
de efervescéncia € usada para melhorar as progeieda farmacos complexados com CD.

O gés liberado durante a desintegracdo do compimpéatturba o equilibrio do
sistema possibilitando uma melhoria na molhabikddds particulas do farmaco. Além disso,
este efeito aumenta também a interacéo fisica eatcemponentes, sugerindo a formacao de
complexos de inclusamn situ, 0 que poderia explicar o incremento da velociddde
dissolugcé@o do farmaco nos comprimidos efervescenptasdo comparado com os complexos
de inclusao isolados. A EPdos CI (baixa, média e alta) alcancou valoreséld2, enquanto
a EDis dos comprimidos efervescentes apresentou valates®3 e 66 (Tabelas 5.4 e 5.5).

Experimentos de rotina, normalmente, envolvem odgsapenas um fator de estudo
por vez, mantendo os outros fatores constantesiefigtados obtidos com estes estudos,
portanto, ndo fornecem qualquer informacéo sobrpoasiveis interacdes entre os fatores
estudados. Uma maneira de avaliar a contribuicéividual de cada fator, bem como as
possiveis interacdes entre eles é 0 uso de detaohal (OZER et al, 1993).

O desenho fatorial dos comprimidos efervescentesefeu uma equacdo preditiva
para cada resposta analisada, de acordo com umarajdstado. Um resumo da analise de
regressdo € mostrado na tabela 5.5. Os modeloswdggsforneceram uma aproximacao
adequada aos valores reais. A falta de ajustegsaraspostas avaliadas foram insignificantes

e as variagOes experimentais podem ser atribudsasrde a erros aleatorios.
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Tabela 5. 5: Dados de ER e da variagdo percentual de umidade dos comprimidoefervescentes de BNZ em condi¢cdes de armazenareat
elevada umidade relativa e a baixa umidade relativaassim como os parametros estatisticos calculadmgartir do planejamento experimental

fatorial.

Absorcéo de agua a elevada UR em

Perda de agua a baixa UR em

Formulacao EDis % %

F1 66,3+4,1 5,38 £ 0,00 -1,64 £ 0,00

F2 60,4+1,5 6,10 £ 0,04 -1,16 + 0,00

F3 59,1+0,5 2,40+0,11 -0,76 £ 0,00

F4 60,9 +0,6 6,11 +1,91 -1,37 £ 0,00

F5 58,6 2,3 531+1,41 -1,11 £ 0,00

F6 55,0+2,6 2,15+0,63 -0,66 £ 0,00

F7 63,1+1,2 6,57 £ 0,10 -0,45 £ 0,20

F8 58,1+0,1 4,94 + 0,36 -0,59 £ 0,68

F9 539+1,2 2,27 £0,03 -1,06 + 0,01
Modelo ajustado Linear Linear 2FI*

Equacéo do modelc =52,42 + 0,1@D + 0,16ME =1,69 + 0,07&€D =-1,36 + 0,02CD + 0,029ME - 0,0013CDME

R? ajustado 0,43 0,84 0,45
F do modelo 8,26 83,4 3,70
Falta de ajuste 1,81 0,47 0,17

* modelo de interacdo entre dois fatores.
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A avaliacdo da ER sugeriu 0 modelo linear como o mais indicado, semdalor de
F encontrado igual a 8,26, 0 que demonstra a exist&e uma relacdo significativa entre a
velocidade de dissolucdo do farmaco e a composiedtormulagdo no que se refere aos
fatores estudados (concentracdo de ME @GP, existindo apenas 0,31% de chance do
modelo selecionado estar equivocado.

O coeficiente de determinacdo ajustadd=(R43) comprovou a adequacdo do
modelo, e o valor de falta de ajuste de 1,81 ewidenuma relagdo ndo significativa relativa
ao erro puro. O termo de interacao dos dois fatediesfoi significativo. O modelo obtido foi

usado para desenhar gréaficos de contorno, comaadosta figura 5.7.

30.00

20.00 —

ME (%)

10.00 T
8.00 34.00 60.00

HPBCD (%)

Figura 5. 7: Diagrama de contorno representando alB;s dos comprimidos efervescentes
em funcéo da concentracdo de H®CD e de ME.Cada linha representa um valor constante de
ED,s e as regifes mais escuras indicam os valores gentdis elevados.

As areas em cinza representam as quantidades de @[Btura efervescente que
produziram os melhores resultados. De acordo caguacao estabelecida (Tabela 5.5), o
sinal positivo dos termos da equacgao refere-se eefa@mo crescente e a magnitude dos
coeficientes indica uma contribuicdo semelhantefatoses sobre a resposta. Nota-se, a partir
do diagrama de contorno, que quantidades maiorddkdle HPBCD conduzem a um claro
aumento na velocidade de dissolucdo do BNZ.

A estabilidade fisica das formulac6es de comprisifm avaliada quanto a sua
capacidade de incorporacdo e perda de agua quahdeesdas a ambientes de umidade

relativa elevada (80%) ou auséncia de umidadevalat
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Na condicdo de elevada umidade relativa, a anébsatistica do desenho fatorial
mostrada na tabela 5.5 apontou o0 modelo linear comais adequado para a avaliacdo dos
dados. Sendo o valor de F igual a 83,4, o queanaienas 0,01% de chance do modelo estar
equivocado. O valor do coeficiente de determinagéstado foi de 0,84 e a falta de ajuste de
apenas 0,47 foi considerada nao significativa,otmrando a validade do modelo.

O diagrama de contorno (Figura 5.8) mostrou quenagpea concentracdo da
ciclodextrina possui influéncia estatistica no patio incorporacdo de agua, o que pode
estar relacionada a alta higroscopicidade daGiPrelatada na literatura (SAHARAN et al.,
2009). Ao contrario do esperado, o fator conceatrata mistura efervescente na formulacéo
nao apresentou efeito estatistico, apesar da coahéayroscopicidade dos componentes
efervescentes. O que pode ter contribuido paraaestado é o fato de que os excipientes
deste estudo foram previamente selecionados deinr@aneninimizar a higroscopia da ME.
Logo, componentes nao-higroscopicos, como acidartew e carbonato de sédio, utilizados
na ME equilibraram a higroscopicidade do aciddazite bicarbonato de sédio (AMELA et

al., 1996).

30.00

20,00 (3] (4] (5]

ME (%)

10.00 T

8.00 34.00 60.00

HPBCD (%)

Figura 5. 8: Diagrama de contorno representando a kmorcdo de agua pelos
comprimidos efervescentes em funcdo da concentracde HPBCD e de ME.Cada linha
representa um valor constante de umidade incorpaaatd% m/m e as regides mais escuras indicam
os valores de maior absorcéo de agua.

Para a condicdo de armazenamento dos comprimidogestentes em auséncia de
umidade relativa (proxima a 0%), observou-se umdgpde agua das amostras condicionada
a ambos os fatores estudados. A ANOVA apontou oefoo2F| [interacao de dois fatores]

como o mais apropriado para analise dessa respmstam F de 3,7, sendo de 93% a chance
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de o modelo estar correto (Tabela 5.5). Os valdeesoeficiente de determinacéo ajustado e
da falta de ajuste de 0,45 e 0,17, respectivameoeprovam a validade do modelo.

O termo de interagdo existente entre os fatoregerracdo de ciclodextrina e
concentracdo de mistura efervescente apresentaramoeficiente negativo indicando que
ambos os fatores combinados promovem a perda @edagucomprimidos em condi¢cdes de
reduzida umidade atmosférica tornando-os maisdisas frageis.

A partir do diagrama de contorno é possivel percehge as regibes em que
predomina somente um dos fatores em altas con¢éatamostraram os melhores resultados

em prevenir a perda de agua nas amostras (Figja 5.

30.00

ME (%)

20.00 —

10.00 —h— |

8.00 34.00 60.00

HPBCD (%)

Figura 5. 9: Diagrama de contorno representando agrda de agua pelos comprimidos
efervescentes em funcéo da concentracédo de D e de ME.Cada linha representa um
valor constante de umidade perdida e as regifes @sauras indicam os valores de maior
perda de agua.

5.4. CONCLUSAO

A partir de um estudo comparativo de solubilidaét®, possivel aumentar a
solubilidade do BNZ na ordem de 20 vezes utilizatdB3CD. Esta variedade de
ciclodextrina proporcionou o maior aumento absotigcolubilidade do farmaco e apresenta
vantagens do ponto de vista industrial sendo, ptrtgelecionada para a elaboragcéo de
complexos de inclusdo em estado solido com o BNZ.

Os complexos de inclusédo preparados com difergmtgsorcdes de BNZ:HCD

revelaram fortes indicios de complexacado, apresdatamportantes incrementos no perfil de
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dissolucdo do farmaco. Além disso, o efeito da dmligla mistura efervescente aos
comprimidos elaborados com tais complexos potemoialainda mais a dissolucdo do
farmaco, promovendo a solubilizacdo completa d& @os estudo em aproximadamente 30
minutos.

A realizacdo de um desenho fatorial permitiu um l@mhecimento dos fenébmenos
estudados com o minimo de tempo e custo materalestudada a contribuicdo de dois
fatores: concentracéo de BIPD e concentracdo de ME na formulacdo de comprisni@o
estudo revelou que altas concentracbes de misteraescente e ciclodextrina conduzem a
um aumento da velocidade de dissolucdo do benaiidamtretanto, altas concentracdes de
ciclodextrina parecem retardar a efervescénciajaptib o tempo de desintegracdo dos
comprimidos e também tornado as formulagfes mdiserdwveis a variagbes de umidade
atmosférica.

Logo, a formulacédo otimizada que alcancou excelemsthora na velocidade de
dissolucédo do benznidazol, bem como um resultagguatio para controle de qualidade e
estabilidade fisica foi estabelecida contend@®IP e ME em niveis médios de concentragao,
com cerca de 48% e 20%, respectivamente.

Esta etapa de desenvolvimento de novas formulagbase de BNZ, demostrou que
incrementos significativos na velocidade de dissidudesse farmaco podem ser alcancados
empregando-se técnicas simples de micronizacddo ta; comprimidos convencionais
guanto comprimidos efervescentes desenvolvidos aquestraram desempenho de
solubilizacdo do BNZ superior ao apresentado meladlacdo comercial disponivel.

A fim de se avaliar o impacto desses incrementaerwhdos na velocidade de
dissolucdo do BNZ na resposta terapéutica desseadédr, segui-se com a formulacéo
selecionada no capitulo anterior, para os estualogvo conduzidos conforme descrito na
préxima parte deste trabalho.
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CAPITULO 6

Capitulo 6: Avaliacdo da eficacia dos comprimidos de benznidal,
desenvolvidos pela técnica de recristalizagdo porudanca de solvente, no
tratamento da doenca de Chagas experimental.

6.1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, importantes avancos no conhet¢ardan biologia e da bioquimica
do T. cruzitem sido reportados, permitindo identificar com sreeguranca potenciais alvos
quimioterapicos para o tratamento da doenca de &8h&8dRBINA; DOCAMPO, 2003).
Dentre os diferentes alvos ja estudados, destaeams-mibidores da biossintese de esterdis,
como cetoconazol, itraconazol, albaconazol, posamine ravuconazol. Alguns destes
farmacos, como o posaconazol j& disponivel paratanhento de infec¢des fungicas, ja foi
usado no tratamento de um caso humano e devea@davem triagem clinica (ARAUJO et
al., 2000; TOLEDO et al., 2003; GUEDES et al., 200DLINA et al., 2000; DINIZ et al.,
2010) Dentre as principais vantagens desses compostosglacdo a terapia atualmente
usada, incluem-se: (i) alta efichcia no tratameddodoenca de Chagas experimental, em
ambas as fases aguda e cronica; (ii) larga digtdbutecidual, caracteristica extremamente
importante, especialmente durante a fase cronicalo#gnca; (iii) baixa toxicidade para
mamiferos, devido ao seu seletivo mecanismo deo. &g limitacdes estdo relacionadas a
complexidade e ao custo de fabricar esses novo$asios, 0 que torna o tratamento
extremamente oneroso.

A literatura mostra que apesar do grande numeraondigculas descobertas com
potencial aplicacdo na terapéutica da doenca dgashaomente trés compostos avancaram
para estudos clinicos, o alopurinol, o itraconaza fluconazol (SOEIRO; DE CASTRO,
2009). Desta maneira, 0 benznidazol permanece ooémico recurso terapéutico disponivel
para combater a doenca de Chagas, apesar de #agdonno tratamento cronico da doenca
(CANCADO, 2002).

Diante disso, ganha espaco as propostas de estedaisgm melhorar a utilizagéo
do BNZ, seja em estudos que o utilizem combinado oatros farmacos (FRANCISCO et
al., 2008; ARAUJO et al., 2000), seja em trabaltledicados a desenvolver sistemas de
liberacdo mais avancados capazes de superar sdlsnpas de biodisponibilidade (LAMA et
al., 2006; SILVA et al., 2008).
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Neste contexto, o estudo proposto teve como objadivavaliacdo bioldgica dos
comprimidos de BNZ desenvolvidos pela técnica deswlizacdo por mudanca de solvente

para tratar a doenca de Chagas utilizando modetmennfectado com a cepa Y do cruzi

6.2. MATERIAIS E METODOS

6.2.1. Modelo animal

Neste trabalho foram utilizados camundon§esss fémeas, com idade aproximada
de 30 dias, pensando de 18 a 23g, oriundos dorBidi@ntral da Universidade Federal de
Ouro Preto. Durante os experimentos os animaisada grupo experimental, foram mantidos
em gaiolas contendo 6 camundongos (protocolo 1) eamundongos (protocolo 2), em
condicdes de dieta e agad libitum

Os animais utilizados foram inoculados, por viaaperitoneal, com 5xfdformas
tripomastigotas sanguineas da cepa YTdoruzi A confirmacdo da infecgdo ocorreu o 4

dia apds a inoculacéo.

6.2.2. Tratamento

Os animais foram tratados com a formulacdo de domgws F2BNZ4ec a base de
microcristais de BNZ selecionada na fase anteriarom o medicamento disponivel no
mercado contendo BNZ (Rocha§inAs formulacées foram administradas por gavagéa (
oral), utilizando uma suspenséo de goma arabi€a.a 4

O tratamento foi iniciado imediatamente apés aaéi® do parasito pelo exame de

sangue a fresco.
6.2.3. Protocolos de estudo
Com o objetivo de avaliar a eficacia farmacoldgitza formulacdo desenvolvida

contendo microcristais de BNZ, comparando-a comedicamento disponivel no mercado,

foram utilizados dois protocolos de estudo, confodescritos nas figuras 6.1 e 6.2.
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Camundongos inoculados com
cepa Y dadr. cruzi

Tratamento por 7 dias consecutivos utilizando F2BNZ

ou Rochagah

Controle
Placebo

Grupo 1
100mg/Kg

Grupo 2
50mg/Kg

Grupo 3
25mg/Kg

Avaliagdo da parasitemia e da mortalidade duragt8@dias apos o
tratamento

Figura 6. 1. Protocolo de estudo 1 utilizado no ttamento da doenca de Chagas
experimental por 7 dias.

O protocolo de estudo 1 [PE1] analisou a resp@stgpéutica dos grupos tratados
com doses decrescentes de BNZ por um periodo @udias), buscando avaliar a reducéo da

parasitemia na fase aguda. A mortalidade foi adalidurante o tratamento e apés 30 dias

seguintes.
Camundongos inoculados com
acepaY dd. cruzi
I
Tratamento por 20 dias consecutivos
I
I I [ [ [ |

Controle Rochagarf Rochagar? F2BNZpec Rochagarf F2BNZpec
N&o Tratado 100mg/Kg 75mg/Kg 75mg/Kg 50mg/Kg 50mg/Kg

Avaliacdo da parasitemia e da mortalidade duraét8@dias
apos o tratamento

Imunossupressao

Coleta de sangue para HC
e PCR 30 dias apds o
tratamento

Avaliacéo da
reativacao parasitaria ¢
mortalidade

Figura 6. 2: Protocolo de estudo 2 utilizado no ttamento da doenca de Chagas
experimental por 20 dias.
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No protocolo de estudo 2 [PE2], os animais forarbnstidos a um ciclo de
tratamento completo (20 dias consecutivos) com jetieb de avaliar a cura parasitologica
através dos seguintes testes: Exame de sangusca fieSF], Hemocultura [HC] e Reacao
em cadeia da Polimerase [PCR]. A mortalidade tamfoéavaliada durante e ap6s o periodo
de tratamento (ROMANHA et al., 2010).

Ciclos de imunossupressao

Os ciclos de imunossupressao iniciaram-se 30 ¢ids a tratamento (no 53° dia de
experimento) com a finalidade de confirmar a auséde parasitos ap0s o tratamento. Em
cada ciclo, foi administrado diariamente por vigraperitoneal, 0,05mL de ciclofosfamida
(Genuxaf) na concentracdo de 20mg/mL durante trés ciclosemitivos. Cada ciclo é
composto de 7 dias sendo 4 dias consecutivos daniathacdo do medicamento e 3 dias de
pausa entre um ciclo e outro. A parasitemia foiliasta durante o periodo de

imunossupressao e por mais 10 dias posteriores.
6.2.4. Testes parasitoldgicos
6.2.4.1. Exame de Sangue a Fresco [ESF]

Este teste consistiu em quantificar a parasiternisangue coletado da cauda do
animal, seguindo a técnica proposta por BrenerL9BRENER, 1962). Os dados foram
apresentados conloog da média dos valores maximos de parasitemia cidesvem cada

animal dos grupos experimentais.
6.2.4.2. Hemocultura [HC]

Para o teste de hemocultura, 0,4 a 0,6mL de sadgumdos os camundongos
tratados foi coletado assepticamente pelo plex@s@metro-orbital e distribuidos em tubos
cobnicos de 15mL contento 3mL de meio LIdiver Infusion Tryptose Os tubos foram
incubados em estufa a 28°C. As hemoculturas foreammadas aos 30, 60, 90 e 120 dias

apos a sua realizacdo (CHIARI et al., 1989).
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6.2.4.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase [PCR]

Foram coletados 200uL de sangue através do plenosueretro-orbital de cada
animal, e acondicionados em 200uL de solucéo deiGina-HCI/EDTA a 6,0M e pH 8,0.
As amostras de sangue em Guanidina/EDTA foram oet temperatura ambiente e apos 7
dias foram fervidas em banho-maria a 100°C por ithutos (BRITTO et al., 1993). O lisado
obtido foi estocado a temperatura ambiente antestacao do DNA.

Para a extracdo do DNA utilizou-se a técnica prigppsr Gomes e colaboradores
(1998). Amostras de 200uL do lisado foram coloca@asnicrotubos de 1,5mL (Eppendrf
para serem desproteinizados com 200uL de solug@bdroformio (1:1 v/v). A mistura foi
homogeneizada por inversao e centrifugada a 1(60@or 5 minutos. O sobrenadante foi
removido e ao sedimento foram adicionados 300utlateformio e centrifugado novamente
por 5 minutos a 10.000rpm.

O sobrenadante foi transferido para microtubos ¢Bgprf) contendo 20pL de
acetato de sdédio a 10mM, e em seguida foi adicod&duL de etanol absoluto gelado. Essa
mistura foi homogeneizada lentamente e mantida @nido de gelo por 20 minutos. Apés
esse periodo, as amostras foram centrifugadasO@@Pm por 15 minutos. O sobrenadante
foi descartado e apés a volatilizacdo do etanablatts 0 DNA obtido foi resuspendido em
20pL de agua mili-Q e mantido a temperatura de ai@s da amplificacdo (GOMES et al.,
1998).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em olome final de 9uL contendo
5X Green Gdad’ (Promeg8), MgChL a 2,5mM (Promedd, 2,5mM de dNTP MiR
(Invitrogen), 1,0 unidade dBaqDNA polimerase a 5u/pL (@ad® Flexi), e os primers 121
(5°- AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA - 3) e 122 5
GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT - 3)).

Foram realizados 35 ciclos de amplificacdo em ummdeiclador automatico
(MasterCycle?). As condic8es da reacdo foram: desnaturacdo dé ®85°C por 1 minuto
(com etapa inicial mais longa por 5 minutos), ameliato dos iniciadores a 65°C por 1
minuto, extensao a 72°C por 1 minuto com etapa @i@d.0 minutos.

As etapas de extracdo e amplificacdo do DNA foraomitaradas com controles
negativos (amostras de sangue de camundongos fémados) e positivos (sangue de

animais infectados da fase aguda). Além disso, peitar contaminacdes, cada etapa da
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reacao foi realizada em ambientes separados.amil@ reagentes e equipamentos destinados
exclusivamente para cada uma das mesmas.

O resultado da amplificacdo pela PCR foi visualwgdr eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6% revelados por uma solugdo dap(SANTOS et al., 1993). O tamanho
das bandas amplificadas foi monitorado pela utiipede marcador de peso molecular igual a
100pb. Apoés a eletroforese, o gel foi fixado enugébd de etanol a 10% e acido acético a
0,5% por 5 minutos, sob agitacdo. Em seguida,sedtegao foi desprezada e o gel foi corado
com uma solucao de nitrato de prata a 0,2% por ihQtos sob agitacdo. Posteriormente, o
gel foi lavado por 1 minuto em agua destilada elsglo em solucdo de NaOH a 0,75M e
formaldeido a 0,1M, sob agitacdo, até o aparecindas bandas. Novamente o gel foi
transferido para a solucéo fixadora e fotografamia plocumentacéo.

Os dados de PCR foram apresentados como porcentigeuna (%).

6.2.5. Andlise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada wsared program&raphPad Prism
5 (GraphPad Softwaf$. As médias dos picos méaximos de parasitemia whdes para os
animais infectados foram comparados por meio diésarde variancia dos dados [ANOVA] e

pelo teste de Tukey. As diferencas foram consigeratgnificativas quando o valor geoi

menor que 0,05.
6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Protocolo Experimental 1

A figura 6.3 mostra d.og do pico maximo de parasitemia observado entre os

animais infectados e tratados com o Roch8gacom a formulacio F2BNZc.
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Figura 6. 3: Log dos picos maximos de parasitemia apresentados poamundongos
infectados com a cepa Y ddrypanosoma cruzie tratados por via oral com diferentes
doses de Rochagdhe F2BNZec.

Considerando as doses 100 e 50mg/Kg de peso chrperaduas formulacdes
testadas induziram uma reducdo significativa no picdximo de parasitemia quando
comparado com o grupo controle infectado néo teaf@iNT], sendgp<0,05 para os grupos
tratados com Rochag%re p<0,001 para os grupos tratado com F2BNZ Dentre os grupos
tratados com a dose de 25mg/Kg, somente o grupadtracom a formulacdo F2BNZ:
apresentou uma reducéo significativa na parasitquaado comparado com o grupo controle
(p<0,001).

Como previsto, observou-se uma clara relacdo enttese administrada e os niveis
de parasitemia. Para todas as doses utilizadagiug&o da parasitemia foi mais pronunciada
nos grupos tratados com F2BMNZ quando comparado com os grupos tratados com
Rochagafi em cada dose.

Os demais parametros biologicos analisados confamao melhor desempenho
terapéutico da formulacdo F2BNz quando comparada, ha mesma dose, com a formulacao
comercial.

De acordo com os dados da tabela 6.1, dentre gegttatados com o Rochadan
apenas a dose de 100mg/kg de peso corporal foz aipauprimir a parasitemia no periodo
estudado, enquanto que o tratamento com F2BNOI capaz de suprimir a parasitemia em
100% dos animais, dos grupos tratados com as dies&60 ou 50mg/kg de peso corporal,

atingindo ainda 33% de supressao com a dose 25mg.
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Tabela 6. 1. Parametros biolégicos avaliados em caimdongos infectados com a cepa Y
do Trypanosoma cruzie tratados diariamente com as formulacdes de F2BNZ: e
Rochagarf durante 7 dias.

Parametros avaliados

GLUZP(SOS Supressdo da  Tempo de supress&o da Mortalidade?
parasitemia parasitemia

Rochagan -100 6/6 (100%) 10,3+6,0 0/6
F2BNZyec-100 6/6 (100%) 22,049,2 0/6
Rochagan -50 0/6 (0%) ND 1/6
F2BNZyec-50 6/6 (100%) 13,7£12,8 0/6
Rochagan -25 0/6 (0%) ND 2/6
F2BNZyec-25 2/6 (33%) 1,5+0,7 0/6

CNT ND ND 6/6

3dados expressos como n° de animais com efeito\azi®n® total de animai§;dados expressos como média do tempo em
dias = DP, sendo 30 dias o tempo maximo estipul@tid = controle infectado nao tratado, ND = dado di&ponivel.

O tempo para a reativacao da parasitemia aposamieato também foi dependente
da dose e da formulacao (Tabela 6.1). Consideraadgomaior dose administrada (100mg/kg
de peso corporal), os animais tratados com o Racflagpresentaram reativacdo da
parasitemia 10 dias apos o término do tratamemquanto a administracdo do BNZ
micronizado (F2BNZgc) induziu uma supressao parasitaria de 22 diasosk de 50mg/kg
de F2BNZec conseguiu suprimir a parasitemia nos animais f@ta dias apds o término do
tratamento.

O protocolo adotado para este estudo com um ceriogo de tratamento (7 dias)
ndo € suficiente para promover a cura parasitdogdios animais, logo a reativacdo da
parasitemia ap0os o periodo de supressao ja ereadep&sse protocolo foi util para comparar
a formulacdo desenvolvida com a formulacdo comleecipara estabelecer relacbes dose-
resposta com a formulacao desenvolvida.

Outro resultado foi encontrado para F2BMNZem relagdo a mortalidade dos animais
nos grupos tratados. Enquanto apenas a dose dey@0de peso corporal de Rochaléoi
capaz de impedir a morte dos animais durante ogeestudado, os comprimidos F2BM&
promoveram 100% de sobrevivéncia para todos osogrtyatados (100, 50 e 25mg/Kg)
(Tabela 6.1).

Os resultados encontrados nos ensaios em animaabomm os estudas vitro
realizados com os comprimidos desenvolvidos pelasida de recristalizacdo por mudanca de
solvente. Pode-se concluir que a rapida velocidéeledissolugdo do farmaco verificada
anteriormente, repercute na sua absorcao bioldgiopprcionando uma importante melhora

terapéutica no tratamento experimental da doen&hdgas.
Flavia Pires Maximiano 131



CAPITULO 6

Esse possivel incremento de biodisponibilidade&iméco em estado micronizado
sugere a possibilidade de reduzir as doses de BMNZadas e manter a maxima resposta
terapéutica de supressao parasitologica. Tal redogdera proporcionar importante impacto

na diminui¢do dos efeitos tdéxicos do farmaco e ethor cumprimento da terapéutica.

6.3.2. Protocolo Experimental 2

De modo a avaliar a eficacia farmacoldgica da féagdo F2BNZec durante um
ciclo completo de tratamento (20 dias), foram zdilias as doses descritas na figura 6.2,
excluindo-se a dose de 25mg/Kg, incapaz de reduparasitemia de maneira satisfatéria, e
adicionando-se a dose de 75mg/Kg, um valor médfaira estudada, e que de acordo com o
estudo inicial (PE1), poderia apresentar resultadaselhantes a dose 100mg/Kg.

A tabela 6.2 resume os dados obtidos na avaliagdoithero de doses necessarias
para suprimir a parasitemia, do tempo em que aess@o foi mantida e da mortalidade

durante o tratamento e apés um periodo de 30 dias.

Tabela 6. 2: Parametros biolégicos avaliados em caimdongos infectados com a cepa Y
do Trypanosoma cruzie tratados diariamente com as formulacbes F2BNgc e
Rochagarf durante 20 dias.

Parametros avaliados

Grupos Numero de doses Tempo de Mortalidade durante e
(n=6) para inicio da supresséao da apos 30 dias de
supressad parasitemia’ tratamento

Rochagan -100 1,4+0,7 26,1+8,3 0/10
Rochagan -75 1,4+0,7 11,4+10,0 1/10
F2BNZyec-75 1,4+0,7 17,5+11,5 1/10
Rochagan -50 3,8+3,1 14,6+£12,8 0/10
F2BNZyec-50 2,225 19,7+£12,1 0/10

CNT ND ND 10/10

3dados expressos como média + BBados expressos como média do tempo em dias ssBirlo 30 dias o tempo maximo
contados a partir do fim do tratamenttdados expressos como n° de animais com efeito \@ak#n°® total de animais,
sendo 30 dias o tempo maximo contados a partimddd tratamento. CNT = controle infectado ndo ttatdND = dado néo
disponivel.

Nota-se que com 0 mesmo numero de doses obteveugpgassao da parasitemia nos
grupos tratados com Rocha§afl00 e 75mg/Kg) e F2BNZc (75mg/Kg). A dose de
50mg/Kg, para ambos os tratamentos, apresentouesangenho abaixo do esperado, sendo

necessario um namero maior de doses para inilaraspemia.
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Os resultados de tempo de supressdo da parasit@wearam um melhor
desempenho da formulacdo de Roch&gam dose de 100mg/Kg, que apresentou um tempo
de supressao de aproximadamente 26 dias. Pareeaddog5smg/Kg, o tempo de supressao
atingido com F2BNgec (17,5) foi superior ao tempo de inibicdo consegumm o
Rochagafi nessa mesma dose (11,4), porém, inferior ao ofgedo Rochagdh na dose
referencia de 100 mg/Kg.

Os dados de mortalidade mostraram resultados sawil@os encontrados no PEL.
Tanto a formulagdo F2BNgZc quanto o Rochag&roram capazes de prevenir a mortalidade
da maioria dos animais tratados em comparacdo cgnupn controle, em todas as doses
testadas (Tabela 6.2).

Com o intuito de se confirmar a auséncia de paaditirante o periodo de supressao
mostrado na tabela 6.2, procedeu-se a imunosséaprdses animais a partir do 30° dia apds o
fim do tratamento. Os dados de reativacéo sdo aumsma figura 6.4, comolL@g dos picos
maximos de parasitemia, obtidos pela média dosspicaximos de parasitemia que cada

animal apresentou apds 0s ciclos de imunossupressao

e
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Figura 6. 4: Log dos picos maximo de parasitemia de camundongos éttados com a
cepa Y doTrypanosoma cruzitratados por via oral com as formulacbes F2BNdc e
Rochagar?, nas doses 50 e 100mg/Kg de peso corporal.

Os dados de parasitemia (Figura 6.4) mostraram @pés o0s ciclos de
imunossupressdo, os grupos tratados com 50mg/KERB&Z.ec ou Rochagah e com a
dose de 75mg/Kg de Rochagan apresentaram uma gargsitaria semelhante a do grupo

controle [CNT], evidenciando a falha terapéuticasegs tratamentos.
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Os animais tratados com F2BN£ 75mg/Kg apresentaram um resultado de inibicdo
da parasitemia superior ao do Rochagan com a messga contudo inferior ao conseguido
com a dose referéncia de Rochdg&h00mg/Kg). Nenhum dos grupos avaliados revelou-se
capazes de curar todos 0os animais. A reativacjmadesitemia observada mesmo no grupo
tratado com BNZ 100mg/Kg era esperada, uma vezaguepa Y utilizada neste estudo
mostra-se parcialmente resistente ao BNZ (FILARBRENER, 1987).

Ensaios parasitolégicos complementares foram exhii a fim de se confirmar a
cura parasitolégica dos animais que nao reativasarparasitemia apdés o0s ciclos de
imunossupressdo. Os dados fornecidos pelo exantédCde de PCR estdo detalhados na
tabela 6.3.

Tabela 6. 3: Dados dos testes de HC e PCR obtidas camundongos infectados com a
cepa Y do Trypanosoma cruzi apés 30 dias de tratamento com F2BNg£c e
Rochagarf.

Animais com reativacdo da  HC e/ou

Grupo (n=10) parasitemia® PCR (+)b % de cura
BNZ 100mg/Kg 3/10 3/10 70%
BNZ 75mg/Kg 9/9 9/9 0
F2BNZec 75mg/Kg 5/9 6/9 33,3%
BNZ 50mg/Kg 10/10 10/10 0
F2BNZyec 50mg/Kg 9/10 9/10 10%

Numeros de animais que apresentaram parasitemiaoapriclos de imunossupressao
®Animais que apresentaram exame de HC e PCR pdaifinro total de animais no grupos.

Confirmando os resultados anteriores, os dadosedeotultura apresentados na
tabela 6.3 revelaram que o numero de animais cammexpositivo foi muito maior nos
grupos tratados com Rochafab0 e 75mg/Kg em comparacdo com as mesmas doses de
F2BNZyec. Ficando evidente a melhora da acdo do BNZ obtdm a formulagéo
F2BNZyec.

Os dados de PCR, considerados mais conclusivo®lagéo a cura parasitologica,
revelaram que houve cura em 70% dos animais tsiemo o BNZ 100mg/Kg, ndo havendo
cura em nenhum dos animais tratados com Rocfiagrandoses inferiores. Verificou-se cura
de 33,3% no grupo tratado com F2BM& 75mg/Kg e de 10% dos animais tratados com
50mg/Kg de F2BNZec. Estes dados sugerem que as mudancas observaigenfis de
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dissolucdo do BNZ nas etapas iniciais deste estudfietiram positivamente na

biodisponibilidade do BNZ e consequentemente, asagéo terapéutica.

6.4. CONCLUSAO

A partir de modelos experimentais para a doengah#gas foi possivel demonstrar
qgue as melhorias nas caracteristicas de solubdiddal BNZ, conseguidas através do
desenvolvimento farmacotécnico de microcristaisdoist pela técnica recristalizacdo por
mudanca de solvente, foram capazes de propordimmesr resultados terapéuticos em relacao
a formulagao comercial na mesma dose.

A formulagcdo F2BNZegc desenvolvida conseguiu reduzir a parasitemia e a
mortalidade mesmo em doses sub-terapéuticas, alémprdmover incrementos nos
percentuais de cura parasitologica, em relacdosasdequivalentes do tratamento comercial
atualmente disponivel, também a base de BNZ.

O estudo realizado confirma a promissora estratégiatada recentemente de
desenvolver tratamentos mais eficazes para a daen€hagas, baseados na elaboracéo de
sistemas de administracdo melhores estruturadosapazes de superar as barreiras
biofarmacéuticas, limitantes para o desempenhafatitiio de potentes farmacos como o
BNZ. Neste contexto, os microcristais de BNZ praefdas neste estudo representam um
importante avanco na terapéutica antichagasicac®NZ, embora a formulacdo necessite

ser aprimorada de forma a aumentar sua viabilidadiea.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

e Os estudos de pré-formulacéo realizados com o azoi originaram uma ampla
base de dados, em grande parte inédita, que separa delinear os parametros de
gualidade desse farmaco e norteardo o desenvoliongiro de dispositivos mais

avancados de administracdo desse principio ativo.

e A producdo de complexos de inclusdo entre benzoida&z ciclodextrinas
proporcionou resultados expressivos de aumentooh#ikdade e no perfil de
dissolucdo do farmaco. A introducdo desses compleromatrizes efervescentes de
comprimidos potencializou a solubilizagédo do bedamnol e cumpriu os requisitos

farmacopéicos de qualidade.

« O método de micronizacdo de farmacos atraves dstedizacdo por mudanca de
solvente mostrou-se capaz de produzir particulasbel®znidazol de tamanho
reduzido, estaveis fisica e quimicamente e capdeesolubilizar-se rapidamente.
Essa técnica propiciou o incremento no perfil desalucdo dos microcristais de

benznidazol, ndo afetado pelo processo de compressa

* Os recursos farmacotécnicos alternativos, usadste mstudo, se mostraram como
técnicas simples, de baixo custo e que perfeitaaradem ser adaptadas a escala de

producao industrial.

* Os estudos de atividade biolégica em modelo murfextado com a cepa Y da
cruzi conduzidos utilizando comprimidos de benznidazslethvolvidos pela técnica
de recristalizacdo por mudanca de solvente mosiratamento nos percentuais de
cura parasitolégica dos animais tratados com aulmgdo desenvolvida, quando

comparandos com o tratamento comercial disponivel.

» Espera-se que os resultados deste estudo embas@s pesquisas em busca de
formulacdes mais efetivas para o tratamento dededlfile pessoas infectadas com a
doenca de Chagas em toda a América Latina, quea gimdcisam de ajuda.
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