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RESUMO

SARTORI, Gabriela Julianelly. Desenvolvimento de nanocristais de efavirenz
para incremento do perfil de dissolugdo. 2016. 155f. Dissertagdao Mestrado
Profissional em Gestao, Pesquisa e Desenvolvimento na Industria Farmacéutica
— Fundacgao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2016.

O efavirenz é um antirretroviral amplamente utilizado no tratamento de
HIV, porém este farmaco encontra problemas de biodisponibilidade devido a sua
baixa dissolugdo em meio aquoso. Nanocristais de farmaco sdo uma forma
considerada segura de aumentar a dissolugao sem promover uma alteragao na
molécula. Seu preparo pode ser feito por diferentes técnicas, uma delas é a
nanocristalizagao por antissolvente. Que consiste na precipitagdo de farmaco a
partir de uma fase organica, inserindo-a em uma fase aquosa, na qual o farmaco
€ pouco soluvel. Esta técnica é considerada promissora pois frente a outros tipos
de método de preparo tem menor demanda energética, de tempo e custo. O uso
de nanocristais preparados por esta técnica € uma alternativa promissora para
alcancar o incremento da dissolugdo. No presente trabalho foram preparados
nanocristais de efavirenz testando-se diferentes condicdes experimentais. Como
resultado foram obtidas suspensdes que foram levadas entdo a secagem. O po
obtido foi caracterizado por técnicas de espectroscopia de |V, para identificacdo
da estrutura quimica; DRX para verificagdo da cristalinidade e MEV a fim de
observar a morfologia das particulas formadas. Também foi realizado ensaio de
dissolucéo por dispersao. Uma vez obtidos os perfis das amostras, foi possivel
comparar os resultados e realizar alteragdes necessarias a fim de otimizar uma
formulacdo como alteragbes nas concentragdes de estabilizantes, no grau de
saturagdo do sistema, no método de agitacdo, dentre outras. Também foi
realizado um estudo inicial acerca da estabilidade fisica das suspensdes
formadas utilizando técnicas de espalhamento de luz. Por fim, foram
encontradas algumas formulagbes que promoveram grande incremento na
dissolucdo, a que teve melhor desempenho combinava uso de precipitagao
seguida por moagem em moinho coloidal. A analise da suspensao mostrou
controle eficaz do tamanho de particula, no que diz respeito tanto ao tamanho
em escala nanométrica quanto reducéo na polidispersao das particulas; foi visto
por DRX que esta amostra manteve a mesma estrutura cristalina da matéria-
prima, no IV n&o foi revelada qualquer reacdo quimica entre EFV e
estabilizantes. O ensaio de dissolugdo apresentou incremento significativo do
perfil, atingindo 98% de eficiéncia de dissolugao.

Palavras-chave: Efavirenz. Nanocristais. Precipitagdo por antissolvente.
Tamanho de particula. Potencial zeta. Perfil de dissolucéao.
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ABSTRACT

Development of efavirenz nanocrystals for enhancing the dissolution profile.

Efavirenz is an antiretroviral widely used in the treatment of HIV, but this drug has
bioavailability problems due to their low dissolution in an aqueous medium. Drug
nanocrystals are considered a safe way to enhance dissolution without causing
a change in the molecule. They can be prepared by different techniques, one of
which is nanocrystallization by antisolvent. It constitutes in drug precipitation from
an organic phase by adding it in an aqueous phase, in which the drug is poorly
soluble. This technique is considered promising when compared to other
preparation methods due to low energy, time and cost required. The use of
nanocrystals prepared by this technique is a promising alternative to achieve a
dissolution enhancement. In the present work, we prepared efavirenz
nanocrystals by testing different experimental conditions. The obtained
suspensions were dried. The powder was characterized by IR spectroscopy
techniques for identification of chemical structure, XRD for verifying the
crystallinity and SEM in order to observe the morphology of the particles. The
dissolution test by dispersion was also conducted. Once obtained the profiles of
the samples, it was possible to compare the results and make necessary changes
to optimize the formulations such as, changes in stabilizers concentrations, the
degree of system saturation and the agitation method, among others. An initial
study on the physical stability of the suspensions formed, using light scattering
techniques was also carried out. Finally, we found some formulations that
promoted large increase in dissolution profile. The one with the best performance
combined precipitation followed by grinding in colloid mill. The suspension
analysis exhibited effective control of particle size, as regards both the size at the
nanometer scale as the reduction in the polydispersity of the particles; XRD
showed that the sample maintained the same crystal structure of the raw material;
the IV did not revealed any chemical reaction between EFV and stabilizers. The
dissolution test presented large enhancement of the profile, reaching 98%
dissolution efficiency.

Keywords: Efavirenz. Nanocrystals. Anti-solvent precipitation. Bioavailability.
Dissolution profile
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INTRODUGAO

Estima-se que no ano de 2014 havia 734 mil pacientes infectados com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) no Brasil, 44 mil dos casos referidos
somente tiveram seu diagnostico fechado em 2014. Neste mesmo ano foram
estimados 16 mil 6bitos decorrentes de infecgdes por HIV, porém este numero
nao é exato uma vez que os pacientes vao a 6bito ndo pelo desenvolvimento de
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), mas sim pelas comorbidades
associadas ou mesmo por infecdes oportunistas decorrentes da depressédo do
sistema imunitario dos pacientes (UNAIDS, 2014).

O efavirenz (EFV) é um antirretroviral inibidor n&o nucleosidico da enzima
transcriptase reversa, a qual transforma o acido ribonucleico (RNA) viral em
acido desoxirribonucleico (DNA), passivel entdo de se integrar ao DNA do
hospedeiro e utilizar o aparato celular para a multiplicagdo de coépias virais
(SOUZA; ALMEIDA, 2003). Sendo assim o farmaco inibe uma etapa limitante
para a multiplicagdo do virus no organismo. O EFV é amplamente usado na
terapia anti-HIV de adultos e criangas, o uso das doses adequadas de EFV tende
a atingir excelentes resultados terapéuticos, porém quando n&o administrado
corretamente pode incorrer em falha completa da farmacoterapia.

No Brasil, o EFV esta disponivel na forma de comprimidos revestidos e
solugdo oral, contudo a biodisponibilidade destes medicamentos atinge um
maximo de 45%, sendo considerada baixa (CHIAPPETTA et al., 2011). Isso
ocorre porque, devido a sua natureza hidrofébica, o EFV se inclui na classe Il do
sistema de classificagdo biofarmacéutica (SCB), com baixa solubilidade a alta
permeabilidade.

A baixa hidrofilia deste farmaco afeta diretamente a sua dissolugdo em
meio aquoso (SHAH; AMIDON, 2014), sendo esta considerada uma etapa
limitante para a absor¢gdo de um farmaco. Logo, na busca por uma maior
biodisponibilidade do EFV, é natural procurar estratégias que incrementem o
perfil de dissolu¢do do farmaco.

A taxa de dissolugao de um solido em um sistema liquido é regulada pela
area superficial das particulas, dentre outros aspectos, onde quanto maior a area

superficial maior sera a taxa de dissolugao (MARTIN, 1993). Desta forma, uma
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das alternativas para aumentar area de superficie € a redu¢gdo do tamanho de
particula.

E esperado que a reducdo do tamanho de particula de EFV a escala
nanométrica promova aumento da dissolugdo do farmaco. Para atingir este
objetivo estdo disponiveis diversas técnicas. Na procura por melhores métodos
produtivos, foi escolhida a cristalizagao por antissolvente como alternativa para
a producao dos nanocristais de EFV.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Relevancia do efavirenz

Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e da UNAIDS, programa
conjunto das Nacdes Unidas sobre HIV/AIDS, estimam que no ano de 2014
aproximadamente 37 milhdes de pessoas, dentre elas adultos e criangas,
conviviam com o HIV/AIDS (UNAIDS, 2015). Outros dados divulgados pelo
Ministério da Saude sugerem que somente no Brasil residam 734.000 pessoas
com AIDS (BRASIL, 2015) e que apenas no ano de 2013, dados mais recentes,
foram identificados 44.000 novos casos de infeccao por HIV (UNAIDS, 2014). A
principal forma de contengcédo da multiplicagéo viral e aumento da expectativa de
vida dos pacientes é o tratamento com antirretrovirais (SMITH, 2001).

O EFV, cuja férmula estrutural é apresentada na Figura 1, € um
antirretroviral (ARV) inibidor n&o-nucleosidico da transcriptase reversa,
amplamente usado na terapia anti-HIV. O tratamento pediatrico, para criangas
acima de 3 anos de idade, usualmente inicia-se com a administragéo de EFV,
podendo estar associado ou ndo a outros ARVs (WINTERGERST et al., 2008).
Quando o medicamento é administrado corretamente, a terapia chega a atingir
uma contagem viral abaixo do limite de detecgdo em 80% dos casos, no entanto
a nao aderéncia ao tratamento pode gerar falha do mesmo e aumento na
mortalidade (BURGER et al., 2006).

Figura 1. Férmula estrutural do EFV (BRASIL, 2010)
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O medicamento referéncia do EFV registrado no Brasil € o Stocrin,
presente em duas possiveis formas farmacéuticas, comprimidos revestidos de
600 mg e solugao oral com 30 mg/mL (BRASIL, 2014). Sendo a forma sélida
mais utilizada em adultos e a forma liquida para o ajuste no tratamento infantil.

O EFV chega a ser utilizado por aproximadamente 40% dos pacientes em
tratamento ARV. Sendo assim, em 2007, o governo brasileiro realizou um
processo de licenciamento compulsorio, possibilitando a producdo de
medicamento genérico do comprimido de EFV pelos laboratérios oficiais
(CHAVES, 2007). Atualmente, o laboratdrio farmacéutico oficial que produz EFV
genérico € Farmanguinhos (ANVISA, 2015).

Fora do Brasil também estdo disponiveis outras versées do EFV, em
comprimidos revestidos de 600 mg ou capsulas duras de 200 mg sob 0 nome
comercial Efavir, produzido pelo laboratério Cipla Pharmaceuticals (CIPLA
PHARMACEUTICALS, 2015); Sustiva oferecido em capsulas duras de 50, 100
ou 200 mg e produzido pela Bristol, Meyers & Squibb (BRISTOL-MEYES
SQUIBB, 2015).

1.2. Caracteristicas farmacocinéticas do efavirenz

A biodisponibilidade dos comprimidos revestidos de EFV fica em torno de
40-45%, no entanto estudos clinicos apontam que a biodisponibilidade da forma
liquida € 20% menor que a biodisponibilidade da forma sdlida oral, variando entre
os estados de jejum e apos alimentagédo (CHIAPPETTA et al., 2011).

A meia-vida do EFV é de pelo menos 52 horas apds a administragao, o
que faz com que este farmaco seja apropriado para uma posologia de uma dose
diaria. Os principais efeitos adversos associados a terapia com EFV sao rash
cutaneo e efeitos no sistema nervoso central (SNC) (MAGGIOLO, 2009).

Os efeitos no SNC mais comuns sdo tonturas, cefaleia, confusdo mental,
dificuldade de concentragdo, amnésia, psicose e insdnia, sendo esta uma das
principais causas da descontinuagédo precoce do tratamento. Porém a maioria
dos efeitos neurolégicos tende a desaparecer apds algumas semanas desde o
inicio da terapia (MAGGIOLO, 2009).
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1.3. Caracteristicas fisico-quimicas do efavirenz

1.3.1. Cristalinidade

Os solidos podem cristalizar sob diferentes formas, a existéncia de varias
fases sodlidas depende das interacdes moleculares que governam a orientagao
do empacotamento cristalino. Diferencas entre as formas cristalinas alteram a
energia livre dos possiveis estados dos sélidos (CHADHA et al., 2013). Uma vez
que propriedades como ponto de fusdo, densidade, solubilidade e estabilidade
do farmaco dependem da sua capacidade de se desvencilhar de sua estrutura
cristalina, esta passa a ser de extrema importancia na definicdo das
propriedades de um sélido (DURAN et al., 2010).

Diferentes formas cristalinas podem ser compostas apenas do farmaco
em questdo, sendo chamadas de polimorfos, ou possuirem também outros
componentes ligados ao farmaco de modo nao covalente como sais, hidratos,
solvatos e cocristais, sendo importante ressaltar que essas fases podem se
organizar sob diferentes arranjos cristalinos (CHADHA et al., 2013).

O EFV possui diversos sitios de ligagdes de hidrogénio, o que Ihe confere
a possibilidade cristalizar sob diferentes formas (CHADHA et al., 2012b). A
patente depositada por Radesca e colaboradores (1999) faz referéncia a cinco
polimorfos do EFV caracterizadas utilizando calorimetria exploratoria diferencial
(DSC) e difragao de raios X de pés (DRX).

A patente aponta o polimorfo | como estavel, devido ao seu ponto de fusao
(PF) ser o mais elevado dentre as formas encontradas. Também é relatado que
os outros polimorfos encontrados sofrem transi¢cdo para a forma | frente ao
aumento da temperatura. Isto fica exemplificado na Figura 2 que apresenta o
DSC da forma Il do EFV. E possivel observar um evento endotérmico relativo a

fusao da forma Il seguido de uma cristalizagcdo em EFV forma | e posterior fusao.



21

27
= M
> ' 7*
\ .
- 135.81°C
117.66°C 53.88J4/79
s . 16.744/g
(1]
(8]
[}]
u -
o
X
=
L 4 118.56°C
ExoT 1
136.90°C
'6 [ T I T ] T I T l T ] T 1
20 40 60 80 100 120 140 160

Temperatura (°C)

Figura 2. DSC da forma Il do EFV (modificado de RADESCA et al., 1999)

A forma | cristaliza sob uma hélice de cadeia dupla, estabilizada pelas

ligagbes de hidrogénio N-H-:-O; estas hélices formam uma estrutura hexagonal
de trés dimensdes, Figura 3 (MAHAPATRA et al., 2010b). Além dos polimorfos
patenteados, incluindo a forma |, ha também relato de que o EFV recristalize sob
a forma de solvatos, hidratos e cocristais (FANDARUFF et al., 2014).

(a) (b)

Figura 3. EFV forma I: (a) dupla hélice vista sobre o eixo c. A insergdo mostra a
formacgao das cadeias de dupla hélice; (b) empacotamento das hélices.
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Estudos indicam a forma | do EFV como o polimorfo mais estavel
(CHADHA et al., 2013; MAHAPATRA et al., 2010). Porém, ao fazer uso de
estudos termodinamicos Fandaruff e colaboradores (2014) concluem que o

polimorfo Il do EFV é mais estavel que o polimorfo | a temperatura ambiente

1.3.2. Solubilidade e dissolucdo

O EFV é um po cristalino de baixa solubilidade em agua, entre 3-9 pg/mL,
e uma baixa taxa de dissolugéo intrinseca (TDI) de 0,037 mg/cm?/min (PATEL et
al., 2014). No sistema de classificagdo biofarmacéutica (SCB) ele se encontra na
classe Il, dos farmacos com baixa solubilidade e alta permeabilidade
(CHIAPPETTA et al., 2010).

A dissolugao é o fendmeno no qual uma determinada substancia dissolve-
se em uma solugdo. Em 1970 foi publicado na United States Pharmacopeia
(USP) XVIII o primeiro ensaio de dissolugao oficial para uma forma farmacéutica
sélida. Logo a Food and Drugs Administration (FDA) passou a considerar o teste
de dissolugcdo um importante parametro de qualidade. Atualmente a dissolucéo
€ amplamente aceita como ferramenta para previsdo de comportamento in vivo,
além de auxiliar na diminuicdo de custos e tempo durante a etapa de
desenvolvimento (WONG; COLLINS, 2008).

De acordo com a sequéncia basica de fendmenos farmacocinéticos que
ocorrem com os medicamentos de administragao oral, a dissolugdo € uma etapa
prévia a absorcao (Figura 4). Baseando-se nestas etapas € seguro dizer que
para um medicamento de liberacdo imediata e pertencente a classe Il do SCB,
como € o caso do EFV, o incremento da taxa de dissolugao tende a estender a
absor¢cdo do farmaco, aumentando assim a biodisponibilidade (CHO et al.,
2010).
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Figura 4. Sequéncia de eventos decorrentes desde a administracdo até o
momento do efeito desejado (adapetado de AULTON, 2002)

No entanto, é importante ressaltar que mesmo o ensaio de dissolugao
sendo uma ferramenta util, de forma alguma pode ser considerada uma
simulagdo do que ocorre dentro do trato gastrointestinal. Uma vez que in vivo
ocorre simultaneamente o fendmeno da absorcao, que retira o farmaco do lUumen
do trato gastrointestinal (TGI) e, portanto, ndo permite a saturacdo do meio
(WONG; COLLINS, 2008).

Na busca do incremento de biodisponibilidade, procura-se aumentar a
dissolugao do insumo farmacéutico ativo (IFA). Observando a equacéao proposta
por Noyes-Whitney, Equagéao 1, € possivel perceber que esse objetivo pode ser
alcangado, de modo geral, por duas diferentes estratégias, sendo uma a
expansao da area superficial do p6 e outra, 0 aumento da solubilidade intrinseca
do farmaco, acarretando em incremento da concentracdo de saturagao do IFA
no meio (MARTIN, 1993; MULLER; KECK, 2004).
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Onde:

dC/dt = Taxa de dissolugcao

C = Concentracao de soluto dissolvido em um tempo t
Cs = Concentracao de saturacido do farmaco no meio
D = Coeficiente de difusao

S = Area superficial

V = Volume do meio de dissolugao

h = Espessura da camada de difusao

A estratégia tradicional para aumentar a area de superficie é a
micronizagao de pos cristalinos. Contudo alguns IFAs, incluindo o EFV, possuem
solubilidade tdo baixa que esta técnica nédo € suficiente para atingir niveis
plasmaticos mais adequados. Consequentemente, o proximo passo seria levar
0 po a escala nanométrica (MULLER; KECK, 2004).

1.4. Nanocristais para melhora da dissolugao

Nanocristais de farmaco sao particulas cristalinas, ou seja, encontram-se
agrupadas em arranjos ordenados, com didmetro médio menor do que 1000 nm,
compostas apenas ou essencialmente de farmaco e que, portanto, ndo estédo
inseridas em nenhuma matriz (PATEL et al., 2011). Apesar de o termo
nanocristal implicar na presenca de material cristalino, o material obtido pode ser
total ou parcialmente amorfo dependendo do método de preparo
(KATTEBOINAA; CHANDRASEKHAR; BALAJI, 2009).

Nanocristais sdo geralmente apontados como uma forma segura de
melhorar a biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis. Outro efeito reportado
da grande diminuicdo do tamanho de particula seria melhorar a distribuicdo do

IFA no TGI. Isto evitaria um contato prolongado de um mesmo ponto da mucosa
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com uma alta concentragao de farmaco, ha relatos de que o uso de nanocristais
pode diminuir efeitos adversos relacionados ao TGI, como irritagdo de mucosas
(GAO et al., 2012).

Com o uso de nanocristais, podem ser observadas mudancas nos
parametros farmacocinéticos dos farmacos, incluindo aumento da concentracao
plasmatica maxima (Cmax), reducdo do tempo para atingir a concentragdo
plasmatica maxima (Tmax), aumento da area abaixo da curva concentragéo-
tempo (ASC) e reducgao da variabilidade das concentragbes plasmaticas nos
estados pré/pds-prandial (GAO et al., 2012).

Um exemplo do uso de nanocristais como forma de incremento do perfil
de dissolugdo e da biodisponibilidade é o estudo conduzido por Ochi e
colaboradores (2014). Neste trabalho foram desenvolvidos, por técnica de
moagem, nanocristais de meloxicam. Uma comparagdo entre os perfis de
dissolugédo dos nanocristais com os do farmaco puro, obtidos em meios acido e
neutro, mostrou que os nanocristais demonstram um grande incremento no perfil
de dissolugao.

Por sua vez, quando montada a curva de concentracdo plasmatica no
tempo, os nanocristais mostraram aumento maior que 600% na Cmax, diminuigao
de 23% no Tmax, aumento de mais de 1000% na ASC no periodo de 2 horas e
aumento maior que 500% na ASC no intervalo total de 8 horas, em comparagao
com o farmaco, apos a administracao oral (OCHI et al., 2014).

A concentragdo de saturacdo (Cs) € uma constante que depende da
substancia, do meio de dissolugao e da temperatura do sistema (PATEL et al.,
2011). No entanto, em pds com tamanho de particula menor que 1 um (1000 nm)
a Cs passa a responder também ao tamanho de particula, aumentando a
solubilidade conforme diminui o tamanho de particula (JUNGHANNS; MULLER,
2008).

1.5. Técnicas de preparo dos nanocristais

Existem diferentes métodos para o preparo de nanocristais. De modo geral

as técnicas dividem-se em dois tipos: top-down e bottom-up.
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As técnicas fop-down envolvem diferentes métodos de moagem, de forma
que seja possivel alcangar escalas de tamanho menores partindo de estruturas
maiores como, por exemplo, atingir uma escala nanométrica tendo como ponto
inicial particulas micrométricas (GULSUN; GURSQOY; ONER, 2009). De modo
geral, sdo processos de alta energia, com uma baixa produtividade e, devido a
grande quantidade de calor gerado, podem ser ineficazes para materiais
termolabeis. O processo de moagem pode também ocasionar transi¢ées no
estado solido, o que poderia afetar diretamente a estabilidade do produto ao
longo do tempo de armazenagem assim como as propriedades de dissolugao do
farmaco. Além disso o processo tende a formar cristais com uma distribuigao de
tamanho de particula muito variada (VERMA; GOKHALE; BURGESS, 2009).

Metodologias bottom-up consistem na solubilizagdo do farmaco em um
sistema solvente seguida da transformagdo deste em um ambiente onde o
farmaco seja insoluvel (VERMA; GOKHALE; BURGESS, 2009); neste caso a
forca que direciona a formacéo dos cristais € a supersaturacdo do farmaco no
meio final sendo comum que sejam referidos como métodos de precipitagao (DE
WAARD et al., 2009). Na area farmacéutica, o foco desta abordagem tem sido
os farmacos com baixa solubilidade soluveis em agua. Em estudo de revisao De
Waard e colaboradores (2011) apresentam um panorama geral das técnicas
bottom-up disponiveis para o preparo de nanocristais (Tabela 1).

Como desvantagens apresentam principalmente a possivel obtengao de
outras formas cristalinas (polimorfos, hidratos e solvatos), residuo de solvente
organico utilizado no processo e tendéncia dos cristais a possuirem forma de
agulha, também sao técnicas consideradas mais complexas para o aumento de
escala (VERMA; GOKHALE; BURGESS, 2009).

Analisando de forma mais ampla essas técnicas sdo consideradas mais
simples, de baixo custo, com menor gasto energético e menor consumo de
tempo, quando comparadas as metodologias fop-down (PATEL et al., 2011).

Esses beneficios sdo relativos principalmente a precipitacdo por
antissolvente, uma vez que analisando a Tabela 1 é possivel perceber que
dentre as técnicas listadas ha algumas que também exigem alto custo e

demanda energética como hot melt e uso de fluido supercritico.
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Tabela 1. Aspectos gerais das diferentes técnicas bottom-up de preparo de
nanocristais (modificado de DE WAARD; FRIJLINK; HINRICHS, 2011).

Técnica de preparo Descrigao Principal desvantagem
Resfriamento rdpido de uma mistura Possivel decomposicdo
Hot melt - . . ,
eutética de IFA e matriz fundidos do farmaco
o Evaporacdo de solvente no qual IFA e Contaminac3o por
Evaporacdo de solvente porag . - _q ¢ N p
matriz estdo dissolvidos solventes organicos

Precipitacdo a partir de um solvente -
prtag P Dificuldade no controle

Antissolvente organico por adi¢cdo de antissolvente ,
: do tamanho de particula
(agua)
Recristalizacdo em Saturacdo de uma solucdo de IFAem  Dificuldade de remocdo
antissolvente gasoso fluido supercritico do solvente organico

Queda rapida na pressao de fluido

- . . Solubilidade do IFA no
supercritico no qual esta dissolvido o

Rapida expansdo de

solugdes supercriticas IEA solvente
Cristalizagdo controlada Liofilizagdo de uma mistura de IFA, Longo tempo de
por liofilizacdo matriz, solvente e dgua processamento

Sendo assim, das possiveis técnicas de preparo de nanossuspensdes, ou
suspensao de nanocristais, a precipitagcado por antissolvente foi a escolhida no
presente trabalho. Muitos parametros podem influenciar na execugcao dessa
metodologia, divididos entre aqueles relacionados com a cinética de cristalizagao
(de modo a alterar o grau de supersaturagdo), ou mesmo os ligados ao
crescimento e agregacgao das particulas (relativos ao uso de estabilizantes).

Na formacdo das nanossuspensodes, pela técnica de antissolvente, os
estabilizantes possuem um papel fundamental: sdo eles que limitam o posterior
crescimento dos cristais assim como sua aglomeracéo. E possivel utilizar dois
tipos de estabilizantes, em conjunto ou mesmo separadamente.

Primeiramente existem os que geram impedimento estérico, pois se
adsorvem a superficie hidrofébica das moléculas e asseguram a sua estabilidade
durante o processo de cristalizagcdo. Para tal finalidade podem ser utilizados
polimeros e tensoativos n&o idnicos, com a tendéncia de que quanto menor for
a massa molar do estabilizante estérico, menor sera sua taxa de adsorgcao na

particula do farmaco. Outro tipo de estabilizacdo faz uso da repulsido de forgas
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eletrostaticas presentes na superficie das particulas de farmaco; para isso
utilizam-se tensoativos ibnicos, como o laurilsulfato de sodio (WANG et al.,
2013).

1.6. Precipitacao por antissolvente

De modo geral, a técnica de cristalizagao por antissolvente consiste em
dissolver o farmaco de interesse em um solvente organico e depois adicionar ao
sistema uma substancia antissolvente. Estabilizantes podem ser incorporados
ao antissolvente a fim de controlar o tamanho da particula gerada, e a adigéo
pode ocorrer utilizando diferentes métodos de homogeneizagao (SINHA;
MULLER; MOSCHWITZER, 2013).

A supersaturagao do farmaco no sistema promove nucleagéo seguida de
crescimento dos cristais (THORAT; DALVI, 2012). Este tipo de processo permite
que seja feito um controle do tamanho de particula obtido, através da
manipulagdo dos parametros fisico-quimicos utilizados durante a cristalizagao
(BECK; DALVI; DAVE, 2010). Logo esta metodologia pode ser utilizada para o
preparo tanto de microcristais quanto de nanocristais (CHO et al., 2010;
THORAT; DALVI, 2012).

As condicbes que podem ser influenciadas em um processo de
cristalizagdo por antissolvente sdo variadas, tendo diferentes efeitos nas
suspensdes obtidas. Em um estudo de revisao Sinha; Muller e Mdschwitzer
(2013) elaboraram um diagrama espinha-de-peixe mostrando os possiveis
parametros e desafios a serem adequados quando utilizada uma metodologia de

cristalizagao bottom-up, Figura 5.
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Figura 5. Diagrama espinha de peixe mostrando varios fatores independentes que podem influenciar a qualidade do processo de
precipitagdo (Adaptado de SINHA; MULLER; MOSCHWITZER, 2013).
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1.6.1. Relacao entre solvente e antissolvente

A escolha do solvente e do antissolvente tem influéncia direta sobre as
propriedades fisico-quimicas resultantes de particulas obtidas por este processo
de precipitagdo como cristalinidade e polimorfismo. Para uso farmacéutico, o
antissolvente mais utilizado € a agua; neste caso, é maior a possibilidade de que
o produto formado seja cristalino (SINHA; MULLER; MOSCHWITZER, 2013).

A polaridade do solvente escolhido mostra exercer efeito sobre o tamanho
de particula gerado. Solventes com menor polaridade, e portanto menor
miscibilidade em agua, sado capazes de levar a tamanho de particula menor
(CHEN et al., 2002). Outro ponto € que aumentando a polaridade do solvente a
constante dielétrica aumenta e assim decresce a energia molecular, que tem
efeito direto sobre o polimorfo obtido. Logo, para controlar o polimorfo resultante
da cristalizagao é necessario controlar a polaridade do sistema solvente (SINHA;
MULLER; MOSCHWITZER, 2013).

1.6.2. Grau de supersaturacao

Como mencionado anteriormente, item 1.5, a forgca que promove a
nucleacdo € a supersaturacdo. Portanto, € de se esperar que fatores
relacionados a solubilidade do IFA no sistema como, por exemplo, a massa de
farmaco dissolvida na FO ou a temperatura da FA possam influenciar no
processo de cristalizagao, (Tabela 2).

O grau de supersaturagao, que € a relagdo entre a massa de farmaco
dissolvido e a solubilidade deste farmaco no sistema, é responsavel pela rapida
nucleacgédo (LIU et al., 2012). No caso, o baixo grau de supersaturagao favorece
o crescimento em detrimento da nucleagdo, o que leva a uma suspensao com
tamanho de particula maior que o intencionado e mais polidispersa
(MATTEUCCI et al., 2006).
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Tabela 2. Métodos para atingir supersaturagéo e possiveis resultados obtidos
com relagdo ao processo de nucleagdo e ao tamanho das particulas em

suspensao.

Método de supersaturagcao

Processo de nucleagao

Tamanho de particula
obtido

Aumento da solubilidade do
IFA

Uso de menor volume de
solvente

Uso de maior quantidade de
fase liquida (mais
antissolvente)

Reducgédo da temperatura do
antissolvente

A partir de certo ponto ha
maior disponibilidade das
moléculas em solugéo,
favorecendo crescimento.

Aumento na propor¢ao entre
solvente e antissolvente,
promovendo maior
supersaturagao

Influencia no processo de

agitacdo. Pode gerar uma

mistura ineficaz e afetar a
nucleagao.

Menor solubilidade do IFA no
sistema além de aumentar a
viscosidade do sistema e
diminuir mobilidade das
particulas

Até certo ponto, se a
saturagdo aumenta o
tamanho diminui.

A partir do ponto adequado
maior supersaturagao
aumenta tamanho

Menor tamanho de
particula obtido. No entanto
apos atingir um valor critico

da razao entre solvente e
antissolvente ndao ha mais
diminuicdo das particulas.

Tamanho de particula
aumenta com o
crescimento do volume do
sistema

Alta supersaturacéo gera
alta taxa de nucleagao
enquanto baixa mobilidade
melhora adsorg¢ao dos
estabilizantes. Tamanho
diminui e suspenséo é
menos polidispersa

1.6.3. Influéncia da homogeneizacao

O processo de agitacado € vital para obter um grau de supersaturagéo

adequado para a cristalizagdo, sendo capaz de promover uma nucleagao
homogénea e adequada para a geragéo dos nanocristais (LIU et al., 2012). Sob
condi¢cbes de agitacdo n&o apropriadas o grau de supersaturagao gerado pode
nao ser o suficiente, tendendo a reducdo da taxa de nucleagdo e portanto a
distribuicdo do tamanho de particula pode tornar-se muito ampla (MATTEUCCI
et al., 2006).

O tempo total de mistura é dividido entre tempo de micromistura e tempo
de mesomistura. Micromistura € a difusdo molecular no sistema enquanto
mesomistura, também conhecida como agitacéo turbulenta, é a transferéncia de

massa em larga escala através da solugdo (THORAT; DALVI, 2012). A
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distribuicao do tamanho de particula esta relacionada a um balango entre micro
e mesomistura. O aumento da etapa de micromistura induz a uma rapida
nucleagdo e portanto a um menor tamanho de particula, por outro lado o
aumento da mesomistura gera maior turbilhonamento, e apenas nos turbilhdes
formados aumenta a supersaturacdo (SINHA; MULLER; MOSCHWITZER,
2013). Logo é evidente que no caso de uma metodologia de agitagcdo mais
turbulenta € necessario garantir que o turbilhonamento atinja amplamente o

sistema, para que se possa garantir uma nucleagdo homogénea.

1.7. Estabilidade fisica das suspensodes

A diminuigdo do tamanho de particula provoca aumento da area de
superficie e por consequéncia o incremento da energia livre total do sistema.
Portanto, o uso de estabilizantes durante o preparo de nanossuspensoes €&
fundamental, pois eles diminuem a tensao interfacial entre o ponto de contato do
sélido com o liquido, o que reduz a energia livre do sistema (VERMA; HUEY;
BURGESS, 2009).

Os estabilizantes ficam adsorvidos na superficie dos nanocristais
prevenindo a aproximagao através de forgas entrépicas repelentes entre si (LEE
et al., 2005). Para uma eficiente estabilizagcdo de superficie & possivel utilizar
polimeros sintéticos como polivinilpirrolidona (PVP), alcool polivinilico (PVA) e
derivados de celulose, a exemplo do hidroxipropilmetilcelulose (HPMC);
tensoativos i6nicos como laurilsulfato de sdédio (LSS) e nao-ibnicos como
polissorbato 80 ou mesmo uma combinagao de polimero e tensoativo (VERMA
et al., 2011). A Figura 6 apresenta as estruturas quimicas de alguns dos

estabilizantes mencionados.
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Figura 6. Formulas estruturais do LSS e dos monémeros de HPMC, PVP e PVA.

A seguir serdo detalhados os tipos de estabilizagcdo de particulas
existentes e também a caracteristica quimica dos possiveis compostos a serem

utilizados.

1.7.1. Estabilizacdo estérica

Polimeros adsorvidos aos nanocristais reduzem a tensao superficial entre
sélido e liquido e ocupam toda a superficie da particula gerando impedimento
estérico, o que previne o agrupamento das particulas e portanto o seu
crescimento (SINHA; MULLER; MOSCHWITZER, 2013).

Diferentes propriedades fisico-quimicas governam a interagdo entre o
polimero e o farmaco de interesse. Logo diferentes farmacos podem exigir
diferentes tipos e quantidades de polimeros para que ocorra a estabilizacao
estérica dos nanocristais (CHOI et al., 2005).

E necessario garantir que a massa de polimero utilizado seja suficiente
para cobrir as particulas completamente. Uma ma adsorgcao do estabilizante ou
seu uso em uma quantidade abaixo do ideal resulta em uma cobertura ineficaz
dos cristais, 0 que promove o crescimento destas particulas (SINHA; MULLER;
MOSCHWITZER, 2013).
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1.7.2. Estabilizacdo de cargas

De acordo com a teoria proposta por Derjaguin, Landau, Verwey e
Overbeek (DLVO), as particulas em um sistema coloidal sofrem forgas repulsivas
e atrativas. As forcas de repulsdo séo formadas pela dupla camada elétrica que
circunda as particulas e evitam a aglomeragdo (WU; ZHANG; WATANABE,
2011).

O uso de surfactantes na estabilizacdo de particulas reduz a tensao
superficial e aumenta a taxa de nucleagado, além de estabilizar as cargas em
torno das particulas aumentando as forgas repulsivas (SINHA; MULLER;
MOSCHWITZER, 2013). A eficacia da utilizacdo de surfactante como
estabilizante eletrostatico tem como reflexo o aumento do valor absoluto do
potencial zeta da suspensdo, quanto maior é o valor absoluto maior é a
estabilidade da suspensao (WU; ZHANG; WATANABE, 2011).

1.8. Secagem das suspensoes

Para a retirada do veiculo da nanossuspensao, um dos possiveis métodos
a serem utilizados é a liofilizagao (ou freeze-drying). A secagem é uma etapa
importante na obteng&o dos nanocristais pois uma secagem que ocorra de forma
inadequada pode resultar na ineficacia das compensacgdes cinéticas e
termodinamicas realizadas pelos estabilizantes e controle dos parametros
experimentais (LEE; CHENG, 2006).

O processo de liofilizagdo pode ser dividido em trés etapas:
congelamento, secagem primaria (sublimacgao dos cristais de gelo) e secagem
secundaria (dessor¢gao da agua de ligacdo) (ABDELWAHED et al., 2006).
Parametros experimentais em cada um dos processos citados podem ter efeitos
sobre propriedades fisico-quimicas do po liofilizado (LEE; CHENG, 2006).

A velocidade do congelamento pode afetar diretamente a
redispersibilidade do p6 obtido, assim como pode prevenir o crescimento dos

cristais, enquanto em solugdo. Um congelamento mais lento leva a exclusao das
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particulas pelas moléculas de agua o que tende a aproxima-las e por isso
promove o crescimento. Para que se possa prevenir este efeito é ideal que seja
realizado um congelamento rapido das suspensodes (LEE; CHENG, 2006)

1.9. Revisao de trabalhos sobre nanocristais de EFV

Para que seja possivel compreender melhor a situagdo atual das
pesquisas relacionadas ao tema proposto bem como a relevancia do presente
trabalho, € importante realizar uma analise critica dos estudos disponiveis. Com
relacdo aos trabalhos envolvendo nanocristais de EFV, pode-se mencionar a
producdo de nanossuspensao preparada por método de antissolvente (JAIN et
al., 2013) e por cominuigéo através de moinho de pérolas (PATEL et al., 2014).
A Tabela 3 compara ambos os trabalhos.

Em seus estudos, Jain e colaboradores (2013) desenvolveram
nanocristais de EFV através de algumas modificagbes na técnica de
antissolvente aliada a homogeneizagao de alta pressao, utilizando liofilizagdo
como meétodo de secagem. Para o experimento, foi adicionado apenas
estabilizante estérico, que neste caso foi o HPMC. A escolha do estabilizante foi
baseada em testes de compatibilidade fisico-quimica usando IV e DSC.

Apesar de basear-se em uma precipitacdo por antissolvente a
metodologia de preparo de nanocristais de EFV proposta € composta de diversas
etapas, sendo elas a precipitagao, seguida de dispersdo em agua, evaporagao
do solvente, homogeneizagcdo de alta pressdo e homogeneizagao por alto
cisalhamento (JAIN et al., 2013).

Desta forma, a técnica prova-se mais complexa do que o observado na
literatura (BADAWI et al., 2011; BECK; DALVI; DAVE, 2010b; DONG et al., 2011;
MAHESH; SINGH; GULATI, 2014), o que pode ser considerado uma
desvantagem, uma vez que é preferencial a busca por métodos mais simples,
com menor gasto energético e menores custos. Além disso a presencga de varias
etapas pode provar-se um desafio frente ao aumento de escala.

Além da relativa complexidade da metodologia, como € visto na Tabela 3,

a suspensdo de EFV resultante ainda possui uma concentragcao baixa de
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farmaco, enquanto um dos pontos positivos da cristalizacao por antissolvente é
justamente a capacidade de utilizar grandes quantidades do farmaco de
interesse.

Com relagdo a caracterizagcao do p6 obtido apds a precipitagao, foi
observada na microscopia de forga atdmica (AFM) a formacao de particulas
esferoides de diametro menor que 1 um. Nesse po foi realizado ensaio de DRX,
onde foi observado um leve deslocamento dos picos de difragao, bem como a
reducao de sua intensidade, o que poderia estar relacionado a uma mistura de
fases cristalinas na amostra, apesar de tal fenbmeno n&o ter sofrido uma
investigacdo mais profunda.

Um ponto n&o ficou bem esclarecido neste trabalho. Um dos critérios para
que se tivesse uma medida de estabilidade das suspensdes foi 0 potencial zeta,
contudo a magnitude dos valores apresentados é baixa, entre 7 mV e 9 mV, e
nao atende ao quesito, uma vez que seria necessario um valor absoluto de 30
mV para garantir uma estabilidade adequada (LIU et al., 2012).

A pesquisa de Patel e colaboradores (2014) utiliza planejamento Box-
Behnken para otimizar os parametros experimentais e reduzir a quantidade de
experimentos necessarios, elegendo como fatores principais a serem analisados
a concentragao de polimero, concentragdo de surfactante e o tempo de moagem.
A formulacdo com melhores resultados de tamanho de particula e potencial zeta
foi levada aos ensaios biofarmacéuticos, sendo eles permeabilidade in vitro e in
situ, além de um estudo de biodisponibilidade em coelhos.

Os resultados farmacocinéticos mostraram que os nanocristais tém maior
biodisponibilidade quando comparados ao IFA puro e a formulagdo comercial.
Foi também evidenciada uma maior permeacado nos ensaios in situ e in vitro
pelos nanocristais quando comparados ao EFV matéria-prima. Todavia sdo
pertinentes algumas ressalvas.

Primeiramente, o preparo via moinho de pérolas € uma técnica do tipo fop-
down e como tal apresenta desvantagens como alta demanda energética e
tempo de preparo longo, no caso do estudo em questao a moagem leva um total
de 22 horas. Com relagdo ao método de preparo uma outra ressalva seria que
logo apds a moagem a suspensao € decantada a fim de separar particulas de
escala micrométrica. Isso significa que poderia ocorrer uma grande perda de

farmaco no processo.



37

No ensaio de dissolugdo, os nanocristais sdo comparados com uma
formulacédo comercial de EFV. Contudo, ndo s&o reveladas informagdes acerca
de qual forma farmacéutica foi utilizada (capsulas, comprimidos revestidos ou
solugado) ou mesmo qual foi a quantidade de medicamento utilizada no ensaio.
Sem essas informacdes nao € possivel relacionar o expressivo incremento do
perfil de dissolucdo apenas com a reducdo do tamanho de particula. Outros
fatores relacionados ao método de analise ou mesmo aos excipientes presentes
na formulagao podem influenciar no perfil obtido.

Os ensaios referentes a cristalinidade nao estdo muito claros. Ao
apresentar os padrdes de DRX da matéria-prima, dos estabilizantes e da mistura
fisica destes componentes sdo observados os picos de difracio relativos a cada
um dos excipientes, exceto do polimero estabilizante, que € amorfo; no entanto,
ao comparar estes padrées com o dos nanocristais a intensidade dos picos se
reduz muito, de modo que né&o é possivel identificar os picos que caracterizam a
presenga de EFV na formulagdo. Uma justificativa, inclusive apontada pelos
autores, € a de que o tamanho nanométrico das particulas geraria este
fendbmeno, mas isso nao fica claro pelos experimentos realizados.

A analise térmica dos nanocristais e da matéria-prima apresenta um
evento endotérmico indicando a fusdo do EFV. Contudo nos nanocristais esse
pico € alargado, devido ao polimero adsorvido a superficie, € ha uma queda da
temperatura onset, deslocando o pico, o que pode apontar para uma possivel
interacao entre o farmaco e os excipientes 0 que ndo é necessariamente ruim,
porém requer uma atencao maior.

Os resultados de DRX e DSC levam a conclusdao de que mesmo se
mantendo a presenca de estrutura cristalina, ndo ha como certificar-se de que
nao houve transicdo entre os possiveis estados cristalinos do EFV. Essa € uma
questao que requer uma investigagao mais minuciosa, uma vez que este aspecto
influencia diretamente no perfil de dissolugao dos farmacos.

Em geral, as técnicas mais utilizadas para secagem das nanosuspensoes
sdo spray-drying e liofilizagdo (LEE; CHENG, 2006), mas no estudo de Ye e
colaboradores (2015) foi utilizada uma abordagem diferente, visando combinar
o preparo de nanocristais de EFV por homogeneizacgéo de alta presséo (HPH -
do inglés high pressure homogeneization) com secagem por hot-melt extrusion
(HME).
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Foram preparadas nanosuspensdes contendo 2 e 4% de EFV (m/v),
primeiramente o IFA permaneceu em agitacdo lenta em contato com agua por
12 horas, depois seguiu uma etapa de agitagao com ultra-turrax a 15000 rpm por
5 minutos e assim a dispersao foi levada ao homogeneizador de alta presséao.
Suspensdes com tamanho uniforme de aproximadamente 300 nm foram obtidas
apdés 25 ciclos e 45 ciclos para as concentragdes de 2% e 4% de EFV
respectivamente.

Neste ponto, ja pode ser observada uma desvantagem da técnica utilizada
para o preparo. Para que seja possivel atingir uma suspensao com uniformidade
de tamanho, foi necessaria uma grande quantidade de ciclos além de uma etapa
anterior que tem uma longa duragao (12 horas). Outro desafio € a concentragéo
de farmaco nas suspensdes. Uma vez que uma maior massa de farmaco pode
gerar uma suspensao muito espessa e que pode entupir o equipamento, ha uma
dificuldade em produzir suspensdes com alto conteudo de farmaco (YE et al.,
2015).

Para a secagem por extrusdo foi utilizado o Soluplus®, que é um
copolimero composto por polivinil caprolactama, poliacetato de vinila e
propilenoglicol. Os componentes foram adicionados ao equipamento em
diferentes localizagdes, divididas em zonas (este termo refere-se aos segmentos
em uma rosca extrusora, ao longo do equipamento). Na zona 1 foi adicionado o
polimero, sendo mantida a temperatura de 140 °C para garantir o derretimento
do Soluplus®; contudo, nas zonas 4 e 5, onde foi adicionado o farmaco, a
temperatura foi mantida entre 110 e 120 °C para garantir a manutengao do
estado cristalino do EFV.

A caracterizacdo da cristalinidade do farmaco apds a extrusao foi
realizada apenas por DSC. Apesar de recomendavel os autores nido utilizam
DRX de pds para caracterizagdo. A necessidade de complementagcdo com
técnica mais adequada advém do fato de que gragas a grande concentragao de
polimero presente nos extrudatos, ha uma maior dificuldade de observagao dos
picos endotérmicos referentes a fusdo do EFV. Neste caso a observagao da
posicao dos picos de difracdo seria mais adequada para a verificagdo da
estrutura cristalina do EFV. Outra questdo € que a condi¢cdo analitica do DSC

pode nao ter sido ideal, alterando a razao de aquecimento de 20 °C/min para
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promover um aquecimento mais lento, seria possivel obter maior definicdo do
pico endotérmico de fusdo (CRAIG; READING, 2007).

Os ensaios de dissolugdo apontaram incremento da dissolugdo do EFV
apos os processos de HPH e HME, enquanto o farmaco atinge uma dissolugéo
maxima de 14,04% em 120 minutos os extrudatos chegaram a 96% de EFV
dissolvido no mesmo tempo. Os autores apontam que a dissolugédo do extrudato
B é um pouco mais lenta do que a do extrudato A. Como o A tem maior
quantidade de Soluplus®, do que o B é possivel que a adicdo de polimero
aumente a molhabilidade do p6 o que facilitaria a sua dissolucao.

Apds uma analise mais minuciosa sobre alguns dos autores que reportam
pesquisas sobre nanocristais de EFV, é visto que mesmo este farmaco sendo de
interesse mundial e ampla utilizacdo, ainda ndo ha uma extensa literatura sobre
0 assunto, o que torna ainda mais relevante o presente trabalho. Na Tabela 3 foi
feita uma comparacdo dos estudos apresentados para que fosse possivel a
melhor compreensao da literatura acerca dos nanocristais de EFV assim como

a relevancia do presente trabalho.
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Tabela 3. Comparacédo dos estudos sobre nanocristais de Jain e colaboradores (2013); Patel e colaboradores (2014); Ye e
colaboradores (2015).

Autores

Jain et al. (2013)

Patel et al. (2014)

Ye et al. (2015)

Estabilizantes
Concentragao de EFV

Técnica

Preparo

Secagem

In vitro

In vivo

Caracterizagao

Fisico-

quimica

Observagoes

HPMC
0,5% (m/v)
Bottom-up: Antissolvente

1. Precipitagdo em agua

2. Dispersdao em volume maior e evaporagao do

solvente
3. Homogeneizagao de alta pressao
4. Homogeneizagao de alto cisalhamento
Liofilizagao
Crioprotetor: trealose

Dissolugao

e Capsulas

Meio: LSS 1% e HCI 0,1N
Biodisponibilidade em ratos
Analise estatistica de dados
Correlagao in vivo in vitro

Tamanho de particula (suspensao)
AFM

DRX de po

Solubilidade

Estabilidade fisica do p6 durante 3 meses
e Camara 1: 25°C e 60% UR
e Camara 2:40°C e 75% UR

PVP e LSS
0,8% (m/v)
Top-down: moinho de pérolas

1. Disperséo do EFV em agua

2. Adicao a uma solugao com
estabilizantes

3. Moagem por 22 horas

4. Decantagao

Liofilizagao

Crioprotetor: trealose

e Dissolugao de capsulas; Meio LSS
1,0%
e Permeabilidade

Biodisponibilidade em coelhos
Analise estatistica dos dados

Tamanho de particula (suspensao)
Potencial Zeta (suspensao)

DSC

DRX de po6

MEV

MET

Uso de Box-Behnken para fazer
planejamento experimental
Permeacéo in situ em ratos

e Estabilidade de 6 meses (estoque em
refrigerador a -4°C e fora dele a 25°C)

PVP e LSS
2% (m/v)
Top-down: homogeneizagdo de alta presséo

1

2
3.
4

Dispersao do EFV em agua

Agitacao de 500 rpm por 12 horas
Agitagdo com ultra-turrax por 5 minutos
25 ciclos em homogeneizador de alta
pressao

Hot-melt Extrusion

Polimero: Soluplus®

Dissolugao

Capsulas
Meio: LSS 0,2% e HCI 0,1N

Nao foram realizados

Tamanho de particula (suspensao)
Potencial Zeta (suspensao)

DSC

MEV

Estabilidade por 6 meses

25°C e 60% UR

Amostras: 1, 2, 3 e 6 meses
Caracterizagao: dissolugao e tamanho de
particula
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2. JUSTIFICATIVA

Como foi demonstrado, o EFV é de suma importancia clinica no
tratamento da AIDS, sendo o farmaco de escolha para o inicio da terapia ARV
em criancas acima de 3 anos de idade. Quando aplicado corretamente o
tratamento com EFV pode chegar a reduzir a carga viral a uma quantidade
abaixo dos limites de deteccdo; no entanto, pacientes com baixa exposicao ao
medicamento possuem grande chance de falha no tratamento (BURGER et al.,
2006).

A alternativa presente no mercado para o tratamento pediatrico com EFV
€ uma solugéo oral que possui uma biodisponibilidade 20% menor do que os
comprimidos revestidos, utilizados no tratamento de adultos. Esses fatores
dificultam a terapia ARV, o que pode contribuir para o aumento na gravidade dos
casos de infecgao por HIV em criancgas.

A Organizagdo Mundial de Saude recomenda que sejam desenvolvidas
formulagcdes mais adequadas de antirretrovirais para uso pediatrico, elegendo os
comprimidos dispersiveis e os orodispersiveis como os tipos de formulacdes
ideais, capazes de garantir maior eficacia do tratamento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). Para o desenvolvimento de uma formulagdo sélida
adequada de uso pediatrico, € indicado que esta possua uma biodisponibilidade
mais alta dos que as presentes formulagdes disponiveis.

Uma estratégia para o incremento da biodisponibilidade de farmacos
muito pouco soluveis em agua costuma ser o aumento da sua taxa de
dissolugdo, o que pode ser atingido com processos de diminuigdo do tamanho
de particula. Porém, para alguns farmacos de baixissima solubilidade em agua,
apenas a micronizagdo nado € o suficiente para que se atinja a dissolugéo
almejada, sendo necessario trazer o tamanho de particula para a escala
nanométrica.

A nanotecnologia promove diferentes possibilidades de inovagdo em
diversas areas tecnoldgicas. No contexto farmacéutico o uso de nanocristais de
farmaco pode mostrar simultaneamente um aumento na taxa de dissolu¢do e na
concentracdo de saturacdo do farmaco no meio. Sendo assim, o preparo de

nanocristais de EFV surge como uma alternativa promissora para o incremento
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da biodisponibilidade do mesmo e futuramente para sua utilizagdo em uma forma
sélida mais adequada ao tratamento pediatrico.

Com relacao aos métodos de preparo de nanocristais, ha duas vertentes
diferentes. As do tipo top-down, que se baseiam principalmente em processos
de moagem e as do tipo botffom-up, ou meétodos de precipitagdo, que partem da
molécula de farmaco, controlando seu crescimento. Sendo essas mais simples,
menos custosas e demandam menor gasto energético.

Durante a pesquisa bibliografica foram encontrados dois estudos, um de
preparo de nanocristais de EFV por moagem (PATEL et al., 2014) e outro
utilizando uma técnica de antissolvente associada a homogeneizagéo de alta
pressdo (JAIN et al., 2013). Todavia nao foram encontradas pesquisas de
metodologia de precipitagcdo simples e de baixo custo para o preparo de
nanocristais de EFV. Pelas vantagens observadas nos métodos de precipitacao,
em relagcdo aos métodos de alta demanda energética, foi escolhida para o
desenvolvimento dos nanocristais de EFV a metodologia de cristalizagdo por
antissolvente.

Por fim, é possivel afirmar que o desenvolvimento de uma formulacao
baseada em uma metodologia de cristalizagado do EFV por antissolvente mostra-
se como uma possivel alternativa para a produ¢cdo de nanocristais visando o
incremento de sua biodisponibilidade oral, que possam, por sua vez, ser
utilizados em uma formulagao sélida no tratamento pediatrico ARV.

Nao obstante, o estudo de uma forma de preparo de nanocristais de EFV
por método de antissolvente também pode promover um maior acumulo de
conhecimento para Farmanguinhos acerca do uso e produg¢ao de nanotecnologia
voltada para o setor farmacéutico. Conhecimento esse que pode ser futuramente
extrapolado para preparo de nanocristais de outros farmacos presentes no
portfélio da instituicao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Desenvolver nanocristais de efavirenz utilizando método de precipitagcao

por antissolvente.

3.2. Especificos

e Preparar e caracterizar nanossuspensoes de EFV.

e Estabelecer as melhores condicbes operacionais para obteng¢ao das
nanossuspensdes de EFV.

¢ Avaliar os nanocristais formados por diferentes técnicas fisico-quimicas

e biofarmacéuticas.
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4. MATERIAL E METODOS

41.

4.2

Material

Efavirenz: dois lotes de fabricantes diferentes, os quais, por questbes de
confidencialidade, ndo terdo seus nomes aqui divulgados. Ao longo do texto,
serdo denominados “fabricante 1” e “fabricante 2”.

Etanol P.A. fabricante Tedia.

Metanol P.A. fabricante Tedia.

Acetonitrila P.A. fabricante Tedia.

Agua deionizada (Farmanguinhos).

Hidroxipropilcelulose (HPC) E LF fabricante Ashland.
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) E5 fabricante Colorcon.

Lutrol F68 fabricante BASF.

Lutrol F127 fabricante BASF.

Polivinilpirrolidona (PVP) K30 fabricante Boai NKY.

Laurilsulfato de sédio (LSS) fabricante VETEC.

Equipamento

Espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV-1800 pertencente ao Laboratoério de
Tecnologia Farmacéutica (LTF — Farmanguinhos).

Difratbmetro Bruker modelo D8 Advance pertencente ao Laboratério de
Difragéo de Raios X (LDRX — UFF).

Analisador de particulas Malvern modelo Zetasizer Nano ZS90 pertencente
ao Laboratorio de Sistemas Farmacéuticos Avangados (LaSiFA -

Farmanguinhos).
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Microscopio Eletrénico de Varredura Hitachi modelo TM3030Plus
pertencente ao Setor de Caracterizagdo Tecnoldgica (SCT) do Centro de
Tecnologia Mineral (CETEM).

Microscopio Eletrdnico de Varredura FEI modelo Quanta 400 pertencente ao
Setor de Caracterizagao Tecnoldgica (SCT) do Centro de Tecnologia Mineral
(CETEM).

Metalizador Sputter BalTech modelo SCD 050 pertencente ao SCT (CETEM)
Tensidbmetro Kriss modelo DSA100 pertencente ao Laboratério do
Departamento de Engenharia Quimica (LADEQ — UFRJ).

Agitador Ultra-turrax IKA modelo T25 pertencente ao LTF (Farmanguinhos).
Dissolutor Distek modelo Evolution 6000 pertencente ao LaSiFA
(Farmanguinhos).

Sonicador Branson Digital Sonifier modelo S-450DS pertencente ao
Laboratério de Engenharia de Polimerizagcédo (Engepol — UFRJ).

Sonicador Qsonica modelo Q700 pertencente ao LaSiFA (Farmanguinhos).
Turbiscan™ Lab Formulation pertencente ao LaSiFA (Farmanguinhos).
Liofilizador Christ modelo BETA 1-16 pertencente ao Departamento de
Produtos Naturais (PN — Farmanguinhos).

Espectrémetro de infravermelho Thermo-Nicolet modelo Nicolet 6700
pertencente ao Servico de Métodos Analiticos (SMA — Farmanguinhos).
Moinho Coloidal Meteor modelo REX 1-K/B90-52 pertencente ao Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica (LTF — Farmanguinhos).



46

4.3. Métodos

4.3.1. Experimentos de precipitacdo

4.3.1.1. Escolha do solvente

Pesou-se um béquer com aproximadamente 5 mL de solvente seguindo-
se a adicao de EFV, sob agitagado, até que fosse observada turvagdo do meio.
Apds 48 horas, mantendo-se a agitagdo, o sistema foi filtrado e novamente
pesado; por diferenga foi calculada a massa de efavirenz dissolvida em cada

solvente. Os solventes testados foram metanol, etanol, acetonitrila e acetona.

4.3.1.2. Preparo das suspensodes

As amostras preparadas seguem o fluxograma apresentado na Figura 7
indicando que uma vez realizadas as cristalizagdes, as suspensdes resultantes
foram levadas para secagem. O po obtido foi caracterizado por diferentes
técnicas e foi realizado o ensaio de dissolugéo por dispersao, tendo este carater
discriminatério entre as amostras. A marcha experimental resultante esta
descrita na Figura 9.

Foram preparadas duas solugdes. Uma solugdo de fase organica (FO)
contendo o EFV solubilizado em solvente organico apropriado, outra de fase
aquosa (FA) composta de agua, um estabilizante polimérico e um estabilizante
de cargas (tensoativo ibnico). Foi adicionada a FA, sob agitagéo vigorosa, a FO,
mantendo a agitagao por um minuto.

Todos os experimentos de cristalizagao foram realizados de acordo com
o meétodo descrito, as quantidades de insumos utilizados bem como os
parametros de preparo das suspensdes estdo descritas a frente (Tabela 4 e

Tabela 5) e 0 esquema basico dos experimentos esta ilustrado na Figura 8. As
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quantidades de estabilizantes utilizados s&o calculadas em percentual
relacionado a massa de EFV contido na formulacao.

Em destaque estdo os experimentos para o preparo de TX10 e TX11. Para
a precipitacdo de TX10 o béquer contendo antissolvente foi levado a banho de
gelo. O procedimento foi entdo realizado quando a FA atingiu estabilizou-se em
uma temperatura de aproximadamente 7 °C.

Para o preparo de TX11 foi produzida uma solugéo supersaturada de EFV
em metanol. Para tal o solvente foi levemente aquecido, a uma temperatura
suficiente para dissolver 14 g de EFV (acima da concentragao de saturagao). O
béquer contendo a solugao foi vedado e reservado, permitindo um resfriamento
lento e overnight da solugéo. A FO resultante foi entdo utilizada no experimento

de precipitacdo de TX11.

S_olugao de Adicéo Sc3|u_gao
Antissolvente e [« organica de
Estabilizantes Farmaco
o
wT
gl
3| Caracterizagio fisica
| do po
" N ~ » Tamanho de particula
Cristalizacao » Difragao de raios X
g por » Espectroscopiano
Antissolvente Infravermelho
* Microscopia Eletronica
de Varredura
* Molhabilidade
y
Nanossuspensao
de EFV
=
[
O
:
%) .. Perfil de
Nanocristais . ~
dissolucao
Mudanca nos parémetros experimentais

Figura 7. Fluxograma dos processos de cristalizagcao de EFV

Os equipamentos utilizados para agitagado foram ultra-turrax e sonicador,
destaque para a amostra TX13, que apds o preparo passou por uma moagem
em moinho coloidal por um periodo de uma hora. As amostras foram separadas

em dois grupos, as que foram preparadas com ultra-turrax (TX) e as que
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utilizaram sonicador (SN), ambos descritos no item 4.2, sendo numeradas na

ordem do preparo das diferentes formulagdes, como exposto na Tabela 4.

Agitador

-

FA

Suspensdo

_/

Figura 8. Esquema basico dos experimentos de precipitacdo por antissolvente
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Figura 9. Fluxograma representativo da marcha experimental seguida (as
formulagdes referentes as amostras citadas encontram-se descritas na Tabela 4

e na Tabela 5)
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. EFV Solvente Agua? LSS Polimero Agitacao

Amostra (9) Tipo (mL)  (mL) (% mEFV) M?:)Sa tipo Massa(g) (% mEFV)  poténcia tfn'::ﬁ;’
TX1 8,000 Metanol 15,0 140,0 1% 0,080 HPMC E5 0,080 1% 22 000 rpm 1 min
TX2 8,000 Metanol 15,0 140,0 1% 0,080 HPMC E5 0,400 5% 22 000 rpm 1 min
TX3 8,000 Metanol 15,0 140,0 2% 0,160 HPMC E5 0,400 5% 22 000 rpm 1 min
TX4 8,000 Metanol 15,0 140,0 2% 0,160 HPMC E5 0,800 10% 22 000 rpm 1 min
TX5 8,000 Metanol 15,0 140,0 4% 0,320 HPMC E5 0,800 10% 22 000 rpm 1 min
TX6 8,000 Metanol 15,0 140,0 2% 0,160 HPMC E5 1,600 20% 22 000 rpm 1 min
TX7 8,000 Metanol 15,0 140,0 2% 0,160 HPMC E5 3,200 40% 22 000 rpm 1 min
TX8 8,000 Metanol 100,0 100,0 2% 0,160 HPMC E5 3,200 40% 22 000 rpm 1 min
TX9 2,670 Metanol 20,0 180,0 2% 0,053 HPMC E5 1,068 40% 22 000 rpm 1 min
TX10 2,670 Metanol 20,0 180,0 2% 0,053 HPMC E5 1,068 40% 22 000 rpm 1 min
TX11 14,000 Metanol 20,0 180,0 2% 0,280 PVP K30 5,600 40% 22 000 rpm 1 min
TX12 2,670 Metanol 20,0 180,0 2% 0,040 PVP K30 0,800 40% 22 000 rpm 1 min
TX133 5,340 Metanol 40,0 3600 2% 0,107 HPMC E5 2,136 40% 22 000 rpm 1 min
TX14 2,670 Etanol 20,0 180,0 2% 0,053 HPMC E5 1,068 40% 22 000 rpm 1 min
TX15 2,670 Acetona 20,0 180,0 2% 0,053 HPMC E5 1,068 40% 22 000 rpm 1 min
TX16 2,670  Acetonitrila 20,0 180,0 2% 0,053 HPMC E5 1,068 40% 22 000 rpm 1 min

1 Amostras TX1; TX2 TX3 TX4 TX5 TX6 e TX7 foram preparadas utilizando EFV do fabricante 1, os outros experimentos foram realizados utilizando EFV

proveniente do fabricante 2.

2 Amostras TX9 e TX10 foram preparadas utilizando o antissolvente a temperaturas nas faixas: 25 - 27 °C e 7,2 — 7,5 °C, respectivamente.
3 Amostra TX13 foi levada ao moinho coloidal apds o preparo, permanecendo por uma hora.
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EFV Solvente Agua LSS Polimero Agitagio*
Amostra . . A Tempo

(9) Tipo (mL) (mL) (YemEFV) Massa (9) Tipo (YemEFV) Massa (g) Poténcia (min)
SN1 8,000 Metanol 15 140 2% 0,160 HPMC E5 40% 3,200 amp. 50% 1 min
SN2 4,270 Metanol 8 250 2% 0,085 HPC 30% 1,708 amp. 50% 1 min
SN3 4,270 Metanol 8 140 2% 0,085 Lutrol F68 40% 1,708 amp. 50% 1 min
SN4 4,270 Metanol 8 250 2% 0,085 Lutrol F127 30% 1,708 amp. 50% 1 min
SN5 4,270 Metanol 8 140 2% 0,085 PVP K30 40% 1,708 amp. 50% 1 min
SN6 4,270 Metanol 8 140 2% 0,085 PVP K30 30% 1,708 amp. 50% 1 min
SN7 4,270 Metanol 8 140 2% 0,085 PVP K30 20% 1,708 amp. 50% 1 min
SN8 4,270 Metanol 8 140 2% 0,085 PVP K30 10% 1,708 amp. 50% 1 min
SN9 2,670 Metanol 20 180 2% 0,053 HPMC E5 40% 1,068 amp. 50% 1 min
SN10 2,670 Metanol 20 180 2% 0,053 HPMC E5 20% 1,068 amp. 50% 1 min
SN11 2,670 Metanol 20 180 2% 0,053 HPMC E5 10% 1,068 amp. 50% 1 min
SN12 2,670 Metanol 20 180 2% 0,053 PVP K30 40% 1,068 amp. 50% 1 min
SN13 2,670 Metanol 20 180 2% 0,053 PVP K30 20% 1,068 amp. 50% 1 min
SN14 2,670 Metanol 20 180 2% 0,053 PVP K30 10% 1,068 amp. 50% 1 min

4 As amostras SN1 até SN8 foram preparadas utilizando sonicador Bransonic Digital Sonifier enquanto as amostras SN9 até SN14 foram preparadas

utilizando sonicador Qsonica modelo Q700.
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4.3.2. Caracterizacao das suspensodes

4.3.2.1. Analise do tamanho de particula

O tamanho de particula foi analisado pela técnica de espalhamento
dindmico de luz, em Zetasizer mencionado no item 4.2, em equipamento com
LASER de He-Ne (A = 633 nm) e detector de angulo fixo em 90°. As amostras
foram diluidas até uma concentragdo de aproximadamente 0,1% (v/v). O meio
dispersante foi agua deionizada e a analise foi realizada a temperatura ambiente.

4.3.2.2. Estabilidade fisica das suspensdes

A estabilidade foi verificada pelo potencial zeta medido em aparelho
Zetasizer, descrito no item 4.2, determinando a mobilidade eletroforética pela
equacao de Smoluchowski (SZE et al., 2003). As amostras foram diluidas até
uma concentragdo de aproximadamente 0,1%. O meio dispersante foi agua

deionizada e a analise foi realizada a temperatura ambiente.

4.3.2.3. Analise de sedimentacao das suspensoes

A sedimentacéo foi medida utilizando Turbiscan™. A analise foi efetivada
a 27 °C, iniciada ap6s 5 minutos desde o preparo das amostras. As varreduras
foram realizadas a cada 1 minuto, totalizando 91 varreduras com durag¢ao de 90

minutos de analise.
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4.3.3. Secagem

A técnica utilizada para a secagem das suspensdes foi a liofilizagao,
equipamento descrito no item 4.2. Antes de serem colocadas no aparelho as
amostras foram transferidas para frasco de vidro apropriado, congeladas
utilizando banho de gelo seco e acetona (faixa de temperatura -40 °C a -70 °C),
fazendo movimentos circulares com o frasco de modo a formar uma fina camada
de suspensdo. Apds o congelamento foram levadas ao aparelho até sua

secagem, finalizada depois de um prazo de aproximadamente 48 horas.

4.3.4. Caracterizacao do estado sélido

4.3.4.1. Difracido de raios X em po

As analises foram realizadas em difratbmetro descrito no item 4.2,
equipado com detector LYNXEYE XE, a temperatura ambiente, com radiacéo de
Cu-Ka (A=1.5418 A\), a voltagem e corrente durante operagéo foram de 40 kV e
40 mA, respectivamente. O passo foi de 0,02° e um tempo de contagem de 0,01
segundo por passo na faixa 2 de 4- 40°.

Para amostras TX10, TX11, TX12, TX13, TX15, SN9, SN10, SN12 e SN13
foi realizada uma segunda analise, utilizando o mesmo difratdmetro descrito no
item 4.2, & temperatura ambiente, com radiagdo de Co-Ka (A=1.7902 A) e um
tempo de contagem de 0,5 segundo por passo. Todas as outras condigbes
experimentais foram mantidas as mesmas.

Todos os gréficos relativos aos padrbées de difragdo possuem eixo das
abcissas 20 relacionado ao cobre. No caso dos padrdes obtidos os experimentos
com fonte de cobalto, foi realizada transformacdo matematica para adequacao
da unidade.
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4.3.4.2. Espectroscopia no infravermelho

Em espectrémetro, descrito no item 4.2, equipado com software OMNIC
7.0 foram depositadas pequenas quantidades de amostra, em contato direto com
o cristal do acessorio de reflectancia atenuada (ATR). Os espectros foram

registrados de 4000 a 600 cm™' com resolugéo de 4 cm™' e 32 scans.

4.3.4.3. Morfologia

Pequenas quantidades de amostra foram aderidas in natura sobre um
suporte usando-se fita adesiva de carbono dupla face, e recobertas com ouro em
metalizador por 150 segundos a 30 mA. Foram observados diferentes aumentos,
em microscopio eletrénico de varredura (MEV), equipamento descrito no item
4.2, variando desde 500 até 30.000 vezes, em funcdo das caracteristicas

particulares de cada amostra.

4.3.4.4. Molhabilidade

Foram preparadas pastilhas de 100 mg de amostras em prensa manual,
com uma pressdao de 800 psi mantida por 1 minuto. Usando tensiébmetro,
equipamento descrito no item 4.2, foi medido o angulo de contato do meio liquido
(solugao saturada de efavirenz em agua, evitando qualquer efeito resultante da
solubilizacdo do pé da pastilha) com a pastilha. O volume da gota foi de 8 yL e

taxa de adicdo de 100 pL/min.
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4.3.4.5. Doseamento das amostras

Foi feita uma solugdo mae de concentracdo 1Tmg/mL em metanol. Para a
leitura em espectrofotdmetro, equipamento descrito no item 4.2, no comprimento
de onda de 248 nm, sendo necessaria diluicdo. O calculo do teor de EFV foi feito

com base na curva analitica descrita no Anexo |.

4.3.4.6. Dissolucao

Foram utilizados 900 mL de meio aquoso, com laurilsulfato de sodio (LSS)
0,1% (m/v), a 37 °C sob agitagao constante de 50 rpm. O meio passou por banho
de ultrassom por 20 minutos antes de ser colocado nas cubas, com o intuito de
retirar eventuais bolhas que tenham sido formadas durante seu preparo. Foram
retiradas aliquotas de 11 mL nos tempos de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60 e 90
minutos, nao havendo reposicdo do meio de dissolugdo, sendo mantida a
condicao sink durante todo o ensaio.

As analises foram realizadas de acordo com o Método 2 da Farmacopeia
Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2010), de agitagao por pas. A massa de amostra
utilizada foi o equivalente em formulagdo a 100 mg de EFV. As aliquotas foram
lidas em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 248 nm. O calculo da
quantidade de EFV dissolvido foi realizado com base na curva de calibracao
presente no Anexo Il.

Para comparacado dos meios um dos ensaios de dissolugao utilizou meio
LSS 0,5% repetindo todos os outros parametros experimentais utilizados nos
outros ensaios. O calculo da quantidade de EFV dissolvido foi realizado com
base na curva de calibragao presente no Anexo lll.

Os perfis de dissolugdo obtidos a partir de cada amostra foram divididos
em dois grupos: amostras de cisalhamento e amostras de sonicagdo. Foram
realizadas comparagdes, aos pares, de cada perfil utilizando analise de variancia
(ANOVA), utilizando programa Excel, para determinar se os perfis eram

efetivamente distintos entre si.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Definicao dos parametros iniciais

5.1.1. Escolha do solvente

No ensaio da solubilidade do EFV realizado para determinar o solvente
adequado para ser utilizado nos experimentos de precipitacdo, foram testados
os seguintes solventes organicos: etanol, metanol, acetonitrila e acetona. Todos
os solventes testados sao misciveis em agua, sendo esse um pré-requisito
fundamental, uma vez que o processo de precipitacdo exige a mistura do
solvente com o antissolvente.

Em uma revisdo bibliografica sobre preparo de nanoparticulas via
precipitacédo por antissolvente Thorat e Dalvi (2012) compilaram uma grande lista
com estabilizantes e solventes possiveis de serem utilizados para este tipo de
processo onde constam, junto com outros, os solventes propostos no presente
trabalho. A acetonitrila foi testada por ser descrita como solvente do EFV na
Farmacopeia Brasileira 52 ed (BRASIL, 2010). Estudos especificos do preparo
de nanocristais via precipitagao por antissolvente utilizam metanol (QUAN et al.,
2011), etanol (HU et al., 2011) e acetona (BECK; DALVI; DAVE, 2010b). Logo,
devido a sua disponibilidade e confirmacdo de seu uso prévio reportado na
literatura, esses solventes foram testados para dar inicio aos experimentos de
cristalizagao.

E possivel observar (Tabela 6) que o EFV & livremente solGvel em todos
os solventes testados, o que os tornaria, a principio, adequados para o processo
em questdo. A Tabela 6 também informa a polaridade de cada um dos solventes
testados, segundo o indice de polaridade proposto por Snyder (SCHIRMER,
2000).
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Tabela 6. Teste de solubilidade para determinar o solvente para a precipitacéao

EFV ~
Solvente Polaridade Volume solavel Concentragao
(mL) (9) (moliL)
Etanol 5,2 5 7 4,435
Metanol 6,6 5 3 1,901
Acetonitrila 6,2 5 2,5 1,584
Acetona 54 5 8,5 5,385

O EFV é amplamente soluvel em acetona e em etanol, como apresentado
na Tabela 6. A grande quantidade de farmaco utilizado no preparo da FO tende
a gerar sistemas altamente viscosos uma vez que seja adicionada a solugao
solvente ao antissolvente. Sendo assim é reduzida a eficiéncia da agitagao e
prejudicada a dispersao das particulas, o que pode dificultar o preparo dos
nanocristais. Logo, esses dois solventes foram inicialmente descartados.

Tanto metanol quanto acetonitrila possuem polaridade alta e dissolvem
quantidades semelhantes de farmaco. Contudo, devido a sua maior
disponibilidade, seu amplo uso na industria farmacéutica e também no preparo
de nanocristais (KIM et al., 2008; ZHANG et al., 2009), o solvente escolhido para
ser utilizado nesta fase inicial de experimentos foi o metanol.

E importante frisar que mesmo sendo necessaria a escolha de apenas um
solvente para a fase inicial do estudo, o efeito da troca de solvente no preparo

dos nanocristais sera avaliado em um momento posterior.

5.1.2. Escolha dos estabilizantes

Para evitar que as forgas atrativas da superficie das particulas promovam
agregacdo € necessario o uso de estabilizantes no preparo de uma
nanossuspensao (GHOSH et al., 2011). Os estabilizantes estéricos adsorvem-
se a superficie hidrofébica das moléculas e para esta finalidade podem ser
utilizados polimeros e tensoativos ndo ibnicos, enquanto a estabilizagcdo de

cargas das particulas é realizada por tensoativos idnicos (WANG et al., 2013).
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As suspensdes podem ser estabilizadas por polimeros ou surfactantes, ou
mesmo uma mistura de ambos (VERMA et al., 2011).

Na busca de uma maior estabilizacdo das suspensodes, através de um
efeito sinérgico dos diferentes tipos de estabilizagao, foi feita a opgéo de utilizar
uma mistura de estabilizante polimérico com tensoativo.

O LSS é um excipiente amplamente utilizado na industria farmacéutica,
sendo possivel observa-lo em trabalhos relacionados a nanocristais (NIWA;
MIURA; DANJO, 2011; VERMA et al., 2011; WANG et al., 2013), além de
também estar presente na formulagdo dos comprimidos de efavirenz 600 mg
fabricados por Farmanguinhos, ndo demonstrando nenhum tipo de
incompatibilidade com o farmaco. Desta forma foi o tensoativo escolhido como
estabilizante de cargas para o preparo dos primeiros experimentos de
precipitacao.

Para a estabilizacdo estérica dos nanocristais € comum o uso de um
polimero. Os derivados de celulose sao excipientes de uso difundido em muitos
processos industriais farmacéuticos, com destaque para o HPMC, devido a sua
natureza atdxica e compatibilidade com uso oral (GUIMARAES et al., 2008).
Cabe lembrar que na formulagdo de efavirenz comprimidos de 600 mg esta
presente HPC, outro derivado de celulose, com estrutura quimica semelhante a
do HPMC. Com relagao a obtencéo de nanocristais, o HPMC é um polimero de
uso comum (BADAWI et al., 2011; DONG et al., 2011), o que fez com que fosse
escolhido como estabilizante estérico para os ensaios iniciais. Portanto, os
primeiros experimentos foram realizados utilizando HPMC e LSS como

estabilizantes.

5.1.3. Primeiros experimentos de precipitacdo

As primeiras amostras a serem preparadas foram TX1, TX2 e TX3
contendo diferentes quantidades de estabilizantes HPMC e LSS (Tabela 4). As
solugdes foram homogeneizadas utilizando agitagdo alto cisalhamento (ultra-

turrax).
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Logo apds o preparo, as amostras apresentavam um aspecto muito
espumoso na regiao do topo do béquer, o que poderia estar relacionado a alta
quantidade de LSS e também ao método de agitagdo utilizado, enquanto na
parte de baixo a amostra possuia aspecto de uma pasta branca granulosa e
espessa (Figura 10) e ndo o de uma suspensdo, o que a torna de dificil
manuseio; focando em um aspecto produtivo, uma suspensao de baixa
viscosidade seria mais adequada para processamento.

As amostras foram congeladas e levadas para secagem em liofilizador, e
obteve-se um po branco visivelmente mais fino que o pé da matéria-prima, como

€ possivel observar na comparagao feita na Figura 10.

Figura 10. Aspecto das amostras: a) amostra TX2 logo apds o preparo; b)
matéria-prima; c) amostra TX7 apds secagem.

Apods a secagem as amostras puderam ser conduzidas a caracterizagao
que ocorre em trés etapas, sendo a primeira a analise de morfologia e tamanho
das particulas formadas, a segunda composta por analises de identificacédo e
avaliagao da estrutura cristalina e, por fim, o perfil de dissolugéo.

S&o apresentados a seguir os resultados obtidos pela caracterizagao das
amostras. As etapas seguintes da pesquisa consistiram em avaliar os efeitos do
aumento da concentragao de estabilizantes, tanto do HPMC quanto do LSS. Em
topico separado foram reunidos os perfis de dissolugdo das amostras e
comparados tanto entre si como com o do IFA puro e n&o processado. De modo
que foi possivel analisar o efeito das alteracdes executadas sobre o incremento
da dissolucdo, sendo este ensaio eleito como o determinante acerca das

caracteristicas das formulagdes.
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5.1.3.1. Caracterizacao do estado sélido

5.1.3.1.1. Morfologia das particulas

Para a analise das particulas obtidas pelo processo de precipitagao foi
utilizado MEV. A Figura 11 mostra uma comparacgao entre o EFV matéria-prima
e as amostras TX1, TX2 e TX3. E observada uma evidente mudanca na
morfologia das particulas. A matéria-prima € composta por particulas irregulares
enquanto nas amostras precipitadas as particulas tomam um formato alongado,
com espessuras nanometricas.

A partir da analise microscépica é possivel perceber a diminuicdo no
tamanho de particula: enquanto na matéria-prima o tamanho varia entre 1 e 2
pum (comprimento), na amostra a espessura das particulas oscila entre 200 e 800
nm (largura).

De acordo com Rabinow (2004), a obtencdo de formato de agulha nas
particulas pode ocorrer em processos de precipitagdo sob condi¢c&o de alto grau
de saturacado e com rapida nucleacéo.

Porém este aspecto ndo é necessariamente positivo, uma vez que é
sabido que esta morfologia tem efeito negativo sobre as prosperidades de fluxo
do pd, sendo o ideal do ponto de vista de processamento um pé composto por
particulas o mais esféricas possivel (CARSTENSEN, 2001).
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Figura 11. Comparagao da morfologia das particulas da matéria-prima com as
das amostras TX1, TX2 e TX3.

Uma possivel estratégia para contornar este problema seria o uso de
técnicas de homogeneizagdo subsequentes a cristalizagdo, como sonicagao
(NALAJALA; MOHOLKAR, 2011).

5.1.3.1.2. Espectroscopia de infravermelho

Para a identificagao da presenca EFV nas amostras foram feitas analises
de espetroscopia de infravermelho (IV). Esta técnica consiste em analisar as

vibragbes das ligagbes quando a molécula é atingida por uma radiagao
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eletromagnética, utilizando as transformadas de Fourier para montar um
espectro de absor¢cdo na faixa do IV. Uma vez que cada substancia possui
espectro unico, € possivel entdo identificar a presengca de um determinado
composto em um mistura (BRITTAIN, 2008).

No espectro de absorcdo obtido através da analise da matéria-prima,
Figura 12, foram identificadas as seguintes bandas em 3311,99 cm-', relacionada
ao estiramento da ligagdo N—H; em 2248,21 cm™, relacionada a vibragdo da
tripla ligagcdo; uma banda intensa em 1740,86 cm™', referente ao estiramento de
C=0; as vibragdes relacionadas as duplas ligagdes do anel aromatico aparecem
em 1601,17 cm™ e 1493,97 cm'; por fim, & possivel observar a banda referente
a ligagdo C—F em 1182,50 cm™' (GOMES et al., 2013).

TX3

N WW

O

3500 3400 3300 3200 3100 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 12. Comparagao dos espectros de IV obtidos das amostras com o
espectro obtido a partir do EFV matéria-prima.

Foram entao obtidos os espectros de |V relativos a TX1, TX2 e TX3. Na
Figura 12 percebe-se que cada um dos espectros tem presenga das bandas
caracteristicas que sédo usadas na identificagdo do EFV, confirmando a presenga
de farmaco no po seco das amostras. Nao foram observados deslocamentos das
bandas nem modificacdo do espectro de absorcdo, indicando que nao ocorre
interacédo entre o EFV e os estabilizantes (MAHAPATRA; MURTHY, 2014). No
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espectro da amostra TX3 é percebida uma diminuicdo da intensidade das
bandas de absorgéo, mais visivel nas bandas referentes a ligagdo N—H do anel
aromatico, o que pode estar relacionado ao aumento da concentracdo de
polimero na formulagao, os espectros de IV dos excipientes encontram-se em

anexo V.

5.1.3.1.3. Difracao de raios X

Na Figura 13 é feita uma comparacéo dos padrdes de difragcao de raios X
das amostras e da matéria-prima com o padrao calculado para o polimorfo | EFV
(MAHAPATRA et al., 2010a) e o padrdo obtido com o LSS (dos excipientes o
unico com estrutura cristalina). As intensidades dos picos referentes as amostras
sao diferentes entre si, possivelmente devido ao incremento na concentracio de
polimero de cada formulagao, além do fato de que em cada um dos processos
de preparo foram obtidos diferentes teores de farmaco. Para que fosse possivel
uma analise mais concisa os padroes de difracdo obtidos a partir da matéria-
prima e das amostras foram normalizados em relagdo ao padrao calculado.

Percebe-se que as amostras mantém seu carater cristalino apds a
precipitacdo. E possivel identificar os picos caracteristicos referentes ao
polimorfo | nas amostras, indicando ser esta a forma cristalina presente. Também
€ observado o alargamento dos picos, 0 que esta relacionado com a diminuig&o
do dominio cristalino, que costuma ser associada a redugdao do tamanho de
particula (BLACHERE; BRITTAIN, 2008). O que condiz com o observado na
analise de microscopia, que mostrou particulas alongadas e de espessura nano.

As amostras TX2 e TX3 apresentam picos de difracdo em 20 de
aproximadamente 7 ° que nao sao referentes ao polimorfo | do EFV e também
nao estdo relacionados a presenca de LSS nas amostras. Isto pode ser
confirmado observando a localizagao dos picos de difracdo do excipiente em 20
de 4,4°e .6,6 ° (Figura 13).

De modo geral observa-se manutencao da cristalinidade, o que sugere
que qualquer incremento que possa ocorrer futuramente no perfil de dissolucéo

das amostras em relacdo ao perfil do IFA nao estaria relacionado a amorfizacao
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do material, mas sim a redugao do tamanho. Porém ainda se fazem necessarios
ensaios mais detalhados para melhor compreender a fase cristalina apresentada
pelas amostras. Para tanto, € possivel fazer uso de analise térmica e também da

modificacao de parametros experimentais da analise de DRX.

TX3

TX2

TX1

Intensijdade

EFV

Forma | (Calculado)

3,7 8,7 13,7 18,7 23,7 28,7 33,7
20 (°) CuKa

Figura 13. Padrdes de difracao das amostras TX1, TX2 e TX3 em comparacao
com padrao de difracdo da matéria-prima e padrao calculado do polimorfo |

Para dar sequéncia aos experimentos foram modificadas as
concentracdes de estabilizantes utilizados, de modo que fosse possivel observar
os efeitos destas alteragdes relativos ao aspecto das suspensdes, morfologia

das particulas, cristalinidade do p6 e dissolugdo das amostras.
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5.1.4. Aumento gradativo do teor de polimero

Foram preparadas amostras aumentando gradativamente a concentragao
de HPMC, sendo elas TX4, TX6 e TX7, que foram comparadas com TX3 (que
possui 5% de HPMC em relagdo a massa de EFV). Dessa forma foi possivel
analisar o efeito do polimero nas caracteristicas das amostras e,
consequentemente, o seu efeito em relagao a estabilizacdo dos nanocristais.

O aspecto das amostras TX4, TX6 e TX7 logo apds o preparo foi o de uma
pasta branca espessa, bem diferente de uma suspensao fluida, que seria ideal
para processamento. Depois da secagem por liofilizagdo foi obtido um po fino e
branco. Com relagéo ao aspecto (Figura 14) as amostras encaixam-se no que

foi previamente discutido do item 5.1.3 referente as amostras TX1, TX2 e TX3.

5.1.4.1. Caracterizacado do estado sélido

5.1.4.1.1. Morfologia das particulas

Na Figura 14 sdo apresentadas as fotomicrografias obtidas a partir da
analise de TX3, TX4, TX6 e TX7 no MEV, sendo observadas particulas de
morfologia alongada cuja espessura encontra-se dentro da escala nanométrica.
Enquanto TX3, TX4 e TX6 apresentam suas particulas presas em aglomerados,
TX7 as tem inseridas em um filme. E possivel que o processo de secagem esteja
gerando estes aglomerados.

Ao longo do processo de congelamento da suspensao ocorre a nucleagao
de cristais de gelo, seguida pelo seu crescimento, que podem acabar repelindo
0os nanocristais da por¢cao congelada, gerando uma fase liquida altamente
concentrada (CHUNG; LEE; LEE, 2012). Devido a proximidade desses cristais é
possivel que se ocasione o enredamento ou mesmo fusdo das cadeias
poliméricas dos estabilizantes de superficie, semelhante a uma ponte (SINHA;
MULLER; MOSCHWITZER, 2013), o que resulta em formacdo de agregados
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irreversiveis prejudicando uma posterior redispersdo do p6 formado (CHUNG;
LEE; LEE, 2012).

TX3 X4

Figura 14. Imagens das amostras relativas ao aumento de HPMC obtidas no
MEV.

A secagem por liofilizagdo foi realizada, mesmo com suas potenciais
dificuldades, uma vez que era a metodologia mais acessivel durante a fase de
pesquisa. A metodologia utilizada foi a mesma para todas as amostras, de modo
que fossem minimizadas as possiveis diferengas geradas durante a etapa de

congelamento.
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5.1.4.1.2. Espectroscopia de infravermelho

Na Figura 15 comparam-se os espetros de IV das amostras com o da
matéria-prima. Mais uma vez podem ser vistas as bandas utilizadas para a
identificacdo do EFV, como citado anteriormente (GOMES et al., 2013).

.
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Figura 15. Comparacao dos espectros de IV de amostras TX3, TX4, TX6 e TX7
com o espectro do EFV.

Observando os espectros € visto que o aumento da concentragao de
polimero na formulacdo € acompanhado por uma redugado na intensidade das
bandas caracteristicas do farmaco. Uma possivel explicacdo para este
fenbmeno é que ao se adicionar mais polimero a formulagdo, diminui-se a
proporcao de EFV em relacdo a massa total do po, reduzindo a intensidade do
sinal.

Este efeito € mais proeminente na banda em 3311,99 cm’, relativa ao
estiramento de NH. Outra hipétese que pode explicar o fenbmeno observado é
a ocorréncia de ligagbes de hidrogénio entre o polimero e o farmaco. Uma vez
que o HPMC possui diversos pontos apropriados para a formacao de ligagoes
de hidrogénio, é possivel que o hidrogénio pertencente a porgéo lactamica do

EFV esteja fazendo uma ligagcéo intermolecular com um desses pontos. Isto
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aumentaria o rigidez da ligagao NH, reduzindo sua vibrag&o; logo a intensidade
da banda 3311 cm™ ficaria reduzida (STUART, 2004), como apresentado na
Figura 15.

A manutencdo da presenca de picos relativos ao EFV indica ndo apenas
sua presenga nas amostras, mas também a auséncia de algum tipo de reacgéo
quimica entre farmaco e excipientes, que poderia levar a incompatibilidade
(MAHAPATRA; MURTHY, 2014).

5.1.4.1.3. Difracao de raios X

A Figura 16 apresenta comparacéao dos padroes de difragdo de raios X
das amostras e da matéria-prima com o padrao calculado para a forma | do EFV,
com suas intensidades normalizadas para que se torne possivel uma analise
mais precisa das posicdées dos picos encontrados, permitindo identificar a
presenca de mistura de estados cristalinos, caso haja alguma.

Assim como discutido no item anterior para TX1, TX2 e TX3, as amostras
TX4, TX6 e TX7 possuem o0s picos caracteristicos que indicam a presenca de
polimorfo | de EFV. As amostras também possuem seus picos de difracdo mais
largos do que o apresentado pela matéria-prima. Mais uma vez esta pode ser
uma indicagéo da redugao do cristalito, comumente acompanhada da diminuigc&o
do tamanho de particula. Este fato € condizente com as fotomicrografias que
mostravam particulas alongadas de espessura nanométrica.

Assim como visto em TX2 e TX3 a amostra TX4 apresenta pico 26 de 7 °.
Isso ndo ocorre com TX6 e TX7, o que ndo necessariamente significa sua
auséncia, uma vez que o aumento da concentracdo de HPMC, que € amorfo,
pode mascarar os picos de menor intensidade. O aumento na concentracéo de
polimero também diminui a relagdo sinal/ruido e altera a linha base, o que é
observado de forma mais pronunciada em TX7, onde a concentracado de HPMC
é de 40%.

Assim como discutido em outras amostras, € mantida a presenca de
material no seu estado cristalino, uma vez que sao encontrados picos de

difracdo. Isto indica que o incremento da dissolugdo, que sera discutido
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posteriormente, pode estar relacionado ao tamanho de particula nanométrico e
nao a uma amorfizagdo da amostra. Ainda ha, contudo, a ressalva de que seriam
necessarias outras técnicas para caracterizar mais precisamente a estrutura

cristalina das amostras.

TX7

TX4

Intensidde

\_JW ﬂ Lo EFV

Forma | (calculado)

4 9 14 19 24 29 34 39
20 (°) CuKa

Figura 16. Padrdes de difracao das amostras TX4, TX6 e TX7 em comparagao
com padrao de difracdo da matéria-prima e padrao calculado do polimorfo |

As técnicas de caracterizagdo mostraram, de modo geral, que o aumento
de polimero na formulag&o, apesar de gerar pequenas alteragdes nos espectros
de IV e aumentar o ruido (presenca de material amorfo) no padrao de difragéo,
mantém tanto a estrutura quimica quanto a estrutura cristalina do EFV. Também
€ indicado pelo alargamento dos picos de DRX que ocorre redugao no tamanho
do cristalito, o que pode ser resultado de um tamanho de particula nanométrico.
Os efeitos do aumento da concentragcao de HPMC na dissolugdo das amostras

serao discutidos posteriormente.
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Uma vez analisados os efeitos provenientes do aumento do teor de HPMC
nos resultados obtidos a partir dos experimentos de cristalizagcédo, torna-se
necessario conhecer o efeito do aumento de LSS nas formulagdes.

5.1.5. Aumento da concentracdo de LSS

Foi feita uma amostra TX5 (que continha 4% de LSS em relagdo a massa
de EFV) e os resultados das analises realizadas foram comparados com o0s
resultados obtidos na amostra TX4, que contém mesmo teor de polimero, no
entanto com apenas 2% de LSS.

Sabe-se que o0 LSS possui efeito irritante a mucosa quando em altas
concentragdes (NEPPELBERG et al., 2007); sendo assim, uma formulagdo com
maior quantidade de LSS pode ndo ser indicada para um medicamento que sera
administrado por via oral e que entrara em contato direto com a mucosa do TGI.
Outro efeito indesejavel do LSS é a formacgao intensa de espuma durante o
processo (KIBBE, 2000), que pode dificultar tanto as etapas laboratoriais quanto
o desenvolvimento de método de cristalizacdo em larga escala. Logo, a amostra
TX5 teve carater elucidativo em relagao ao efeito do aumento da concentracao
de LSS como estabilizante de cargas na precipitagdo por antissolvente, néo
sendo esta uma amostra considerada adequada para uma futura formulacao
devido ao seu alto teor de surfactante.

O aspecto obtido com a amostra TX5 tanto apds o preparo como apés a
secagem foi o mesmo verificado nas amostras anteriores, porém com maior
formacgao de espuma durante o processo. A seguir sdo mostrados os resultados

referentes a caracterizagao de TX5.
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5.1.5.1. Caracterizacao do estado sélido

5.1.5.1.1. Morfologia das particulas sdlidas

Analisando as imagens obtidas no MEV e mostradas na Figura 17
percebe-se que o aumento da concentragcdo de LSS tem efeito direto na
morfologia das particulas. Enquanto na amostra TX4 é possivel observar a
presenca de cristais em forma de agulha, na amostra TX5 praticamente n&o séo
mais vistas particulas isoladas.

TX4 TX5

s

Figura 17. Imagens das amostras relativas ao aumento de LSS obtidas no MEV.
Aumento utilizado: 10000 vezes.

Uma possivel explicagdo para este fendmeno é que nesta formulagao a
massa de estabilizante utilizada € muito préxima a sua concentragdo micelar
critica (CMC) de 0,23% m/v (KIBBE, 2000). A formagéao de filme polimérico pode
estar sendo auxiliada pela maior concentragéo do tensoativo LSS (STEWARD;
HEARN; WILKINSON, 2000), explicando o porqué de TX4 possuir particulas
mais evidenciadas do que TX5. No entanto, ndo foram realizados experimentos

para investigar mais a fundo esta questao.
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5.1.5.1.2. Espectroscopia de infravermelho
ApOs a secagem, a analise de infravermelho do p6 apontou a presenga

de farmaco na amostra de acordo com o surgimento das bandas caracteristicas

do EFV no espectro, Figura 18.
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Figura 18. Comparagao do espectro de IV obtido com a amostra TX5 com o
espectro no IV da matéria-prima.

Mais uma vez é possivel observar as bandas utilizadas para a
identificacdo do EFV (GOMES et al., 2013), confirmando a presenga de farmaco
na amostra, porém com menor intensidade do que na matéria-prima,
especialmente a banda relativa ao estiramento da ligagdo NH. Novamente esta
alteracao parece estar ligada a formacéao de ligagdes de hidrogénio entre o EFV

e o HPMC, como discutido anteriormente para as outras amostras.

5.1.5.1.3. Difracao de raios X

Na Figura 19 é feita uma comparacéo do padrao de difragcao de raios X da
amostra TX5 e da matéria-prima com o padr&o calculado para o polimorfo | EFV,

com suas intensidades corrigidas para que fosse possivel uma analise mais
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precisa, sendo possivel identificar qualquer possivel de mistura de fases
cristalinas.

O padrao de DRX de TX5 é muito semelhante aquele visto para TX4.
Ambas possuem picos caracteristicos a forma | do EFV, porém mais largos,

indicando reducao do tamanho de cristalito, e ha picoem 7 ° 26.

TX5

Intensidade

J EFV

Polimorfo |

4 9 14 19 24 29 34
26 (°) CuKa

Figura 19. Padrao de difracdo da amostra TX5 em comparagao com padrao de
difracdo da matéria-prima e padrao calculado do polimorfo |

De acordo com os resultados de caracterizagao nao ha diferenca quimica
Ou mesmo no arranjo espacial entre as amostras TX4 e TX5, indicando que os
estabilizantes n&o possuem influéncia sobre essas caracteristicas. A maior
distingdo ocorreu na andlise da morfologia. E possivel que a reducio da tenséo
superficial causada pelo incremento na concentragcdo de tensoativo tenha
provocado a formacao de filme mais intensa em TX5 do que em TX4.

ApOs a caracterizacdo do estado solido e observacdes relativas a
morfologia e ao tamanho de particula das amostras, faz-se necessaria a
comparagao dos perfis de dissolucdo. Somente com a interpretacdo destes
resultados podem ser feitas consideragdes sobre quais parametros

experimentais da cristalizacdo sao passiveis de otimizagao.
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5.1.6. Dissolucao

Apos observar todos os resultados referentes as amostras provenientes
dos experimentos de precipitacdo, foram realizados ensaios de perfil de
dissolugdo. Estes foram comparados entre si de modo a entender o efeito do
processo de precipitacdo e o reflexo das alteracbes nas formulagdes sobre a
dissolucado das amostras.

Primeiramente foi realizado o doseamento das amostras de modo que
fosse possivel obter o teor de EFV e, portanto, quantificar o EFV dissolvido ao
longo do ensaio de dissolugdo. A Tabela 7 mostra os resultados obtidos com

relacdo ao teor das amostras, obtidos nos ensaios de doseamento.

Tabela 7. Teor de EFV das amostras.

Teor de EFV (%)

Amostra
(Média * desvio padrao)
TX1 88,04 £ 9,24
X2 77,06 £ 0,97
TX3 65,74 £ 0,51
X4 75,94 £ 9,92
X5 73,25 +7,49
TX6 53,63 £ 6,79
X7 57,19 £ 3,55

Os teores obtidos sdo considerados baixos, o que provavelmente esta
relacionado ao método de preparo. Como apresentado na Figura 8, a solugéo de
metanol e EFV altamente concentrada, 53,3% m/v, & adicionada sobre a fase
antissolvente; sendo assim, mesmo poucos mililitros de solugao (residuos de
solugdo no béquer ou na seringa) contém grandes quantidade de IFA. Ou seja,
uma pequena perda de solugdo pode gerar grande impacto no rendimento como
um todo. Este tipo de problema é muitas vezes verificado nas etapas de
bancada, apresentando um desafio a ser superado na fase de escalonamento

do processo laboratorial para o nivel industrial.
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Para que fosse determinado o meio de dissolucdo apropriado para a
analise das amostras provenientes do preparo por cristalizagdo primeiramente
foi testado o meio LSS 0,5% (m/v), ja utilizado para analise dos comprimidos de
600 mg fabricados em Farmanguinhos (HONORIO et al., 2013). A Figura 20
mostra a diferenca entre os perfis obtidos a partir da matéria-prima e da amostra
TX2. No meio LSS 0,5% a dissolugcido do EFV supera a da amostra TX2, mas a
curva relativa a amostra apresenta desvio padrao muito alto em todos os pontos,
indicando nao ser possivel diferir entre a dissolucdo do EFV e a da amostra.
Quando o meio de dissolugao utilizado é o LSS 0,1% é possivel obter perfis com
desvio padrao menor e ha uma separacao entre eles. Também se observa que
a dissolucao do EFV é bem menor nesse meio do que no outro, devido a menor

concentracdo de LSS.

Meio LSS 0,1% (m/v) Meio LSS 0,5% (m/v)
—o—-EFV —e-TX2 —-TX2 —e—-EFV
100,0 - 100,0 -
90,0 -+
80,0 - 80,0 A
70,0
60,0 - 60,0 |
50,0
40,0

% Dissolvida
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Figura 20.Perfis de dissolugdo obtidos nos meios LSS 0,5% e LSS 0,1%.

Foi reportado que quando HPMC esta em solugcdo em presenca de LSS
ocorre um aumento da viscosidade do sistema, inclusive retardando a liberagao
de farmaco disperso em matriz hidrofilica (PYGALL et al., 2014). Portanto, uma
hipotese que explicaria o resultado obtido na dissolugdo de TX2 em LSS 0,5% €&
que pode ter ocorrido a formacdo de uma matriz em torno das particulas,
gerando uma barreira fisica e retardando a dissolugado do EFV, indicando que o
meio LSS 0,1% é mais adequado para realizagao das dissolugdes das amostras
de nanocristais de EFV que o meio LSS 0,5%.

Os perfis foram comparados através de ANOVA a fim de garantir a

presenca de diferenga estatistica significativa. Havendo influéncia da troca de

100
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amostra, os perfis de dissolucdo podem ser considerados estatisticamente
diferentes.

ApOs a comparagdo, em meio mais discriminativo LSS 0,1%, das
amostras preparadas (Figura 21) é possivel obter algumas conclusoes.
Primeiramente foi observado incremento no perfil de dissolucdo do EFV nas
formulagées TX1, TX2 e TX3 indicando que a metodologia utilizada é eficaz
como alternativa para aumentar a dissolugao.

Outro ponto interessante € que o aumento da concentracdo dos
estabilizantes tem como efeito um maior incremento na dissolucdo, isso é
verificado a partir do fato que TX3 tem a maior dissolugdo entre as amostras
testadas e também a maior concentracado de estabilizantes, até entdo. Todavia
mesmo com o aumento referido, ndo foram atingidos 100% de farmaco
dissolvido, o que mostra a necessidade de otimizar a formulagao para que possa

ser atingido este quesito.
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Figura 21. Comparacéao dos perfis de dissolugdo de TX1, TX2 e TX3 com EFV
matéria-prima.
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Foi visto que os nanocristais obtidos por este método de preparo tém perfil
de dissolugdo mais rapido do que o da matéria-prima. Ao modificar a
concentracdo de HPMC presente nas amostras, percebem-se novas diferencas
entre os perfis de dissolugéo.

De acordo com o verificado na Figura 22, cuja diferenga entre os perfis foi
verificada através de ANOVA, é possivel ver que o aumento na massa de
polimero utilizado, neste caso o HPMC, provoca incremento no perfil de
dissolucédo, quando comparadas as amostras com a matéria-prima. Outro ponto
a ser levantado é a proximidade entre os perfis de TX6 e TX7.

Observando o grafico da Figura 22 é possivel ver que nos primeiros 60
minutos da dissolugdo a amostra TX6 dissolve aproximadamente 85% do seu
conteudo de farmaco no meio, contra apenas 73% da amostra TX7; ao final da
dissolugédo TX6 excede 90% de EFV dissolvido.
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Figura 22. Comparacgao entre os perfis da matéria-prima e amostras TX4, TX6 e
TX7
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No entanto, ao analisar o desvio padrao na curva do perfil de TX6 e TX7,
percebe-se que a amostra com 20% de HPMC possui um desvio padréao relativo
(DPR) muito mais alto, com valores acima do aceitavel de 5% (ANVISA, 2004)
em todos pontos de coleta. Isto indica pouca uniformidade do p6, ao contrario da
amostra TX7, cujo desvio padrao indica uma uniformidade maior.

Uma vez que foi percebido em amostras anteriores que o aumento do
polimero estabilizante tende a promover uma maior dissolugao, o esperado seria
que o perfil de TX7 (40% de HPMC) fosse significativamente maior do que o de
TX6 (20% de HPMC), no entanto, isso ndo se comprovou experimentalmente.

Isto pode estar relacionado a falta de uniformidade de TX6. O desvio
padrao presente nesta amostra € muito alto, onde os resultados no seu limite
inferior sdo bastante semelhantes aos obtidos com TX7, exceto no ponto de 90
minutos. Uma hipotese é que ao final da dissolugao algum aglomerado de po6
com maior quantidade de EFV possa ter se inserido na canula coletora e isso
resultaria em uma coleta de aliquota mais concentrada de farmaco. No entanto,
nao € possivel afirmar com certeza que esta seja a causa real do efeito
observado sem antes realizar uma investigagdo mais profunda deste fenébmeno.

Seguindo as comparagdes, foi necessario avaliar a relagdo que o aumento
da concentragdo de LSS tem com o ensaio de dissolugdo. Como ja foi exposto,
uma amostra com alto teor de LSS nao é interessante para uma administracao
por via oral pois seu contato direto com as mucosas pode ser prejudicial, além
de gerar uma quantidade de espuma excessiva durante a cristalizagdo, podendo
prejudicar o processo industrial. Contudo, € importante entender o papel dos
estabilizantes nos experimentos de cristalizacdo e seu reflexo no perfil de
dissolucao.

Na Figura 23 ha uma comparacgao entre os perfis de dissolugdo de TX3 e
TX4 (formulagdo na Tabela 4). O que se observa é que quando aumentada
apenas a concentragdo de LSS de 2% para 4% isso se reflete em algum
incremento na dissolugcdo. Porém, o impacto do aumento do teor de LSS nao se
mostra tdo expressivo quanto aquele observado com o aumento da quantidade
de HPMC, com a ressalva de que o percentual de aumento do LSS foi bem
menos significativo que o do HPMC. Novamente foi utiizada ANOVA para

certificacao da diferenca estatistica entre os perfis de dissolugao.
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Um fator que tem influéncia sobre a dissolugao € a molhabilidade, que
pode ser definida como a capacidade de um sélido, quando em contato com um
liquido, de adsorvé-lo a sua superficie (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008), sendo um
reflexo das interagdes entre a interface solido-liquido. O fenbmeno da
molhabilidade é essencial para processos como desintegragdo, dispersdo e
solubilizac&o, além de influenciar diretamente na dissolugao dos farmacos (PURI
et al., 2010).

120,0 -
—o—-TX4 ——TX5 -o—EFV

100,0 -

80,0 -

60,0 - {

% Dissolvida

40,0 - . —e

20,0 A

0,0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Tempo (min)

Figura 23. Comparagao dos perfis de dissolugao de TX5 e TX4 com o da matéria-
prima.

Uma forma de determinar a molhabilidade € medindo o angulo de contato
6 de uma gota de liquido com a superficie do sdélido: quanto menor for o angulo
6 maior € o molhamento do po, indicando que o liquido espalha-se
espontaneamente. Quando o meio testado é a dgua, o angulo de contato € uma
medida de hidrofilia do solido (LAZGHAB et al., 2005).

Na Figura 24 sao apresentados as imagens e os angulos de contato 6 de
uma gota de agua com a superficie de uma pastilha. Enquanto na Tabela 8 sao
comparados o percentual de farmaco dissolvido em 90 minutos de ensaio; a
eficiéncia de dissolugéo obtida e o &ngulo 6 para cada amostra assim como para
o IFA.
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Enquanto a matéria-prima apresenta 6 de 77,9°, TX1 tem 6 de 43,6°,
indicando que o processo de precipitacdo aumentou a molhabilidade do sdlido
pela agua. Essa redugao no angulo de contato aparece de modo semelhante
para todas as amostras preparadas, exceto para TX5 onde a redugéo do angulo
6 € mais pronunciada como sera discutido em breve. Na Figura 24 é feita uma
comparacgao apenas dos resultados de 6 de TX1, TX5 e TX7 com o do EFV, de
modo que possa ser visto mais claramente o efeito do processo de cristalizagao
assim como os efeitos referentes a alteracdo nas concentragcdes de

estabilizantes.

EFV TX1
77,9° 436°
TX7 TX5
47 .9° ND

Figura 24. Comparacgao dos angulos de contato sélido-liquido das amostras TX1,
TX5 e TX7 com a matéria-prima.

Comparando TX1 com TX5 (teores de estabilizantes na Tabela 4)
observa-se uma reducgao significativa de 6, que passa de 43,6° para tender a
zero. E possivel ver em TX5 (Figura 24) o espalhamento quase total da gota de
agua, indicando que o aumento da concentragéo de LSS, como estabilizante das
cargas de superficie, gera aumento na molhabilidade.

Ainda observando a comparacao feita na Figura 24 é possivel ver que o
aumento da molhabilidade ndo acompanha o aumento da concentracdo de
HPMC, como faz no caso do LSS. Para as amostras TX1 e TX7, aquela com o

menor angulo de contato, logo com maior molhabilidade, € a que contém menor
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teor de HPMC. Portanto, o aumento da concentragdao do polimero tem efeito
negativo sobre a molhabilidade da amostra.

Ao correlacionar os resultados obtidos nos ensaios de molhabilidade com
o percentual dissolvido de EFV durante a dissolucdo das amostras e do préprio
EFV matéria-prima, (Tabela 8), percebe-se que o aumento da molhabilidade,
gerado pela maior concentracdo de LSS, reflete-se na dissolugdo de TXS.
Contudo, ndo ha incremento de molhabilidade resultante do aumento de HPMC,
de toda forma ainda sim €& observada maior dissolugdo de TX7 quando
comparada a TX5, Figura 25.

Tabela 8. Relagao do angulo de contato liquido-sélido com a quantidade de EFV
dissolvida em 90 minutos.

% dissolvida 90 min Eficiéncia de dissolugao

Material (média + desvio padrio)  (média £ desvio padrao) )
EFV 39,15 £ 0,22 33,65 £ 0,02 77,9
TX1 50,00 + 0,5 41,89 £ 1,34 43,6
TX2 64,31+ 0,72 57,17 £1,48 42,5
TX3 78,66 + 2,53 69,05 + 1,29 11,8
TX4 61,91 + 3,14 57,37 £ 2,52 31,2
TX5 69,89 + 3,11 63,64 + 1,99 ND'
TX6 92,25+ 5,00 78,07 £ 6,08 53,3
TX7 73,07 + 1,54 70,26 + 1,39 47,9

Estes resultados indicam que, apesar de a molhabilidade ser uma
caracteristica importante para o processo de dissolugcdo, ndo € o unico fator
determinante para garantir seu aumento. Isto pode ser comprovado pelo fato de
a amostra que apresentou maior incremento na dissolugdo nao foi a de maior

molhabilidade.
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Figura 25. Comparagéao dos perfis de dissolugao de TX7 e TX5, relacionando-os
aos seus angulos de contato.

0,0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tempo (min)

Dentre as formulagbes preparadas e avaliadas algumas sdo mais
promissoras. Apesar de TX7 néo ter tido a maior dissolugao, sua formulacao foi
escolhida como formulacido base para avaliar outros parametros experimentais.
Isso ocorreu devido ao fato de que se optou por utilizar uma alta concentracao
de estabilizante para os testes relativos ao tipo de polimero, pois assim & maior
a probabilidade de uma cobertura eficiente dos nanocristais, uma vez que
diferentes polimeros podem ter capacidades de adsorcao diversas frente ao
farmaco de escolha e que a cobertura ineficaz dos cristais tende a resultar em
aumento do tamanho de particula (SINHA; MULLER; MOSCHWITZER, 2013).
Contudo, a escolha de uma alta concentragdo polimérica ndo significa que,
sendo necessario, a concentracado do estabilizante estérico ndo podera ser
reduzida novamente sendo encontrado um polimero com maior capacidade de

estabilizacdo das particulas.
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5.2. Mudanc¢a da saturagao do sistema

5.2.1. Mesma proporcio entre as fases

A formulacédo TX7 foi preparada com 15 mL de solvente e 140 mL de
antissolvente, resultando em uma razdo solvente/antissolvente de
aproximadamente 1:9. E esperado que quanto maior a diferenca de volume entre
as fases maior sera a taxa de nucleagao, reduzindo o tamanho de particula
obtido. Logo, foi proposta uma modificagdo radical nesta razao.

Em via de melhorar a fluidez do sistema, promovendo uma melhor
agitacao, e testar o efeito de uma redugao drastica na proporgao entre as fases
foi realizado um experimento de cristalizagao utilizando 100 mL de metanol
(solvente) e 100 mL de agua (antissolvente) e que recebeu o codigo TX8.

A suspensao resultante foi semelhante a uma pasta, com pouca ou
mesmo nenhuma fluidez (observagado do aspecto). Outra caracteristica foi sua
incapacidade de dispersar em agua, o que impossibilitou a realizagao de analise
de tamanho de particula (espalhamento dindmico de luz) e de potencial zeta
(calculo da mobilidade eletroforética) uma vez que ambas as técnicas envolvem
uma etapa de diluigdo da suspensao. Apds a secagem, o po6 resultando de TX8

passou por caracterizacao do estado sélido

5.2.1. Reducio da massa de EFV

Ainda com o intuito de melhorar a eficiéncia de agitacdo reduzindo a
viscosidade do sistema, foram realizados experimentos diminuindo a massa de
EFV dissolvido no solvente.

Foram preparadas duas suspensdes, cuja formulagdo dos estabilizantes
baseia-se em TX7 assim como a raz&o solvente/antissolvente: TX9, na qual o

antissolvente foi mantido a temperatura entre 25 a 27 °C; TX10 onde a
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temperatura do antissolvente foi mantida a 7,0 e 7,5 °C, utilizando um banho de
gelo.

Em relacdo ao aspecto das amostras, a suspensdo TX9 mostrou-se
proxima as outras preparadas por ultra-turrax, muito espumosa e viscosa,
também se assemelhando a uma pasta densa.

A suspensao TX10 apresentou um aspecto pouco viscoso e leitoso, nao
sendo identificada a presenga de qualquer grumo, havendo apenas uma leve
sedimentacdo. Devido ao seu aspecto mais fluido, foi possivel realizar analise
de tamanho de particula e potencial zeta (Figura 26).

De acordo com a analise de DLS foi possivel identificar que a suspensao
TX10 possui distribuicdo de tamanho com populagdo majoritaria em
aproximadamente 200 nm, porém também foi identificada a presenca de uma
populagao de menor intensidade, mas de diametro micrométrico, como pode ser
observado na Tabela 9 que exibe os picos obtidos na analise de tamanho, os
picos estéo relacionados em ordem decrescente a sua intensidade, sendo o pico

1 de maior intensidade e o 2 de menor intensidade.
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Figura 26. Distribuicdo de tamanho de particula de TX10.

Tabela 9. Relagao dos picos de diametro médio e potencial zeta de TX10

Diametro Médio (nm) Potencial
Amostra Pico 1 Pico 2 PDI zeta (mV)
TX10 222,6 5440 0,419 -37,6

A reducdo da massa de EFV e da temperatura de antissolvente promoveu

uma suspensdo com diametro médio de particula 222,6 nm (Tabela 9). O
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sedimento que pode ser observado foi identificado na analise, uma vez que
aparece um pico maior de 5 ym. Também foi visto que tanto o PDI quanto o ¢

foram considerados adequados. Apds a secagem por liofilizagdo, seguiu-se com
a caracterizacao do p6 obtido.

5.2.2. Supersaturacio do solvente

Em uma tentativa de aumentar ao maximo possivel o grau de saturagéo
durante a cristalizagdo e aumentar a carga de farmaco na suspensao resultante,
foi realizado um experimento de precipitagdo a partir de uma solugao
supersaturada de EFV em metanol.

A suspensdo TX11 obtida a partir deste experimento, assim como outras,
tinha aspecto viscoso e com grumos, contudo foi possivel dispersa-la o suficiente
para realizar analise de tamanho de particula por DLS.
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Figura 27. Distribuigcdo de tamanho de particula de TX11.

Tabela 10. Relacdo dos picos de diametro médio e potencial zeta de TX11

Diametro Médio (nm) Potencial
Amostra Pico 1 Pico 2 Pico 3 PDI zeta (mV)
TX11 1756 170,6 4863 0,857 -565,7

A Tabela 10 deixa claro que a distribuicado particulas de TX11 € multimodal
e composta por trés populagdes de tamanhos distintos, sendo elencados como

picos 1, 2 e 3 em ordem decrescente das intensidades apresentadas.
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O pico 1 é formado por particulas com didmetro médio de
aproximadamente 1 ym, o pico 2 indica o segundo conjunto de particulas com
diametro médio de 170,6 nm. Apesar da presenca de particulas nanométricas,
elas claramente ndo sao a populagao principal desta suspensao. Logo, isto
indica que estas condi¢cdes ndo foram ideais para a cristalizagao.

Vale ressaltar que mesmo apds a dispersao de TX11 em agua, foram
observadas particulas discretas (olho nu), estas possivelmente estédo
relacionadas com terceira populagao, pico 3 com 4863 nm. Outra questao é que,
apesar da suspensao apresentar ¢ considerado adequado, seu PDI foi muito alto,
refletindo a existéncia de duas populacdes de particulas muito relevantes e de
tamanho muito distinto.

Apenas pela analise da estabilidade fisica da suspensdo & possivel
concluir que esta amostra ndo foi bem-sucedida na estabilizagdo do tamanho de
particula em uma faixa menor do que 1 pym. Devido aos resultados pouco
promissores sobre a estabilidade fisica de TX11, essa amostra nao foi levada a

caracterizacao e dissolucéao.

5.2.3. Caracterizacao

Ap0ds o preparo as suspensodes TX8, TX9, TX10 foram levadas a secagem
por liofilizagdo, de acordo com o método descrito no item 4.3.3. Seguida a
secagem, foi realizada a caracterizagédo do p6 formado. Para este fim avaliou-se

a morfologia por MEV, a identidade quimica por IV e o arranjo espacial por DRX.

5.2.3.1. Morfologia das particulas

As fotomicrografias referentes a analise da morfologia das particulas esta
representada na Figura 28. Enquanto TX8 apresenta agregados grandes
compostos por particulas alongadas, de espessura nanométrica. As amostras

TX9 e TX10 mostraram formagao de filme polimérico.
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E interessante observar que a formacao de filme em TX8 é visivelmente
menor que as outras amostras. Isto pode levar a crer que o volume de agua
utilizado durante o preparo favorece a gelificagdo do polimero adsorvido na
superficie das particulas. Uma outra hipétese para este fenbmeno é que o
grande volume de metanol utilizado possa ter impedido a formacgéao de filme pelo
polimero, uma vez que ja foi reportado o uso de metanol para desarranjar matriz
de HPMC em comprimidos (NICKERSON et al., 2009).

Comparando as imagens obtidas de TX9 e TX10 pode ser visto que o
filme formado em TX9 é mais intenso e homogéneo, enquanto na outra amostra

ha maior desorganizagao.

Figura 28. Fotomicrografias de TX8, TX9 e TX10.

E possivel que apds o preparo das suspensdes tenha ocorrido
crescimento das particulas, contudo também ha a possibilidade de que a forma
de secagem esteja interferindo na morfologia das amostras. Isso pode ocorrer
devido a deformagbes das particulas durante a etapa de congelamento da
liofilizagdo, ja tendo sido reportado o efeito expressivo que a taxa de

congelamento exerce sobre o tamanho de particula e a redispersibilidade do p6
(LEE; CHENG, 2006).

5.2.3.2. Espectroscopia de infravermelho

Para a identificacdo do farmaco nas amostras foi utilizada espectroscopia
de infravermelho. Os espectros de absorcao obtidos para TX8, TX9 e TX10 estdo

representados na Figura 29.
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Figura 29. Comparagao dos espectros de absor¢do no IV das amostras TX8,
TX9 e TX10 com o da matéria-prima.

Ao comparar os espectros de TX8, TX9 e TX10 é vista uma redugao na
intensidade das bandas, principalmente a banda relacionada a ligagdo N-H.
Como discutido anteriormente, a presenca de ligagcdes de hidrogénio da porgéo
lactdmica do EFV com os estabilizantes (HPMC) pode reduzir a vibragdo deste
grupo funcional reduzindo sua energia, tendendo a apresentar banda de menor
intensidade (STUART, 2004).

Apesar das alteracbes encontradas, a manutencdo das bandas
caracteristicas de EFV indica que ndo ha qualquer tipo de incompatibilidade
entre o farmaco e seus estabilizantes (MAHAPATRA; MURTHY, 2014).

Porém nos espectros dessas amostras também foi observada uma banda
em aproximadamente 2930 cm! para TX8 e TX9 e em 2902 cm-! para TX10,
esta ndo é caracteristica do IFA. Bandas nessa regido sdo comumente
associadas as vibragbes de ligacbes CH e CH2 (RICHARDSON, 2011),
possivelmente relacionadas a presenca de polimero, devido a sua extensa

cadeia carbdnica.

500
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5.2.3.3. Difracao de raios X

Os padrdes de difracdo de raios X de TX8 e TX9 estao apresentados na
Figura 30 a seguir, também sao expostos no grafico os padrdes calculados para
a forma | (MAHAPATRA et al., 2010a) do EFV.

As amostras TX8 e TX9 encontram-se cristalizadas sob a forma | do
farmaco. Como visto anteriormente, os dois picos em 20 de 6 ° sofrem
alargamento de forma tal que aparentam se somente um pico nha mesma
localizacdo. Isto pode ocorrer devido a reducdo do tamanho de cristalito, que é
comum de ocorrer em conjunto com a diminuicdo do tamanho de particula
(BLACHERE; BRITTAIN, 2008).

Apesar de possuirem a mesma proporgao de polimero em sua formulagao
(ambas com 40% de HPMC relativo a massa de EFV) a relag&o sinal/ruido de
TX8 é muito maior que a de TX9. Uma vez que na microscopia foi observado
que a amostra TX8 nao possui formacao de filme tdo pronunciada quanto no
caso de TX9, é possivel que a formagao de filme tenha alguma relagdo com o
ruido notado no padrao de difracdo de TX9. Contudo esta hipbétese nao foi
investigada mais a fundo.

Na Figura 30 é apenas representado o padrao calculado para Forma | mas
o padrao adquirido a partir de TX10 foi comparado os de outros polimorfos do
farmaco (dados ndo mostrados) e nédo foi vista nenhuma semelhancga clara. Em
estudo sobre as relagdes termodinédmicas entre diferentes polimorfos de EFV
Chadha e colaboradores (2012a) prepararam polimorfos de EFV a partir de
recristalizagao utilizando diversos solventes organicos.

Neste trabalho foi encontrado um polimorfo, recristalizado lentamente a
partir de hexano, que possui o mesmo padrao de DRX encontrado para TX10. O
autor o chama de forma Il (que ndo é a mesma cuja estrutura foi elucidada por
Ravikumar e Sridhar em 2009). O surgimento de uma forma diferente da
apresentada pela matéria-prima pode afetar a dissolu¢do do farmaco, além de

abrir uma oportunidade para pesquisa mais minuciosa.
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Figura 30. Comparagédo dos padrdes de difragdo de TX8, TX9 e TX10 com o
padrao calculado para Forma | do EFV.

Neste ponto apenas as condicbes de TX11 mostraram nao ser
apropriadas para o preparo de uma nanossuspensdo, consequentemente n&o
adequadas para nanocristalizacdo. O |V indica que nao houve nenhum tipo de
reagao quimica entre os componentes da formulagéo, como ja era esperado, e
houve a manutencdo da caracteristica cristalina das amostras. Logo, €
necessario seguir para a dissolugdo a fim de visualizar os efeitos das

modificagdes realizadas.
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5.2.4. Dissolucdo

Apos os ensaios de caracterizagdo das amostras secas, foi verificado o
teor de cada uma (Tabela 11) e entdo foram realizados os ensaios para obtengao

dos perfis de dissolugao.

Tabela 11. Teor de EFV das amostras TX8, TX9 e TX10.

Amostra Teor de EFV (%) Desvio Padrao
TX8 57,46 2,21
TX9 55,67 4,01
TX10 58,30 3,52

A Tabela 12 compara o percentual de EFV dissolvido apds 90 minutos de
analise, sob as mesmas condigcdes, assim como a eficiéncia de dissolugcado de
cada uma das amostras, com os valores obtidos no perfil de dissolu¢cdo da
mateéria-prima. ANOVA foi realizada para que fosse certificado que havia
diferenca estatistica significativa entre os perfis apresentados na Figura 31.

Tabela 12. Comparacao dos dados obtidos a partir da dissolugéo de TX8, TX9
e TX10, com os da dissolugdo da matéria-prima.

% dissolvida 90 min Eficiéncia de dissolugdo em %

Material (média * desvio padrao) (média * desvio padrao)
EFV 39,15 +£ 0,22 33,65 + 0,02
TX8 18,81+ 7,29 11,70 £ 2,30
TX9 103,44 + 3,40 91,25 + 3,98
TX10 66,37 £ 12,73 56,47 + 4,90

Nota: Os valores de EFV sao referentes a dissolugdo da matéria-prima
apresentada na Figura 21.

E possivel observar que a amostra TX8 possui a menor dissolucdo de
todas, inclusive quando comparada com o EFV, como fica exposto pela Tabela
12. Enquanto a eficiéncia de dissolugao do IFA é de aproximadamente 33,65%
a amostra TX8 tem o valor de sua eficiéncia de dissolugdo reduzido a

aproximadamente 11,70%.
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Este resultado ja era esperado, uma vez que durante a precipitagao foi
igualado o volume de solvente com o volume de antissolvente. Como
mencionado anteriormente, esta modificacdo reduziria a saturacdo do sistema
consideravelmente, favorecendo o crescimento dos cristais.

Além disso, foi observado na microscopia de varredura a auséncia do
filme, presente em outras amostras como TX7 e TX9. No ponto em que as
amostras que apresentam formagdo de filme também possuem maior
incremento na dissolugdo, é possivel que auséncia dessa morfologia possa
afetar na dissolucédo do EFV nas formulacoes.

O resultado de dissolugédo de TX8, quando em comparagdo com o IFA e
todas as outras amostras produzidas anteriormente, apenas vem a confirmar o
que a literatura ja afirma acerca da redugao na razéo solvente/antissolvente.

Seguindo na ordem de preparo das amostras, TX9 e TX10 levaram em
consideragao a viscosidade do sistema, sendo assim a massa de IFA utilizada
diminuiu, e por sua vez, esperava-se que o grau de saturagado também. Para que
pudesse ser observado o efeito da temperatura, durante o experimento de
precipitacdo de TX10 o antissolvente foi mantido a 7 °C.

Observando a Tabela 12, TX9 obteve uma eficiéncia de dissolucdo de
91,25%, ja TX10 obteve um incremento de eficiéncia menor (em comparagéo
com o IFA), de 56,47% (Figura 31).

A principio era esperado que entre estas amostras, TX10 obtivesse maior
dissolucéo do que TX9, devido a maior saturacdo provocada pela reducdo da
temperatura do antissolvente (SINHA; MULLER; MOSCHWITZER, 2013).
Contudo o que foi observado é que no caso do EFV, utilizando a formulagao de
estabilizantes nas concentragdes ja estabelecidas, a manutengdo da
temperatura ambiente assomada a redu¢cdo da massa de EFV utilizada foi mais
favoravel ao aumento da dissolugéao.

Isso pode ser decorrente de TX10 possuir estrutura cristalina diferente de
TX9, esta mudanca pode alterar diversas propriedades fisico-quimicas da

amostra e por isso cabe um estudo mais especifico dessas caracteristicas.
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Figura 31. Comparagéo dos perfis de dissolugédo de TX8, TX9 e TX10 como o do
EFV.

A amostra TX9 apresenta grande incremento na dissolugao, ainda quando
comparada com TX7 (Figura 31), sendo considerada uma formulagéo
promissora para os experimentos seguintes.

Sendo assim, baseado nos ensaios de dissolucéo e na caracterizagao do
po, pode-se concluir que as condi¢des utilizadas no preparo de TX9 foram mais
adequadas para a formacgao dos nanocristais. Isso se reflete nos perfis de
dissolugédo de cada uma das amostras e assim a formulagédo TX9 seguiu adiante

NO Processo COMo a mais promissora.

5.3. Testes de condi¢des diversas

Baseando-se nas condi¢cdes de cristalizacdo de TX9, foram analisadas as
possiveis influéncias de diferentes parametros. Mais uma vez houve a troca do

polimero estabilizante, uso de moagem apds a precipitagdo, mudanga no
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solvente. Por fim todas as seguintes amostras foram liofilizadas e levadas para

caracterizacao. Apos foi feita uma comparacéo entre os perfis de dissolugao.

5.3.1. Troca de estabilizante estérico

O derivado de celulose em concentragédo de 40% (relativa a massa de
EFV) comprovou originar amostras com boa dissolugao, a exemplo de TX7 e TX
9. Uma vez que em outros trabalhos com EFYV foi utilizada a PVP (ALVES et al.,
2014; JAIN et al., 2013; PATEL et al., 2014) seria entdo logico testar a eficiéncia
da PVP sob as mesmas condi¢des de precipitacio.

Foi realizado experimento utilizando os mesmos paradmetros de TX9,
contudo o polimero utilizado foi a PVP em concentracdo de 40%, a suspensao
obtida recebeu o codigo de TX12.

O aspecto desta suspensao foi leitoso e pouco viscoso; contudo, com o
passar das horas foi perceptivel o surgimento de grumos espessos. Logo apds
0 ensaio de precipitacio foi feita analise do tamanho de particula e potencial zeta
de TX12, mas para que ocorresse a dispersdao em agua foi necessario auxilio de
5 minutos em banho de ultrassom. A Figura 32 e a Tabela 13 mostram os

resultados da analise de tamanho de particula e potencial zeta.
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Figura 32. Distribuigcdo de tamanho de particula de TX12
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Tabela 13. Relacdo dos picos de diametro médio e potencial zeta de TX12.

Diametro Médio (nm) Potencial
Amostra Pico 1 Pico 2 Pico 3 PDI zeta (mV)
TX12 182,2 550,2 5306 0,408 -57,6

A distribuicdo de tamanho da Figura 32 apresenta duas populag¢des de
particulas com diametros de 182 nm e 550,2 nm de maior intensidade. Mesmo
sendo uma suspensao de distribuicdo bimodal, ambos seus picos indicam
populagdes nanomeétricas o que possivelmente € o motivo do PDI ainda
encontrar-se dentro de uma faixa considerada adequada. O ¢ encontrado foi de
-57,6 mV, também indicando uma suspensdo com boa estabilidade fisica.

5.3.2. Uso de moagem apos cristalizacao

Em seu estudo Jain e colaboradores (2013) preparam nanoparticulas de
EFV utilizando precipitagao por antissolvente seguida de HPH. A combinagéo de
técnicas bottom-up seguidas de procedimentos do tipo top-down, para impedir
da agregacédo e crescimento das nanoparticulas ja foi reportada em literatura
(SALAZAR et al., 2012; YANG et al., 2016). Sendo assim, havendo a
disponibilidade do uso de moinho coloidal, foi preparada amostra TX13,
utilizando as mesmas concentrag¢des e modo de precipitacao da formulagcao TX9.
Porém a TX13 foi adicionada uma etapa de moagem, em moinho coloidal,
seguida a precipitacao.

O estresse mecanico gerado dentro do moinho, pela colisdo das
particulas, impede o seu crescimento. De modo geral particulas que s&o
submetidas a este tipo de forga tendem a ter uma deformacéo elastica, mantendo
o tamanho sem deformar permanentemente (CARSTENSEN, 2001).

A suspensao obtida apresentava aspecto semelhante ao de TX9; apds a
1 hora de moagem apresentou menor viscosidade e maior quantidade de
espuma incorporada. Foi possivel perceber que antes da passagem pelo moinho
a espuma e a suspensao formavam duas fases distintas. Apés a moagem toda

a suspensao incorporou o aspecto espumoso formando apenas uma fase visivel.
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Uma vez que ambas as suspensdes foram dispersiveis em agua, foi
possivel realizar analise DLS para verificar a estabilidade da suspensao antes e
depois do processo de moagem. A Figura 33 e a Tabela 14 mostram
comparacgoes entre as distribuicdes obtidas e os valores estatisticos das analises

de TX13, respectivamente, nos dois momentos mencionados.
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Figura 33. Comparacgao das distribui¢des de tamanho de particula de TX13 pré-

moagem e pos-moagem.

Tabela 14. Relacao dos picos de diametro médio, PDI e potencial zeta de TX13
antes e depois da moagem.

Diametro Médio (nm) Potencial zeta
TX13 Pico 1 Pico 2 Pico 3 PDI (mV)
Pré-moagem 210,5 840,4 4737 0,431 -28,7 mV
P6s-moagem 491,9 5429 - 0,389 -29,2 mV

Ambas as distribuicbes apresentam picos relativos a populagdes de
particulas de tamanhos distintos. TX13 pré-moagem tem seu pico de maior
intensidade em 210,5 nm, que € menor do que o pico mais intenso de TX13 pos-
moagem, de 491,9 nm. Isso demonstra que o uso de moinho coloidal pode ser
uma forma de controlar, ainda que parcialmente, o crescimento pois mesmo
sendo perceptivel que houve algum aumento no tamanho estas particulas ainda
se encontram dentro de uma escala nanométrica.

Porém apés a moagem é observada uma redugdo na quantidade de
populagdes de particula, além da queda na polidispersao (Tabela 14). O valor de
¢ para cada um dos momentos de analise da suspensdao foi préximo e

considerado adequado em ambos 0s casos.
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Estes resultados indicam que o uso de uma etapa de moagem apods a
precipitacdo pode ter efeito positivo na manutengado de tamanho de particula

assim como promover maior uniformidade a suspenséo.

5.3.3. Mudanca de solvente

Como mencionado anteriormente no item 5.1.1, solubilidade do EFV foi
observada em quatro solventes organicos diferentes, foram eles: etanol,
metanol, acetona e acetonitrila. Inicialmente, o solvente escolhido para fazer
parte da FO nos primeiros experimentos de caracterizagao foi o metanol.

Neste primeiro momento houve a necessidade de designar apenas um
solvente para que fosse possivel variar e avaliar outros paradmetros referentes a
cristalizagdo. Todavia, em um estagio mais avancado do estudo torna-se
necessario observar as suspensdes e pos resultantes do uso de outros
solventes. Para testar essas modificacdes foi escolhida como base a formulagao
de TX9, uma vez que seu perfil de dissolugdo é apontado como o mais
promissor.

Contudo, ainda ha a necessidade de observar o efeito da troca de solvente
no processo de cristalizagdo e também na dissolucédo do po liofilizado. Devido
ao seu elevado perfil de dissolugdo, a amostra TX9 foi considerada como base
de formulagdo para as suspensodes seguintes.

Em vista dessa necessidade foram realizados ensaios de precipitacao
utilizando os outros solventes testados resultando nas seguintes suspensoes:
TX14 (etanol), TX15 (acetona) e TX16 (acetonitrila). Os solventes escolhidos
foram os mesmos testados nos primeiros experimentos, pelos mesmos motivos
discutidos no item 5.1.1 de Escolha do Solvente.

Com relacdo ao aspecto, as suspensdes preparadas eram pouco
viscosas, com pequenas particulas visiveis. Decorridas duas horas apods o
preparo nao foi observada gelificagdo em nenhuma das amostras, contudo todas
as suspensdes apresentaram uma separacao entre fases sendo uma um liquido

levemente turvo e a outra, uma densa espuma.



97

A Figura 34 e a Tabela 15 mostram os resultados obtidos a partir do
ensaio de tamanho de particula e potencial zeta das suspensdes TX15 e TX16.
Dentre as suspensoes preparadas apenas TX14 nao dispersou adequadamente
em agua, o que impediu sua analise.

As duas amostras exibiram distribuicées multimodais, com populacdes de
particulas de diferentes tamanhos. Ambas tiveram como picos de maior
intensidade aqueles representando particulas de diametros préximos a 1 um.
TX15 e TX16 também apresentaram uma quantidade relevante de particulas
acima de 4 um. Estes efeitos refletem-se no PDI de cada uma das amostras,

ambos acima de 0,50, indicando uma alta polidispersao das suspensdes.

N
o
i

L TX15 1

-
o
. —

Intensidade (%)
N

o [4,]
w

100 1000 10000

o
—h
=b L
b
o

N
o

TX16 1

-t
[4,]

Intensidade (%)

(4]

o

10 100 1000 10000

Tamanho (nm)

o
=
&

Figura 34. Distribuicdo de tamanho de particula de TX15 e TX16.

Tabela 15. Relacéo dos picos de diametro médio, PDI e potencial zeta de TX15
e TX16.

Diametro Médio (nm) PDI Potencial zeta

Amostra Pico 1 Pico 2 Pico 3 (mV)

TX15 960,6 5378 174,2 0,652 -29,5 mV
TX16 768,7 4526 - 0,639 -3,74 mV
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Com relacao ao potencial zeta as amostras TX15 e TX16 demonstraram
comportamentos distintos. A suspensdo TX15 mostrou valor de ¢ considerado
adequado para manter sua estabilidade e impedir maior crescimento. Contudo
suas particulas ja se encontram acima da faixa de interesse.

Em relacdo a amostra TX16, esta teve como resultado ¢ de -3,74 mV.
Tendo sido reportado que em um sistema que possua tanto estabilizagcio
eletrostatica quanto estérica é desejado um ¢ com valor absoluto minimo de 20
mV (LIU et al., 2012). Portanto o ¢ apresentado por TX16 nao foi considerado
adequado, ademais a suspensdo continha particulas muito acima do tamanho
desejado.

As amostras TX15 e TX16 nao foram consideradas promissoras no que
tem relagdo com o tamanho das particulas dispersas, na uniformidade dessas
particulas e da estabilidade das suspensdes ({) portanto, essas amostras nao

foram levadas para secagem e caracterizagao do po.

5.3.4. Caracterizacio

Apods o preparo as TX12, TX13 e TX14 foram levadas a secagem por
liofilizagao, de acordo com o método descrito anteriormente. Apds a secagem foi
realizada a caracterizagdo do p6 formado. Para este fim foram avaliadas as
particulas por MEV, a identidade quimica por IV e o arranjo espacial por DRX.

5.3.4.1. Morfologia das particulas

A morfologia das particulas das amostras foi avaliada por MEV. A Figura
35 apresenta as fotomicrografias obtidas a partir deste ensaio.

A amostra TX12 apresenta particulas alongadas e de espessura
nanomeétrica. Também foi visto que TX12 possui aglomerados e particulas mais
espessas, isto pdde ser observado na analise por DLS onde foi encontrada uma

variedade de populagdes de particulas, Figura 32.
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A analise da morfologia de TX12 (Figura 35) indica um crescimento das
particulas apds o preparo da suspensao, o que demonstra que o uso de PVP
somado a uma agitagao por cisalhamento nao foi eficaz para a estabilizagao da
amostra.

Com a aproximagao de 1500 vezes é possivel perceber que TX13 é
composta por aglomerados grandes e de tamanhos variados (Figura 35), dentro
de uma mesma escala. Analisando outro campo e com maiores aumentos foi
visto que esses aglomerados sao porgdes partidas de filme que é formado por

particulas finas e alongadas.

2015/12/04 14:55H D43 x5.0k 20

Figura 35. Fotomicrografias de TX12, TX13 e TX14.

A amostra TX14 foi baseada na formulacdo de TX9 porém o solvente
utilizado foi o etanol. E possivel observar que apenas quando se utilizou metanol,
amostra TX9, como solvente foi formado o filme polimérico. Em TX14 podem ser
vistas tanto particulas com morfologia de agulha quanto aglomerados grandes
(Figura 35).

Aparentemente estas particulas ndo possuem nenhuma de suas
dimensbes, espessura ou comprimento, nanométricas. Mas ao analisar as

particulas com um aumento de 5000 vezes é possivel perceber que as particulas
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em alongadas, vistas no aumento de 1500 vezes, sdo na verdade compostas por
outras particulas mais finas, em forma de agulha.

Isso leva a crer que apesar da formagao de particulas alongadas e de
espessura nanométrica, a suspensao TX14 nao se estabilizou adequadamente
e, portanto, houve formagao de agregados de particulas.

Como discutido anteriormente existem muitos fatores que podem
influenciar no balanco entre nucleacao e crescimento em uma cristalizagdo. Para
o preparo de nanocristais, € necessario que este equilibrio seja deslocado de
modo a favorecer a nucleacdo e controlar o crescimento. A polaridade do
solvente escolhido também pode afetar esse balango.

De acordo com um trabalho publicado por Beck e colaboradores (2010)
para farmacos com baixa solubilidade, o uso de solvente com menor polaridade
promove uma maior taxa de nucleacido e por isso tende a formar particulas
menores. A polaridade do solvente afeta a taxa de difusdo das moléculas de
farmaco dentro do solvente para a massa de p6 disperso. Quanto menor a
solubilidade de um farmaco, mais dificultada sera sua difusdo na presenca de
um solvente com menor polaridade, o que promove uma maior adsorcio das
moléculas de estabilizante sob a superficie da nanoparticula durante sua
formacéo (SINHA; MULLER; MOSCHWITZER, 2013).

A Figura 36 apresenta a polaridade dos solventes utilizados em ordem
decrescente. Baseado nos estudos referidos o esperado era que o EFV
produzisse particulas de menor tamanho quando o solvente utilizado para a

cristalizagao fosse a acetona.
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Figura 36. Ordem decrescente de solubilidade dos solventes (SCHIRMER,
2000).

Seguindo a literatura seria de se esperar que a cristalizagdo do EFV

produzisse particulas menores em solventes de menor polaridades, porém isto
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ndo foi observado em TX15 e TX16. As andlises de DLS dessas amostras
apresentaram particulas em escala micrométrica majoritariamente.

Como discutido anteriormente, uma vez que a solubilidade do EFV é muito
maior em etanol e acetona ocorre uma redugéo do grau de saturagao do IFA no
sistema, o que pode ter levado na reducido da taxa de nucleagao e entdo um
crescimento de particula. Além disso também foi constatado que a suspensao
formada em TX14 n&o era estavel, esse resultado foi verificado quando foram
observadas grandes quantidades de agregados de particulas na analise por
MEV.

5.3.4.2. Espectroscopia de infravermelho

Para a identificacdo do farmaco nas amostras foi utilizada espectroscopia
de infravermelho. Os espectros de absorg¢ao obtidos para TX12, TX13 e TX14

estao representados na Figura 37.
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Figura 37. Comparacgao dos espectros de absor¢gdo das amostras TX12, TX13 e
TX14 com o da matéria-prima.

A amostra TX12 utiliza como polimero a PVP. Observando o seu espectro
de absorgao (Figura 37) foi verificada banda em 1652 cm- referente as vibragoes
do anel pirrélico do polimero (Tabela 16). No mais ha uma fusdo de bandas

diferentes na faixa entre 2860 e 3304 cm™".
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Sabe-se que a presencga de ligagdes de hidrogénio reduz a vibragao de
grupos amina, amida e hidroxilas gerando uma reducédo da intensidade das
bandas referentes a estes grupamentos ou mesmo a queda no numero de onda
onde sao identificadas (THEOPHILE, 2012).

Sendo a rigidez da ligagao de hidrogénio formada entre o EFV e a PVP
tamanha, & possivel que tenha mascarado o sinal de forma que as bandas
relativas aos grupos capazes de realizar ligagdes de hidrogénio tenham
praticamente desaparecido e acabam confundindo-se com a banda referente ao
estiramento da cadeia carbdnica alifatica presente na PVP (Tabela 16, espectro
da PVP em anexo V).

Tabela 16. Relagc&do de bandas de absorgéo no IV da PVP (modificado de LAOT;
MARAND; OYAMA, 1999)

Numero de onda (cm™) Grupo funcional
3418 Estiramento OH
2952 Estiramento CH e CH2
1652 Contribuicado das vibragcdes de C=0 e N-C
1497/ 1462/ 1420/ 1369 Deformacgao da ligagdo CH, dos grupos CHz ciclicos
1282/ 1267 Estiramento C—N (banda de amida terciaria)

As amostras TX13 e TX14 possuem banda em 2936 cm™', indicativa de
ligacbes CH de alcanos (RICHARDSON, 2011), estas podem estar ligadas a
presenga do HPMC em concentragao de 40%.

De modo geral, ndo foram observadas modificagées nos espectros de IV
das amostras que pudessem indicar algum tipo de reagdo quimica entre os
componentes da formulagdo. Logo € possivel deduzir que ndo houve qualquer

tipo de incompatibilidade entre o EFV e os estabilizantes.

5.3.4.3. Difragado de raios X

Os padrdées de DRX das amostras TX12, TX13 e TX14 s&o apresentados

a seguir. Na amostra TX12, quando comparadas as posi¢gdes dos seus picos
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com as dos picos do padrao calculado, é possivel confirmar a presenca de EFV
na forma |. Contudo as intensidades apresentadas sdo muito diferentes do que
mostra o calculado. Uma possivel explicacdo para esse fato seria o efeito de
planos preferenciais de modo que uma vez que o0s picos entre 19 e 25 °26
passam a difratar mais, devido ao preparo da amostra durante a analise, e por
isso mascaram a presenca dos outros picos relativos & Forma | (BLACHERE;
BRITTAIN, 2008).

De modo geral, TX12 e TX14 apresentam-se sob forma | e com
alargamento dos picos, o que corrobora com a redugao do tamanho de particula
das amostras, fenbmeno ja observado em formulagdes anteriores como TX7 e
TX9. Ja a amostra TX13 apresenta pico de difracdo em 20 de 6 °, referente a

forma | do EFV, e também halo.
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Figura 38. Comparagao dos padroes de difracdo de TX12, TX13 e TX14, com
tempo de 0,01 segundos, com o calculado para a forma I.
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Para que fosse possivel analisar de forma mais clara, a analise de DRX
foi refeita aumentando o tempo despendido em cada passo. Desta forma é
possivel aumentar a intensidade dos picos de difracao e melhorar a relagcéo entre
sinal e ruido (BLACHERE; BRITTAIN, 2008). O resultado é apresentado com as

intensidades normalizadas na Figura 39.
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Figura 39. Resultados de DRX de TX12 e TX13 com tempo de 0,5 segundos.

Apesar da quantidade de ruido presente no espetro de difracdo, foi
possivel identificar de forma mais evidente a presenca dos picos de difragdo da
forma I. O alargamento referente a redugao do tamanho de cristalito é observado
mais claramente em TX13, quando comparado ao padrao calculado da forma |,
indicando que a moagem pode ter sido eficaz na manutengédo do tamanho dos
nanocristais.

A amostra TX13 mantém sua estrutura cristalina, indicando que a

presenca de halo na analise anterior possivelmente ocorre devido a uma
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alteragao de linha base que pode ter sido causada pela grande quantidade de
polimero amorfo na formulagéo.

Com relagdo a amostra TX12, o aumento da intensidade dos picos de
difracdo permite observar pico em 206 de 6 °, além de outros picos relacionados
a forma | do EFV. Contudo é observado o efeito de orientacdo preferencial,
principalmente nos picos localizados em 20 de 11 ° e 14 ° que tem suas
intensidades aumentadas na analise. Este efeito ocorre devido ao preparo da
amostra, porém gracgas ao fato de que o pé de TX12 é mais volumoso e teve
pouca aderéncia no porta-amostra nao foi possivel anular este efeito durante o
preparo da amostra para analise.

Mesmo assim foi possivel identificar TX12 como forma |. Também é
importante observar que em seu padrao de difracao foi identificada novamente
a presenca de pico em 20 de 7 °, que n&o é relacionado a nenhuma estrutura
elucidada de EFV. Mais uma vez fica evidente a necessidade de investigacéo
mais minuciosa da fase cristalina apresentada pelas amostras.

Uma vez que a amostra TX14 foi feita com a mesma formulagao de TX9,
modificando apenas o solvente, é possivel inferir que a troca de metanol para
etanol, durante o preparo das amostras, ndo altera a forma cristalina do farmaco,
se mantidas as mesmas condi¢gdes experimentais. Isso fica claro pois o padrao
de DRX de TX14 (Figura 38) possui os mesmos picos de difragcao referentes a

forma I.

5.3.5. Dissolucao

Apos toda a caracterizacdo, foram realizados ensaios de dissolugao.
Primeiramente as amostras passaram por doseamento, sendo possivel verificar
o teor de EFV em cada uma. Os teores de cada uma das amostras estédo
relacionados na Tabela 17 enquanto a Tabela 18 compara os percentuais
dissolvidos em 90 minutos e a eficiéncia de dissolugdo das amostras com o da
matéria-prima, a esta tabela também foram incluidos os valores referentes a TX9

uma vez que esta amostra € a base das formulacdes de TX12, TX13 e TX14.
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Tabela 17. Teores de EFV das amostras TX12, TX13 e TX14

Amostra Teor de EFV (%) Desvio Padrao
TX12 48,94 53
TX13 61,17 3,23
TX14 63,46 7,51

Tabela 18. Comparacao dos percentuais de EFV dissolvido e da eficiéncia de
dissolugdo das amostras com a matéria prima.

% dissolvida 90 min Eficiéncia de dissolugdo em %

Material (média * desvio padrao) (média * desvio padrao)
EFV 39,15+ 0,22 33,65 + 0,02
TX9 103,44 + 3,40 91,25 + 3,98
TX12 35,81 £ 4,62 29,23 +4,00
TX13 98,50 + 3,09 98,41 + 1,07
TX14 28,91 £ 3,65 19,79 £ 1,52

Nota: Os valores de EFV sao referentes a dissolugdo da matéria-prima
apresentada na Figura 21.

Ao comparar os perfis de dissolugdo de TX9 e TX12 (Figura 40), sob as
mesmas condi¢gdes de cristalizacdo, mas utilizando PVP ao invés de HPMC
como estabilizante estérico, TX12 ndo promoveu a mesma dissolucao de TX9.

Quando TX12 é comparada ao EFV, percebe-se que a amostra tem uma
eficiéncia de dissolugdo semelhante, porém um pouco menor que a do IFA. A
analise de tamanho de particula por DLS mostrou que TX12 era polidispersa e
que apresentava duas populacdes de particulas de tamanho micrométrico.

Nas micrografias n&o foi observado filme e as particulas eram alongadas,
com um comprimento extenso. E possivel que apds o preparo as particulas
presentes na suspensao tenham continuado crescendo e por isso apds a
secagem nao se encontravam em escala nanométrica. Este fendbmeno tem
reflexo na dissolucgao.

Na Figura 40 foram comparados os perfis de dissolugdo de TX9 e TX13.
O percentual dissolvido de ambas as amostras é semelhante, porém o uso do
moinho resulta em algumas diferengas entre os perfis. Foi garantida a presenca
de diferenca estatistica relevante através de ANOVA (Anexo VI).

A dissolucido do EFV em TX13 é mais rapida quando comparada a TX9.

Também foi observado que os desvios padrdo de cada um dos pontos sao
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menores em TX13. Estes dados indicam que a amostra € mais uniforme em
relacdo as suas particulas, o que comprova a eficacia da moagem como forma
de prevenir o crescimento dos cristais.

Para avaliar o efeito da troca de solvente utilizado na cristalizagao sobre
a dissolugéo foram comparados os perfis de TX9 (metanol) e TX14 (etanol),
apresentados na Figura 40. A amostra TX14 possui perfil com dissolugdo abaixo
daquela mostrada pelo IFA, o que n&o estaria de acordo com o que é reportado
pela literatura (BECK; DALVI; DAVE, 2010a) e portanto seria passivel de

investigagao mais minuciosa.

120,0 H
——-TX9 —e-TX12 —e-TX13 —e—-TX14 —e—EFV

100,0 - 42

80,0 A

60,0 -

% Dissolvida
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0,0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
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Figura 40. Comparacao entre os perfis de dissolugdo de TX9, TX12, TX13 e
TX14.

Apos a analise dos perfis de dissolugdo das amostras foi visto que apesar
da PVP ter sido utilizada como estabilizante em outros estudos, quando a
utilizada sob as mesmas condigdes experimentais de TX9, este efeito nao foi
observado. Mesmo com tamanhos de particula considerados adequados, as

amostras com PVP tiveram dissolugao baixa.
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O uso de moinho coloidal seguido ao experimento de precipitacao parece
uma técnica promissora no controle do tamanho de particula, formando uma
suspensao com distribuicdo de tamanho monomodal e com grande incremento
na dissolucao e uniformidade da amostra.

Na busca de mais alternativas para o processo de cristalizagao foi
revisitado o uso de sonicador assomado a redu¢cado na massa de EFV, pois este

parametro foi promissor durante as analises prévias.

5.4. Troca do método de agitagao durante a precipitagao

O aspecto e a viscosidade das suspensdes sdo importantes do ponto de
vista produtivo. Em um possivel aumento de escala seria necessario o transporte
da suspensdo através dos diversos equipamentos vinculados ao processo de
fabricagdo; sendo assim € interessante que as amostras resultantes da
precipitacdo sejam fluidas, podendo inclusive ser adequadas a secagem através
de outras técnicas, como o leito fluidizado e spray-drying.

Porém, as amostras até entdo obtidas durante os experimentos de
precipitacdo formavam suspensdes com aspecto semelhante a pastas muito
espessas que continham também uma camada de espuma densa no topo. Para
a utilizacdo da secagem por liofilizagdo estas amostras ndo oferecem problemas
significativos; contudo, para uma futura pretens&o do uso de leito fluidizado seria
necessario que elas fossem consideravelmente mais fluidas.

Uma hipotese do que poderia causar este aspecto das amostras seria o
método de agitacdo. O método atual (ultra-turrax) utiliza alto cisalhamento.
Galindo-Rosales e colaboradores (2011), em estudo que relaciona a tensao de
cisalhamento com a viscosidade dos fluidos, definem que alguns materiais tém
como caracteristica o aumento da viscosidade quando a tensdo de cisalhamento
supera um determinado ponto critico. Segundo o mesmo estudo, este
comportamento é bastante comum nas suspensdes concentradas e ocorre
devido a formacédo de aglomerados que se unem uns aos outros formando
agrupamentos que se mantém proximos devido as forgas hidrodinamicas

Sendo assim o0 que poderia causar o aspecto indesejavel as amostras,

logo apds o processo de cristalizagdo, poderia ser o método de agitagcao
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utilizado. Uma possibilidade de alterar esse aspecto de modo a adequar as
amostras seria modificar a agitacdo, passando a utilizagdo de sonicagao
(cavitagdo) ao invés de cisalhamento.

Na agitacao por ultrassom sdo emitidas ondas sonoras, com frequéncias
na faixa de 20 a 100 kHz. Ao se propagarem pelo liquido as ondas mecanicas
do som formam bolhas de vapor, que, por sua vez, rompem-se conforme sua
pressao interna excede a tensao superficial do liquido; a este fenbmeno é dado
o0 nome de cavitacao e este é utilizado em diferentes processos fisico-quimicos
(CHEN; SHARMA; MUDHOO, 2011).

Para a troca do método de agitagéo foi escolhida a sonicagdo. O uso de
sonicagao para processos de cristalizagdo é bem difundido e tém sido reportados
efeitos dessa metodologia como a redugdo da quantidade necessaria de
antissolvente utilizado, além da reduc¢ao da distribuicido do tamanho de particula
(BADAWI et al., 2011; CHEN et al., 2011; NALAJALA; MOHOLKAR, 2011;
VERMA; GOKHALE; BURGESS, 2009). Com base na formulagdo TX7 foi
preparada uma suspensao com as mesmas proporcgdes de estabilizantes porém
utilizando agitacdo de sonicador durante 1 minuto e amplitude de 50%,
semelhante ao processo descrito por Badawi e colaboradores (2011).

A suspensao SN1 apresentou certa viscosidade e formou um gel firme e
opaco logo nos primeiros 5 minutos apdés o preparo, o qual ndo apresentou
nenhuma alteragao visivel ao longo de 90 minutos. No entanto, mostrou-se bem
mais fluida, logo apds o preparo, quando comparada a TX7, que, mesmo em
seus primeiros momentos, mostrou-se como uma pasta espessa. Outra
vantagem da amostra produzida por sonicagao € que devido a sua fluidez foi
possivel realizar analise de tamanho de particula com técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS) e também ensaios relativos a estabilidade fisica de
suspensao, como sera discutido mais a frente.

Portanto, foi adotado o uso da sonicagao para os proximos experimentos
de cristalizagdo, de modo que o passo seguinte tornou-se a observar as
suspensdes formadas por diferentes polimeros, podendo, desta forma, escolher

um polimero especifico como estabilizante estérico.
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5.5. Triagem de polimeros

Como mencionado anteriormente, os estabilizantes tém a funcao de
impedir o crescimento e agregacao dos cristais enquanto estes permanecem em
suspensao (VERMA et al, 2011). A eficacia da estabilizagdo das
nanossuspensdes depende das interacdes existentes entre o polimero e a
superficie das particulas; sendo assim, para cada farmaco diferentes polimeros
serdo avaliados (CHOI et al., 2005).

Foi entdo realizada uma triagem de polimeros candidatos a estabilizagédo
estérica dos nanocristais de EFV. Como formulagdo base foi tomada a amostra
SN1 que contém 40% de HPMC e 2% de LSS, ambos relacionados a massa
utilizada de EFV (os detalhes sobre o seu preparo encontram-se na Tabela 5).
Os polimeros testados foram HPC, Lutrol F68 (poloxdmero), Lutrol F127
(poloxédmero) e PVP K30. Lembrando que mesmo resultados de dissolugéo da
amostra com PVP nao terem sido considerados promissores, uma vez que se
modificam os parametros experimentais seria interessante testas novamente o
polimero como estabilizante. As amostras foram denominadas SN2, SN3, SN4
e SN5, respectivamente (detalhes da formulagdo na Tabela 5). Os polimeros
utilizados sdo de comum escolha na estabilizagdo de nanocristais (VERMA et
al., 2011; WANG et al., 2013).

As amostras produzidas foram avaliadas de acordo com o aspecto
apresentado (logo apds o preparo e também depois de 1 hora e 30 minutos),
assim como pelo tamanho de particula, além de medidas de estabilidade fisica

como potencial zeta e sedimentacéo.

5.5.1. Aspecto das amostras

A Figura 41 apresenta um quadro comparativo do aspecto das amostras,
compostas por diferentes polimeros, uma analise mais atenta ao aspecto das
suspensdes aponta diferentes comportamentos. O aspecto obtido na amostra

SN2 foi bastante semelhante ao da amostra SN1, no entanto o gel formado
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possuia grande quantidade de particulas sdlidas visiveis. Outra peculiaridade
desta amostra foi a ocorréncia tanto de sedimentagcdo quanto de floculagao,
enquanto na amostra SN1 ocorre apenas sedimentacao.

A sedimentacao que ocorre nas suspensodes pode ter sido causada pelo
efeito da gravidade sobre particulas que nédo tem superficie eletrostaticamente
estabilizada (CARRIQUE; ARROYO; DELGADO, 2000) E possivel que estas
particulas sejam polimero em excesso que nao teria sido adsorvido ao farmaco,
formando aglomerados que sedimentam, ou mesmo particulas de EFV que nao
tiveram sua superficie estabilizada adequadamente. Ja a floculacdo pode ter
sido resultado da formagéao de pontes poliméricas entre as particulas (NASSER;
JAMES, 2006).

Tanto SN3 quanto SN4 formaram suspensdes pouco viscosas, sendo a
suspensao SN3 menos turva do que SN4. Em ambos os casos ocorreu grande
sedimentacgao de particulas logo apds o preparo, formando um cake (precipitado
nao redispersivel) denso na suspensdo; as amostras também apresentaram
alguma floculagéo de particulas. Apds o periodo de 90 minutos as suspensoes
transformaram-se em géis firmes; no caso especifico de SN4 o gel formado foi
uniforme e tinha aparéncia levemente perolada. Ja em SN3 o gel obtido
apresentava aglomerados visiveis.

A suspensao SNS5 foi de aspecto leitoso e alta fluidez. A sedimentacao
visivel ocorre logo que se finda o processo de preparo e de forma rapida.
Também foi observada tixotropia no comportamento de SN5. Apds 90 minutos
houve formagédo de gel com aparéncia menos espessa, que sob leve agitacao
tinha sua viscosidade diminuida, retornando ao estado de suspensio, porém
com maior viscosidade do que a suspensao inicial.

Como descrito no fluxograma apresentado na Figura 9, nesta etapa da
marcha experimental os ensaios de tamanho de particula e potencial zeta foram
eleitos como método de avaliacdo principal acerca da qualidade das
formulagcbes. Seguem os resultados e discussao relativos a comparagédo das

analises.
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SN1 (HPMC)

Apos o preparo

SN2 (HPC)

SN3 (Lutrol F68)

SN4 (Lutrol F127)

SN5 (PVP)

Suspensao viscosa.
Forma gel firme e opaco

nos primeiros 5 minutos

90 minutos apos

preparo

Suspensao viscosa. Gel
firme e opaco nos
primeiros 5 minutos.

Floculagao de particulas

Suspensao pouco
viscosa. Sedimentagéo e
caking. Pequena

floculagao de particulas

Suspensao pouco
viscosa. Intensa

sedimentacéo e caking.

Foculagéo de particulas

Aspecto leitoso de baixa
viscosidade, ocorréncia

de sedimentacgao.

N&o apresenta nenhuma

alteragao visivel

Ocorréncia de
sedimentacéao e de

floculagéo

Gel com aglomerados

visiveis

Gel firme e uniforme com
aparéncia levemente

perolada

Gel menos espesso. Sob
leve agitagao retorna ao

estado de suspenséao

Figura 41. Aspecto das suspensodes logo apds o preparo e passados 90 minutos.
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5.5.2. Caracterizacio fisica das suspensoes

Comparando os graficos de distribuicdo de tamanho de particula
apresentados na Figura 42 (n&o foi possivel obter grafico de distribuicdo de SN4
pois os resultados encontravam-se muito fora dos limites de detecgdo do
equipamento) € possivel ver que em SN2 e SN3 foram detectadas diversas
populagdes de tamanho de particula, tanto em escala nanométrica quanto
particulas de tamanho micrométrico, formando uma distribuicdo multimodal,
dados referentes aos didmetros médios encontrados nestas amostras estdo
relacionados na Tabela 19.

As amostras SN2 e SN3 ndo mantiveram uma distribuicdo uniforme de
tamanho de particula; no caso de SN3 o didmetro médio é de 2819 nm. SN4
apresenta diametro médio de 6764 nm, o que excede muito o limite de detecg¢ao
do equipamento que, de acordo com o manual do fabricante, € na faixa de 2 nm
a 3 ym, nao sendo possivel observar a distribuicdo das particulas. Assim sendo
€ possivel assumir que os polimeros utilizados ndo promovem estabilizacao
estérica eficiente, ao menos nas concentrag¢des testadas.

Contudo, é possivel ver que SN1 e SN5, formulacdes contendo HPMC e
PVP, respectivamente, possuem uma distribuicao de tamanho de particula mais
adequada. SN1 possui didmetro médio de 168,9 nm e SN5 possui didmetro
ligeiramente maior de 178,8 nm; observando-se as curvas de distribuicdo é
visivel que SN5 tem base mais estreita e, portanto, pode-se considerar que suas
particulas tém tamanho mais uniforme.

Ambas as distribuicdes (SN1 e SN5) possuem uma segunda populagao
de didmetro médio em escala micrométrica, o que condiz com o observado
relativo ao aspecto das suspensdes. Este sedimento identificado pode ser
composto por cristais ndo estabilizados que sofreram crescimento apds a
cristalizagcdao, ou mesmo de excesso de particulas poliméricas, uma vez que a
concentracao de polimero utilizada nessas formulacdées foi alta.

O indice de polidispersdo (PDI) € um indicador comumente associado a
variagdo de tamanho entre as particulas encontradas em uma amostra. Para o
caso de distribuicbes monomodais pode ser relacionado a largura do pico
(SAWANT et al., 2011).
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Figura 42. Comparacgao dos resultados obtidos nas analises de tamanho de particula.
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O PDI pode variar entre 0 (apenas particulas com um diametro) e 1
(grande quantidade de diferentes didmetros encontrados), ndo havendo um valor
pré-estabelecido para este indice, contudo é uma convengao que quanto menor
seu valor mais estavel € a amostra (SAWANT et al., 2011). Como fica claro na
Tabela 19 apenas SN1 e SN5 apresentam PDI menor que 0,5 (0,365 e 0,320,
respectivamente). As outras suspensdes s&o mais polidispersas, o que indica
maior variedade nas populacdes de particulas encontradas e, portanto, menor
estabilidade da suspensao.

Também é possivel relacionar o PDI com a largura dos picos na
distribuicdo de particulas. SN5 tem PDI menor que SN1, podendo ser observado
que o pico de maior intensidade da amostra SN5 é mais estreito que o pico mais
relevante apresentado pela suspensao SN1.

Na superficie das particulas em suspensao € formada uma dupla camada
de contra-ions divididos entre camada compacta, composta por ions adjacentes
a superficie carregada da particula, e camada difusa, formada por ions atraidos
eletrostaticamente aos contra-ions da camada compacta. O potencial
eletrostatico da zona de interseg¢ao entre a camada compacta e a camada difusa
€ chamado de potencial zeta (¢) (SZE et al., 2003).

Do potencial zeta é considerado apenas seu valor absoluto, sendo uma
das formas de avaliagdo da estabilidade de suspensdes, de modo que para
suspensdes contendo apenas estabilizantes de cargas é tido como ideal um { de
magnitude maior que £+ 30 mV. Ja no caso de suspensdes que combinam
estabilizacdo estérica e eletrostatica, um ¢ de + 20 mV ja é considerado
adequado (LIU et al., 2012).

De acordo com os valores de ¢ observados na Tabela 19, é possivel ver
que a unica suspensao que possui valor absoluto considerado adequado é SNS5.
Nao foi possivel obter valores confiaveis de ¢ das amostras SN2 e SN4 (que
foram identificadas como “N&do Detectado”) enquanto SN1 e SN3 tiveram
analises confidveis, porém os resultados de ( estdo abaixo da magnitude

considerada adequada.



116

Tabela 19. Dados correspondentes as analises de tamanho de particula e
potencial zeta

Diametro Potencial zeta
Amostra PDI

médio (nm) (mV)
SN1 168,9 0,365 -16,7
SN2 4575 0,532 N&o detectado
SN3 2819 0,898 -17
SN4 6764 0,919 Nao detectado
SN5 178,8 0,320 -29,5

Por fim, compilando os resultados de tamanho de particula e ¢ das
suspensdes conclui-se que a formulagdo mais promissora seria SN5, ou seja, o
PVP K30 mostrou-se superior aos outros polimeros na estabilizagcdo do sistema
e na obtencdo de um tamanho de particula interessante para continuidade dos

ensaios.

5.5.3. Alteracdo da concentracdo de PVP

As distribuigdes de tamanho de SN1 e SN5 apresentaram uma segunda
populagdo de particulas micrométricas. Uma das hipéteses formuladas é que
este fendbmeno ocorra devido a alta concentragao de polimero nas suspensoes.
Conforme ocorre a cristalizagdo, sugere-se que as cadeias poliméricas
adsorvem-se na superficie dos nanocristais, até o momento em que toda a
estabilizacdo necessaria seja concluida e, assim, ainda ha particulas poliméricas
em suspensao. Sem ter onde adsorver, estas particulas sedimentam e formam
aglomerados de tamanho micrométrico, que sdo entdo observados durante a
analise de tamanho de particula.

Uma vez que a amostra com PVP apresentou distribuicdo de tamanho
mais uniforme, dentro da extensido de interesse, e o valor de potencial zeta
obtido indicou eficiéncia na estabilizacao eletrostatica da suspenséao foram feitas
novas amostras variando a concentragao do polimero. Tendo em vista a hipbtese

de que a populagao de particulas micrométricas observada pode ser composta
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de polimero, a reducdo da concentracdo de PVP pode diminuir o seu
aparecimento.

Na Figura 43 sdo comparadas as distribuicbes de tamanho de particula
das suspensbes preparadas com a de SN5. SN6, SN7 e SN8 possuem,
respectivamente, 30, 20 e 10% de PVP (em relagdo a massa de EFV utilizada),
como evidenciado da Tabela 5.

Em geral todas as suspensdes apresentaram PDI menor que 0,5
(considerado adequado) exceto SN8, cujo PDI foi de 0,693. Conforme a
concentragcao de PVP foi reduzida, até 20%, percebe-se que o PDI também se
reduz, indicando que as suspensdes possuem menor variacdo no tamanho de
particula. Isto fica evidente ao observar a largura dos principais picos nos
graficos de distribuigao.

O gréfico aponta que ao reduzir-se a concentracédo de PVP até 20%
utilizada no preparo das suspensdes, diminui o aparecimento da segunda
populagdo de particulas maiores. Na formulagcdo SN7 a intensidade relativa a
particulas maiores aproxima-se de zero, mantendo o didmetro médio das
particulas inferior a 200 nm. Os dados obtidos apontam para a confirmacéo da
hipotese formulada anteriormente, contudo ndo foram realizados ensaios que
confirmassem de forma definitiva as inferéncias sugeridas.

Comparando os resultados de tamanho e { de SN5, SN6, SN7 e SN8 foi
observado que a redugao da concentracao de polimero na formulacéo leva a um
aumento do potencial zeta.

Sendo C o potencial entre as camadas de contra-ions que envolvem as
particulas em suspensdao nao €& de se esperar que a modificacdo da
concentragao de polimero neutro na formulagdo (neste caso PVP), altere seu
valor. Porém o que se percebe € que com 30% e 20% de estabilizante o C
aumenta em valor absoluto, quando comparado a concentragao de 40%.

Uma possivel explicacdo seria que a reducido de polimero possa expor
mais as cargas do LSS (utilizado a 2% em todas as formulagdes SN), permitindo
uma melhor atuagao do estabilizante eletrostatico. Todavia nao foram realizados
ensaios de estudo da relagcdo de cada estabilizante com o potencial zeta, uma
vez que este objetivo ndo se encontrava no escopo do trabalho.
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Tabela 20. Comparagao de tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta
das amostras SN5, SNG6, SN7 e SN8.

Diametro Potencial
Amostra PDI
médio (nm) zeta (mV)
SN5 178,8 0,320 - 30,1
SN6 187.,0 0,216 - 50,1
SN7 177.8 0,152 -47.0
SN8 1490 0,693 ND

De modo geral, observando os graficos e analisando a Tabela 20, é
possivel assumir que o uso de PVP e sonicagao permite reduzir a concentracao
de estabilizante estérico sem perder sua eficacia, mantendo assim o tamanho de

particula dentro da faixa de interesse.

5.6. Reduc¢ao de massa de EFV somada a sonicagao

Como ja discutido, a agitacdo e a viscosidade do meio mostraram ter
influéncia sobre a formagdo dos nanocristais de EFV pela técnica de
precipitacdo. Tendo a sonicagdo se apresentado como um método de agitacéo
promissor, assomada ao uso de PVP e HPMC, que tende a promover
suspensdes menos viscosas, com tamanho de particula e ¢ adequado, além de
nao provocar formagao de espuma. Em paralelo também foi observado que a
reducdo da massa utilizada de EFV tende a melhorar a dissolugéo final do pé.

Portanto chegou o momento de testar o efeito da jun¢géo dos dois fatores,
verificando se seria possivel utilizar uma metodologia de escalonamento mais
simples e ainda manter a alta dissolucdo. Nesta etapa as suspensdes foram
secas e depois o0 po resultante foi caracterizado.

Foram preparadas 6 suspensdes com a mesma massa de farmaco usada
em TX9 mas modificando os estabilizantes estéricos: trés amostras com HPMC
e trés com PVP. As concentragdes de polimero usadas foram 40, 20 e 10%. As

formulacdes estdo contidas na Tabela 5.
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As suspensdes obtidas possuiram aspecto leitoso e pouco viscoso. Nao
houve nenhuma sedimentagao visivel. Para a avaliacdo da estabilidade fisica
foram verificados o potencial zeta, a distribuigdo do tamanho de particula e a

sedimentacao das suspensodes.

5.6.1. Estabilidade fisica das suspensoes

5.6.1.1. Tamanho de particula e potencial zeta

Ap0ds o preparo foram avaliados o tamanho de particula e o potencial zeta
de cada uma das suspensdes. A principio todas as suspensbdes preparadas com
menor massa de EFV apresentou caracteristicas fisicas de estabilidade
adequadas, em todas as concentracdes de estabilizante testadas e com ambos
os polimeros.

Na Tabela 21 é possivel observar que para ambos os polimeros ha uma
ligeira reducdo no didmetro médio das particulas quando a concentragdo de
estabilizante é reduzida a 20% em relagdo a massa de EFV utilizado.

Este efeito esta presente ndao apenas no tamanho, mas também no seu
PDI, o que é confirmado nos graficos da Figura 44, onde as curvas destas
amostras apresentam-se mais estreitas.

A menor concentragdo de polimero tem efeito mais intenso em 10%.
Neste caso o PDI aumenta consideravelmente. As curvas exibem um padrao
monomodal, e PDI proximo de 0,1, com excecdo de SN14. A utilizacdo de
apenas 10% de PVP como estabilizante estérico resultou em uma amostra com
uma curva de distribuicdo onde sdo encontradas duas populagdes de particulas.

A populacdo de maior intensidade tem didmetro médio de 387 nm
enquanto a segunda populacdo encontrada durante a analise possui um
diametro médio de 103 nm. Mesmo com uma distribuicdo bimodal € possivel ver
que SN14 mantém suas particulas dentro de uma faixa nanométrica, sendo

assim o PDI obtido nesta amostra foi considerado baixo (0,281).
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Figura 44. Curvas de distribuicdo de tamanho de particulas de SN9, SN10, SN11, SN12, SN13 e SN14.



Tabela 21. Resultados da analise de tamanho de particula.
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Diametro médio (nm)

Amostra PDI
Pico 1 Pico 2

(40%) SN9 194,2 - 0,108

HPMC (20%) SN10 192,7 - 0,097
(10%) SN11 2521 - 0,170

(40%) SN12 177,8 - 0,103

PVP (20%) SN13 161,1 - 0,114
(10%) SN14 387,4 103,3 0,281

A Figura 45 possui os valores de ( obtidos para cada suspensao

agrupados em pares de acordo com a sua concentragao de polimero.

Primeiramente é visto que os valores absolutos de ¢ nas amostras que

utilizam PVP sao muito maiores que aqueles das suspensodes contendo HPMC,

em todas as concentracdes testadas.
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Figura 45. Comparacao entre as magnitudes de potencial zeta nas amostras
SN9, SN10, SN11, SN12, SN13 e SN14.
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Outro ponto é que conforme foi reduzida a quantidade de polimero
utilizado, aumentou o valor absoluto de ¢. O equipamento utilizado para a analise
de ¢ verifica a mobilidade das nanoparticulas em um meio durante a passagem
de uma corrente elétrica. A partir da mobilidade eletroforética observada, é
realizado o calculo do potencial ¢ através da equacédo de Smoluchowski (SZE et
al., 2003).

O potencial zeta € relacionado com a mobilidade eletroforética das
particulas, o que significa que qualquer evento que possa interferir nesta
mobilidade afeta o {. Sendo assim € possivel que o HPMC, por se um polimero
que promove uma viscosidade aparente maior, tenda a reduzir a mobilidade
eletroforética das particulas dispersas no meio e por isso seja observada
diferenca no C (SZE et al., 2003).

Ainda seguindo o mesmo racional € possivel deduzir que a redugao na
quantidade de polimero utilizado também tende a diminuir a viscosidade do meio,
logo aumentar a mobilidade das particulas e, por consequéncia, o (.

5.6.1.2. Sedimentacao das suspensodes

Nos primeiros ensaios utilizando agitagdo por sonicador, foi visto que
apesar de terem sido geradas suspensdes com ( e tamanho de particula
adequados, houve uma sedimentacdo perceptivel a olho nu. Para uma
caracterizagao mais detalhada da estabilidade das suspensoes foi realizado um
teste de sedimentagao de longa duragao (tempo real) utilizando o Turbiscan.

Esta técnica emite uma luz em um comprimento de onda (A) de 850 nm e
que varre um tubo contendo a amostra desde o fundo até o topo. Uma vez que
a suspensao é opaca reflete a luz que é captada por um detector, e € gerado um
grafico que retrata o retorno da luz ou retroespalhamento (BS%) ao longo do
topo em um determinado tempo t. A primeira varredura em fo é considerada o
BS% inicial, logo tomado como linha base. Para as varreduras seguintes €&
verificada a variagdo no retroespalhamento (ABS).

A presenca de bolhas dentro da suspensao gera erro na analise. Assim

sendo partir do momento que a técnica esteve disponivel, foi visto que ela
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somente poderia ser utilizada para suspensdes feitas por sonicacédo pois, ao
contrario daquelas que passaram por ultra-turrax, ndo ocorreu formacao de
espuma.

Os graficos da Figura 46 apresentam o comportamento das suspensoes
durante a primeira hora apds o preparo. No topo de todos os frascos de amostra
o ABS cai ao longo do tempo, isto indica a saida de particulas do topo do tubo,
migrando para regido central. Conforme ha uma redug&o na quantidade de
particulas, é reduzida a reflexdo da luz e também do ABS. Isto pode ser um
indicativo de sedimentacgao.

O fendmeno de sedimentagdo é confirmado de SN9 a SN13 quando
observado o incremento do ABS na parte referente ao fundo do tubo. Conforme
as particulas se depositam, ocorre maior reflexdao da luz e o ABS aumenta
(MENGUAL, 1999).

Enquanto as particulas possuem tamanho menor que o comprimento de
onda emitido pelo equipamento (850 nm) o aumento de tamanho é
acompanhado por acréscimo no ABS (MENGUAL et al., 1999), como é o caso
de SN9, SN10 e SN12. Uma vez que as particulas sdo maiores que este
comprimento de onda o crescimento passa a ser representado por uma reducao
no ABS (MENGUAL, 1999), como pode ser visto em SN11 e SN14, até 35
minutos. Esses efeitos ndo ocorrem em SN13.

De modo geral, a analise dos graficos de ABS na Figura 46 mostra que
apenas a formulacdo SN13 n&o apresentou crescimento das particulas em
suspensao e que em todas as amostras ocorre sedimentagao das particulas. No
caso de SN14 apds decorridos 35 minutos o ABS apresenta um comportamento
erratico, o que indica completa desestabilizacdo da suspensao.

Outra informacéo relatada pelo ensaio de sedimentagao, utilizando o
Turbiscan, € o indice de estabilidade Turbiscan (TSI), um indice obtido que leva
em conta todos os fendbmenos que podem estar ocorrendo em um tempo f na
amostra. De forma geral quanto maior o TSI, menor a estabilidade da amostra
(KANG et al., 2011).
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Figura 46. Comparacéao entre os dados brutos de retroespalhamento das amostras SN9, SN10, SN11, SN12, SN13 e SN14. O eixo

das abcissas € composto pela altura do tubo de amostra (mm) e o eixo das ordenadas é composto pelo ABS (%).
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Figura 47. Comparagao dos TSI globais de SN9, SN10, SN11, SN12, SN13 e
SN14 ao longo de uma hora de analise.

A desestabilizagdo de SN14 é confirmada a partir de 30 minutos. Todas
as amostras com excegao de SN13 tém o TS| aumentado, o que indica uma
maior ocorréncia de fendbmenos como sedimentagdo e crescimento de
particulas.

Uma vez observadas a analise de tamanho, juntamente com a analise de
sedimentacao, foi visto que utilizando o método de preparo com sonicagao e
menor massa de EFV, o estabilizante mais adequado é a PVP em uma
concentragcao de 20% relativa @ massa de farmaco.

ApOs a avaliagdo das nanosuspensoes, estas foram levadas a secagem
por liofilizacdo. Assim, foi entdo realizada a caracterizagdo do pd6 obtido e
também foram feitos ensaios de dissolucdo. Os resultados serdo expostos e

discutidos mais a frente.

5.6.2. Caracterizacido do estado solido

5.6.2.1. Morfologia das particulas

Para a analise da morfologia das amostras preparadas por sonicagao foi

utilizado MEV. A Figura 48 apresenta as fotomicrografias obtidas neste ensaio.

0m
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Todas as amostras apresentaram particulas alongadas assim como as amostras
anteriores.

Comparando as SN9, SN10 e SN11, preparadas com HPMC em
diferentes concentragdes, € possivel perceber que conforme se reduz a massa
de polimero no preparo também se torna menos expressiva a formagao de filme.
SN9 que possui mais concentracdo de HPMC também é a amostra com filme
mais evidente.

Observando SN12, SN13 e SN14, que utilizaram diferentes
concentracdes de PVP em sua formulacao, foi obtido o mesmo resultado. Isto
demonstra que a formagao de filme esta diretamente ligada a quantidade de
polimero utilizado durante a preparacao das amostras.

A observagao de filme pode ser significativa uma vez que amostras que
tiveram esta mesma morfologia também obtiveram bons resultados de

dissolugao.

HPMC

PVP

Figura 48. Fotomicrografias de SN9, SN10, SN11, SN12, SN13 e SN14.

Comparando resultados adquiridos de polimeros diferentes (HPMC e
PVP) percebe-se que em uma concentragao de 40% o HPMC produz um filme

mais uniforme enquanto aquele visto na PVP é mais fraturado. O contrario ocorre
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a uma concentragao de 20%, onde a pelicula mais uniforme foi observada na
amostra contendo PVP enquanto a amostra SN13 (HPMC) possui particulas
inseridas em filme mais fragmentado.

Para ambas as amostras SN10 e SN14, com 10% de HPMC e PVP
respectivamente foi possivel uma melhor observagao das particulas. Estas nao
se encontravam inseridas em filme polimérico, mas por sua vez estavam

aglomeradas. Seguiu-se entdo para a identificagcdo quimica destas amostras.

5.6.2.2. Espectroscopia de infravermelho

Assim como observado nas amostras anteriores, a banda de 3300 cm-1
presente na matéria-prima indicativa da vibragdo do grupo NH perde intensidade
conforme ocorre o aumento da quantidade de estabilizante estérico. Este efeito
€ mais proeminente em SN9 e SN12, ambas com 40% de polimero, este
fendmeno estd possivelmente relacionado as ligagdes de hidrogénio entre o
estabilizante e o farmaco.

Nas amostras com PVP também podem ser vistas as bandas relativas ao
polimero (Tabela 16). Elas também se apresentam mais intensas conforme

aumenta a contracao de PVP utilizada.
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Figura 49. Espectros de absor¢do no IV de SN9, SN10, SN11, SN12, SN13 e
SN14.

Os resultados obtidos no IV das amostras foram bastante semelhantes
aqueles discutidos para amostras anteriores. A analise destes espectros nao
indica a ocorréncia de qualquer reagdo quimica entre os componentes da
formulacdo e sendo assim ndo ha qualquer motivo para suspeita de

incompatibilidade entre o farmaco e os excipientes utilizados.

5.6.2.3. Difragéo de raios X

Para a verificagao da estrutura cristalina das amostras foram obtidos os
padrées de DRX, apresentados na Figura 50. Analisando os resultados €
perceptivel que conforme é reduzida a concentragcdo de polimero de 40% para
10%, tanto com o uso de PVP quanto no uso de HPMC, ha formagao de halo
referente a quantidade de material amorfo presente nas amostras. Para que
fosse possivel observar melhor os picos de difragdo uma nova analise foi

realizada.
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Figura 51. Padrbes de difracdo de SN9, SN10, SN12 e SN13 com tempo 0,5
segundos.
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As amostras SN9, SN10, SN12 e SN13 foram analisadas novamente,
porém tomando uma maior quantidade de tempo em cada angulo analisado, de
modo que fosse possivel aumentar a intensidade dos picos de difracdo
(BLACHERE; BRITTAIN, 2008).

A reanalise de SN9, SN10 e SN13 deixou mais claro o resultado obtido no
primeiro ensaio, onde pode ser observado pico em 268 de 6 °, relativo a forma |
do EFV (MAHAPATRA et al., 2010b). Entretanto, no caso de SN12, cujo primeiro
experimento de DRX apontava para material amorfo, pode ser visto que ha a
presenca de picos de difracdo e que o farmaco foi cristalizado no polimorfo I.

E possivel que o baixo teor de EFV no pé (Tabela 22) somado & grande
concentracido de excipiente amorfo dificulte a visualizagao dos picos de difracédo

do farmaco em sua fase cristalina.

5.6.3. Dissolucéo

Uma vez realizada a caracterizagdo as amostras preparadas por
sonicagao foram levadas para ensaio de dissolugcdo, nas mesmas condicdes
utilizadas nas amostras anteriores. Primeiramente foi quantificado o teor de EFV
presente em cada amostra (Tabela 22). A Tabela 23 compara a porcentagem de
EFV dissolvida apos 90 minutos de analise e a eficiéncia de dissolugédo de cada

amostra com a do IFA.

Tabela 22. Teores de EFV das amostras SN9, SN10, SN11, SN12, SN13 e
SN14.

Amostra Teor de EFV (%) Desvio padrao
SN9 63,54 4,44
SN10 77,61 5,01
SN11 80,19 8,64
SN12 57,86 5,21
SN13 69,11 7,13

SN14 84,68 8,34
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Tabela 23. Comparagao dos percentuais de EFV dissolvidos e da eficiéncia de
dissolucédo das amostras SN9, SN10, SN11, SN12, SN13 e SN14 com a matéria

prima.
Material % dissolvida 90 min Eficiér]ci.a de diss.olugéo~em %
(Média * desvio padrao) (Média £ desvio padréo)
EFV 39,15+ 0,22 33,65 £ 0,02
SN9 77,59 £ 5,05 61,23 £ 6,29
SN10 75,26 + 4,50 71,05 £ 3,92
SN11 77,53 £ 3,25 78,28 £ 2,14
SN12 58,06 £ 0,73 49,44 + 0,90
SN13 56,38 + 4,41 51,99 + 1,68
SN14 63,76 £ 6,55 64,58 + 6,43

Nota: Os valores de EFV sao referentes a dissolugdo da matéria-prima
apresentada na Figura 21.

A Figura 52 mostra os perfis de dissolugdo das amostras SN9, SN10 e

SN11 (40, 20 e 10% de HPMC, respectivamente) comparando-os com o do IFA.

Através de ANOVA foi possivel observar que todos os perfis sao diferentes entre

si (Anexo VI). Todas as formulagbes obtiveram incremento na sua dissolugao.
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Figura 52. Comparagao dos perfis de dissolugdo de SN9, SN10 e SN11 com o

do EFV.
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Ao final de 90 minutos de analise as amostras preparadas por sonicagao
apresentaram percentuais de EFV dissolvido semelhante, em torno de 75%.
Porém ao analisar os perfis durante toda o tempo de experimento percebe-se
que SN11 percentuais mais altos de farmaco dissolvido em um tempo menor.
Portanto a eficiéncia de dissolucdo de SN9 é consideravelmente menor

Uma diferenca encontrada nos perfis de dissolucio € que, ao contrario do
que foi visto para as amostras do ultra-turrax, a reducdo da concentragdo de
HPMC aumentou a dissolugcdo da amostra.

Uma hipdétese para este resultado inesperado baseia-se na viscosidade
do sistema. O uso do ultra-turrax resultou em suspensdes de aspecto pastoso e
espumoso, com a troca do método de agitagdo foram atingidas suspensodes
visivelmente menos viscosas, como discutido anteriormente no item 5.5.1.

E possivel que a reducdo da viscosidade do sistema facilite a dispersao
dos cristais de EFV através do antissolvente, o que melhora a eficiéncia dos
estabilizantes, pois facilita sua adesdo nos nanocristais (MATTEUCCI et al.,
2006). A maior eficiéncia da agitagao também resultou em uma amostra mais
uniforme, isso se reflete nos desvios padrao vistos em SN11.

A Figura 53 compara os perfis de dissolugdo se SN12, SN13 e SN14 com
o da matéria-prima, utilizando ANOVA foi verificada a diferenca estatistica entre
todos os perfis (Anexo VI). Foi observado que, assim como no caso das amostras
com HPMC, ao final da dissolugdo todas as trés formulagdes tiveram
quantidades de EFV dissolvido semelhantes (Tabela 23).

Novamente foi possivel perceber que ao utilizar sonicagdo como forma de
agitacdo a menor concentragao de polimero obteve maior incremento no perfil.
Esta conclusao se baseia no fato de que SN12 tem uma dissolucdo mais veloz,
chegando a maiores percentuais de farmaco dissolvido mais rapido do que SN12
e SN13 (Figura 53). Fato que pode ser confirmado pelo calculo da eficiéncia de
dissolugao, enquanto SN12 atinge apenas 49,44% SN14 achega a 64,58%.

Mais uma vez os resultados de dissolucdo podem indicar que a reducao
da viscosidade do sistema permita uma melhor difusdo do EFV entre as
moléculas de estabilizantes, dissolvidas na FA, e consequentemente, a sua
adsorgao sobre os cristais de EFV é facilitada. Logo, menores concentragdes de

estabilizantes s&o necessarias para obter aumento na dissolucgao.
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Figura 53. Comparacao dos perfis de dissolugdo de SN12, SN13 e SN14 com o
EFV.

Comparando a dissolugao das amostras com diferentes polimeros, foi
visto que, apesar do uso de PVP resultar em amostras mais uniformes, o que se
confirma pelos menores valores de desvio padrao nos perfis apresentados, sua
dissolucédo € menor do que as das amostras com HPMC.

Esta diferengca pode ser explicada pela adsorcdo dos polimeros a
superficie dos cristais. A presencga das cadeias poliméricas ocupando sitios de
crescimento, forma uma barreira mecanica para a adicdo de novas moléculas de
farmaco a estrutura do cristal (ILEVBARE et al., 2012).

Em seu estudo com ritonavir llevbare e colaboradores (2012)
demonstraram que a hidrofobicidade do polimero escolhido como estabilizante
tende a influenciar na ades&o dessas cadeias ao farmaco reduzindo a taxa de
crescimento dos cristais. Polimeros mais hidrofilicos tendem a interagir melhor
com o solvente e por isso ndo se adsorvem tao bem a superficie do farmaco
quanto os mais hidrofébicos. E importante lembrar que ha necessidade de que
o polimero seja soluvel no sistema aquoso, logo algum grau de hidrofilia é

necessario.
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Ao comparar capacidade de inibicdo de crescimento do HPMC e da PVP,
nao ha qualquer diferenga; todavia, o primeiro é mais hidrofobico (ILEVBARE et
al., 2013) e, portanto, tende a adsorver-se mais intensamente aos cristais de
EFV. Isso € uma possivel explicagdo para o efeito da maior dissolucdo das

amostras contendo HPMC.

5.7. Consideracgoes finais

De modo geral foram realizados ensaios de cristalizacdo testando
diferentes condicdes experimentais, baseado no que foi observado na literatura.
Uma vez que o objetivo geral deste trabalho € o incremento da dissolugao do
EFV, é necessario reavaliar os perfis de dissolugdo para que seja possivel
elencar quais as formulagdes que podem ser promissoras para futuros estudos.
A Figura 54 apresenta uma comparacgao dos perfis de dissolugdo das amostras
TX7, TX9, TX13 e SN11 com a matéria-prima.

Como resultado das primeiras tentativas de cristalizagao, TX7 mostrou-se
promissora pois ndo somente tinha uma dissolu¢do maior que a do farmaco e
das outras formulacdes preparadas, como também foi a amostra que teve maior
uniformidade apds a secagem.

Foi entdo observado que o aumento da concentragcdo de polimero na
formulacdo era acompanhado por um aumento na dissolugdo das amostras.
Sendo assim, a formulacdo de TX7 foi utilizada como base para realizagao de
outros experimentos de cristalizagao.

A amostra TX9 reduz a concentragao de farmaco na FO de modo que isto
gera um sistema menos viscoso e permite uma melhor dispersdo dos cristais
pelo antissolvente, facilitando a transferéncia de massa da solugao para fase
solida dispersa. Por sua vez, TX13 visou observar se o uso de técnica de

moagem posterior a cristalizagdo conseguiria prevenir o crescimento dos cristais.
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Figura 54. Comparacgéao dos perfis de dissolugdo das amostras TX7, TX9, TX13
e SN11 com a matéria-prima.

Foi visto que ndo houve qualquer modificacdo na estrutura cristalina do
farmaco ou mesmo reacado entre o EFV e os excipientes. As analises das
suspensdes indicam uma maior quantidade de particula nanométricas quando
utilizada a técnica de cavitagao, ao passo que o aspecto das suspensdes com
ultra-turrax por vezes impediu a analise do espalhamento de luz nas amostras
TX.

Ao contrario do que seria esperado, as amostras preparadas por ultra-
turrax tiveram maior dissolugéo do que aquelas que fizeram uso de agitagao por
sonicador. Uma hipotese que pode explicar este fenbmeno é a diferenca na
viscosidade das suspensoes.

Enquanto as suspensdes que passaram por ultra-turrax sdo muito mais
viscosas, as que utilizam sonicagao sao bem mais fluidas. Esta diferenca é
grande o suficiente para ser percebida a olho nu. Em um sistema supersaturado
voltado para a nanocristalizacdo, a transferéncia de massa entre as fases
organica e aquosa pode ser prejudicada por uma alta viscosidade (TUNG et al.,
2008).
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Contudo, também se sabe que em uma suspensao os cristais encontram-
se em constante movimento Browniano, mais intenso para o caso de suspensoes
menos viscosas, 0 que aumenta a probabilidade de colisdo entre as particulas
seguida de crescimento (COMBA; SETHI, 2009). Logo, uma forma de aumentar
a estabilidade de suspensdes muito concentradas, ou mesmo tornar mais eficaz
a estabilizagcdo ja existente, seria aumentar a viscosidade (PELTONEN;
HIRVONEN, 2010).

Assim seria possivel compreender que as amostras TX9 e TX13 possuem
maior dissolucdo em relacdo a SN11. Contudo, é importante ressaltar que a
viscosidade é uma caracteristica a ser otimizada e ndo maximizada. E
necessario que ela ndo exceda um determinado nivel (a ser avaliado caso a
caso) para que nao haja prejuizo na cristalizagdo, como ja foi observado em
outras amostras.

Um exemplo disso € o fato de que SN11 tem dissolugdo maior do que
TX7, mesmo possuindo uma menor concentragado de estabilizante estérico. A
menor viscosidade do sistema favorece a nucleacdo e manutencgao dos cristais
na escala nanométrica.

Comparando TX9 e TX13 é possivel concluir que o uso de moagem para
manutencdo do tamanho de particula € competente e que a menor dissolugéo
de TX9 pode ser devido ao crescimento dos cristais, ocorrido entre o preparo e

a secagem.
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6. CONCLUSAO

Os primeiros experimentos mostraram que a técnica de nanocristalizacao
por antissolvente, através de cisalhamento, resultou em suspensdes viscosas. A
caracterizagao do p6 apos a secagem revelou que nao ocorre alteragdo na forma
cristalina do EFV e o infravermelho indicou que ocorre interagédo por ligagdes de
hidrogénio com o polimero estabilizante. Na microscopia foram vistas particulas
alongadas de espessura nanométrica.

A dissolucido dessas amostras apontou para o fato de que o aumento na
concentracdo de estabilizantes promove incremento maior na dissolugdo do
EFV; contudo este fenbmeno esta claramente ligado aos nanocristais e ndo ao
aumento da molhabilidade, que tende a ocorrer devido a adigao de polimero
hidrofilico e tensoativo.

A troca do método de agitagdo promoveu suspensdes menos viscosas e
de aspecto leitoso. A triagem de polimeros apontou que, dentre os que foram
testados, apenas PVP K30 e HPMC E5 sao indicados para a estabilizagao
estérica das nanossuspensdes. Também foi visto que quando utilizada a
sonicagao € possivel reduzir a quantidade de polimero sem prejudicar o efeito
estabilizante.

A reducédo da concentracido de EFV na FO, visando diminuir a viscosidade
da suspensdo formada resultou em grade incremento da dissolugdo. Essa
reducdo da massa de farmaco somada ao uso de moinho coloidal resultou em
bom controle do tamanho de particula, de modo que a melhor dissolucao
encontrada foi a da amostra TX13.

Diminuir a quantidade de farmaco aliado ao uso de sonicagédo também se
provou eficaz no aumento da dissolugcdo. Porém, nem mesmo essa formulacéo
obteve maior incremento no perfil do que quando a moagem foi acoplada a
cristalizacao.

Com este estudo foi possivel perceber que sao necessarias mais
investigacdes a fim de melhor compreender a cinética de cristalizagao do EFV,
para que seja possivel desenvolver uma técnica ideal para o preparo de

nanocristais via precipitacao.
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Os dois parametros que mostraram ser de maior influéncia neste processo
sdo a agitagao, tanto o tipo como a intensidade utilizada, e a viscosidade da
suspensao formada. Como dito anteriormente € necessario encontrar uma
agitacdo eficiente para que seja possivel dispersar adequadamente as
particulas. Além disso € importante que a suspensao tenha uma viscosidade alta
o bastante para reduzir o movimento browniano das particulas, mas nao o
suficiente para impedir a transferéncia de massa entre as fases.

De modo geral os objetivos do trabalho foram concluidos, principalmente
tendo em vista que foi encontrada uma formulacao realmente promissora para o
preparo de nanocristais de EFV e que fez sua dissolugdo chegar em

aproximadamente 100% logo nos primeiros minutos de ensaio.
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7. PERSPECTIVAS

De acordo com todos os resultados discutidos no presente estudo, além
das conclusbes mencionadas no item anterior, com as amostras mais
promissoras deste estudo ainda € passivel a realizagao de outros trabalhos.

Com relagdo a cristalizagdo do EFV foi visto que ainda falta a
compreensao dos fatores que tém influéncia predominante sobre os fenédmenos
de nucleacéo e crescimento. Além disso também ha a necessidade de investigar
a precipitagcao do EFV sob novas fases cristalinas, como em TX10.

A morfologia das amostras também apresentou resultados diferenciados.
Quando utilizado cisalhamento, a formagdo de filme esteve presente nas
formulagdes com boa dissolucdo. Uma possiblidade de estudo seria o
esclarecimento da relacido entre a formagao de filme e o incremento no perfil de
dissolugéo.

As nanosuspensodes formadas também levantaram pontos interessantes.
E necessario um estudo mais pronunciado sobre a reologia dessas suspensdes;
compreensao maior em relagdo ao potencial zeta e sua significAncia como
parametro fisico-quimico; também € necessario explorar os ensaios de
estabilidade, como o realizado por Turbiscan onde €& possivel perceber
sedimentacao, floculacao e alteracdo no tamanho de particula; por fim, também
seria interessante padronizar metodologia para avaliagdo de tamanho de
particula em nanosuspensoes.

Com relagdo a secagem ainda ficaram alguns pontos a serem
desenvolvidos. A comegar pelo uso de diferentes técnicas, como spray-dryer e
leito fluidizado, e testes de novas condigdes experimentas para este processo.

Os nanocristais obtidos nao foram levados a compressao. Essa seria mais
uma questao a ser investigada, ja que para produgdo de um medicamento sao
necessarios estudos para otimizacado dos parametros de compressao.

Outra perspectiva a ser investigada sdo os ensaios de biodisponibilidade.
O presente trabalho ndo teve como objetivo contemplar esta questdo, sendo
importante no futuro a realizacdo de comparacao entre resultados in vitro e in

Vivo.
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Mais do que desenvolver uma forma de produgao de nanocristais de EFV,
este estudo também pode abrir diferentes visbes para questdes ainda nao
consideradas em relacdo ao farmaco, sua cristalinidade, sua forma de

cristalizacao e os nanocristais produzidos a partir deste.
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ANEXO I. CURVA DE CALIBRAGAO DO EFV EM METANOL

Concentragao Absorvancia -

(mg/mL) 1 2 3 Média DP DPR
0,0015 0,099 | 0,103 0,201 0,134 0,058 | 43,005%
0,0025 0,222 | 0,143 0,244 0,203 0,053 | 26,164%
0,0035 0,292 | 0,192 0,347 0,277 0,079 | 28,369%
0,0050 0,368 | 0,265 0,321 0,318 0,052 16,216%
0,0075 0,510 | 0,433 0,398 0,447 0,057 12,818%
0,0100 0,626 | 0,542 0,544 0,571 0,048 8,399%
0,70
0,60 y=49,571x+0,0771
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0,50 0,9918
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ANEXO Il. CURVA DE CALIBRAGAO DO EFV EM LSS 0,1%

Concentragao Absorvancia 1
(mg/mL) 1 2 3 Média DP
0,0013 0,055 0,053 0,061 0,056 0,004
0,0022 0,103 0,104 0,106 0,104 0,001
0,0051 0,267 0,248 0,247 0,254 0,011
0,0112 0,554 0,542 0,547 0,548 0,006
0,0160 0,786 0,757 0,759 0,767 0,016
1,00 -
0,80 - y:48,404X'0,001

© R? =0,9996

€ 0,60 -

{0

Fa

2 0,40 -

<
0,20 -
0,00 T T T 1

0,000 0,005 0,010 0,015 0,020
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ANEXO Ill. CURVA DE CALIBRAGAO EFV EM LSS 0,5%

Concentragao Absorvancia 1
(mg/mL) 1 2 3 Média DP
0,0013 0,063 0,049 0,059 0,057 0,007
0,0022 0,108 0,094 0,102 0,101 0,007
0,0051 0,270 0,231 0,253 0,251 0,020
0,0112 0,567 0,514 0,557 0,546 0,028
0,0160 0,803 0,746 0,803 0,784 0,033
1,00 -
0,80 - y=429,4x-0,0062

- R*=0,9999

e 0,60 -

N )

-

2 0,40 -

<
0,20 A
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ANEXO IV. CURVA DE CALIBRAGAO EFV EM AGUA DEIONIZADA
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Concentragao Absorvancia 1
(mg/mL) 1 2 3 Média DP
0,0013 0,050 0,048 0,055 0,051 0,004
0,0022 0,090 0,089 0,096 0,092 0,004
0,0051 0,216 0,239 0,234 0,230 0,012
0,0112 0,482 0,514 0,516 0,504 0,019
0,0160 0,708 0,722 0,764 0,731 0,029
0,80 A~
0,70 - y =46,178x-0,0095

2 —

. 0,60 - R“=0,9999

S 0,50 A

<«

2 0,40 -
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<
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0,10 A
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0,000 0,005 0,010 0,015 0,020

Concentracgdo (mg/mL)



ANEXO V. ESPECTROS DE INFRAVERMELHO DO EXCIPIENTES
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ANEXO VI. ANALISE DE VARIANCIA DOS PERFIS DE DISSOLUGAO COMPARADOS EM PARES ENTRE SI

Perfis

dissolugio Somas de Graus de | Quadrados | Valorde | Valor de F p-Valor Semelhancga entre
quadrados | liberdade médios F critico perfis
comparados
TX1 -TX2 3166,755 1 3166,755 896,925 4,149 5,60 x 10% Nao semelhantes
TX1-TX3 9174,191 1 9174,191 1461,040 4,149 2,803 x 10 | N&o semelhantes
TX1-TX4 3198,971 1 3198,971 320,670 4,149 3,089 x 10" | N&o semelhantes
TX1 - TX5 6666,113 1 6666,113 888,982 4,149 6,421 x 10 | N&o semelhantes
TX1 —TX6 14290,234 1 14290,234 714,044 4,149 1,875 x 102 | NAao semelhantes
TX1 - TX7 10988,789 1 10988,789 | 1397,178 4,149 1,875 x 102 | N&o semelhantes
TX1 -TX8 3410,896 1 3410,896 174,760 4,149 1,641 x 10" | N&o semelhantes
TX1-TX9 31484,625 1 31484,625 669,211 4,149 5,062 x 102 | N&o semelhantes
X1 -TX10 3410,896 1 3410,896 174,760 4,149 1,641 x 10" | NAao semelhantes
X1 -TX12 1876,399 1 1876,399 144,261 4,149 2,141 x 10" | Nao semelhantes
TX1-TX13 46103,492 1 46103,492 | 5675,621 4,149 1,337 x 10" | N&o semelhantes
X1 -TX14 6376,770 1 6376,770 2100,974 4,149 9,283 x 10" | N&o semelhantes
TX2 —TX3 1560,887 1 1560,887 276,215 4,149 2,686 x 10" | N&o semelhantes
TX2 — TX4 0,082 1 0,082 0,009 4,149 9,262 x 10 Semelhantes
TX2 - TX5 643,756 1 643,756 93,700 4,149 4,995 x 10" | N&o semelhantes
TX2 — TX6 4002,819 1 4002,819 206,492 4,149 1,652 x 10"° | N&o semelhantes
TX2 — TX7 2357,442 1 2357,442 325,759 4,149 2,455 x 10" | N&o semelhantes
TX2 — TX8 4,532 1 4,532 0,240 4,149 6,276 x 10 Semelhantes
TX2 —TX9 14680,992 1 14680,992 316,270 4,149 3,779 x 10" | N&o semelhantes
TX2 —TX10 4,532 1 4,532 0,240 4,149 6,276 x 10 Semelhantes
X2 - TX12 9918,437 1 9918,437 801,249 4,149 3,191 x 102* | Nao semelhantes
TX2 - TX13 25104,281 1 25104,281 | 3349,538 4,149 5,814 x 10 | N&o semelhantes
X2 - TX14 18530,999 1 18530,999 | 7699,041 4,149 1,041 x 10%° | NAao semelhantes
TX3 - TX4 1538,408 1 1538,408 127,181 4,149 1,106 x 102 | N&o semelhantes
TX3 —TX5 199,819 1 199,819 20,774 4,149 7,149 x 10° Nao semelhantes
TX3 —TX6 564,527 1 564,527 25,506 4,149 1,717 x 10° Nao semelhantes
TX3 =TX7 81,820 1 81,820 8,194 4,149 7,354 x 10 Nao semelhantes
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ANEXO VI. ANALISE DE VARIANCIA DOS PERFIS DE DISSOLUGAO COMPARADOS EM PARES ENTRE SI

di Perf|s~ Somas de Graus de | Quadrados | Valorde | ValordeF Semelhancga entre
issolugao - . e p-Valor :
quadrados | liberdade médios F critico perfis
comparados
TX3 -TX8 1397,198 1 1397,198 64,572 4,149 3,565 x 10° Nao semelhantes
TX3 -TX9 6667,879 1 6667,879 135,615 4,149 4,813 x 10" | Nao semelhantes
TX3 -TX10 1397,198 1 1397,198 64,572 4,149 3,565 x 10°° Nio semelhantes
TX3 -TX12 19348,647 1 19348,647 | 1279,058 4,149 2,246 x 10" | N&o semelhantes
TX3 -TX13 14145,592 1 14145,592 | 1380,949 4,149 6,777 x 102 | N&o semelhantes
TX3 -TX14 30848,242 1 30848,242 | 5983,604 4,149 5,768 x 10 | Nao semelhantes
TX4 —TX5 629,349 1 629,349 47,264 4,149 8,854 x 108 Nao semelhantes
TX4 — TX6 3966,773 1 3966,773 153,572 4,149 9,347 x 10" | N&o semelhantes
TX4 —TX7 2329,798 1 2329,798 170,282 4,149 2,334 x 10" | N&o semelhantes
TX4 —TX8 3,398 1 3,398 0,134 4,149 7,166 x 10 Semelhantes
TX4 —TX9 14611,885 1 14611,885 276,403 4,149 2,659 x 10" |  Nao semelhantes
TX4 —TX10 3,398 1 3,398 0,134 4,149 7,166 x 10" Semelhantes
TX4 —TX12 9975,388 1 9975,388 529,931 4,149 1,760 x 10 Nao semelhantes
TX4 —TX13 25013,888 1 25013,888 | 1794,387 4,149 1,113 x 10%° | Na&o semelhantes
TX4 —TX14 18608,814 1 18608,814 | 2102,180 4,149 9,199 x 103 Nao semelhantes
TX5 —TX6 1436,069 1 1436,069 61,494 4,149 6,030 x 10° Nao semelhantes
TX5 -TX7 537,366 1 537,366 47,959 4,149 7,679 x 108 Nao semelhantes
TX5-TX8 540,255 1 540,255 23,636 4,149 2,969 x 10°° Nao semelhantes
TX5 -TX9 9176,261 1 9176,261 182,115 4,149 9,353 x 10" | N&o semelhantes
TX5-TX10 540,255 1 540,255 23,636 4,149 2,969 x 10° Nao semelhantes
TX5-TX12 15615,924 1 15615,924 955,299 4,149 2,108 x 10 | Nao semelhantes
TX5 -TX13 17707,882 1 17707,882 | 1544,818 4,149 1,170 x 102 | Nao semelhantes
TX5 -TX14 26082,558 1 26082,558 | 4091,485 4,149 2,431 x 103 | N&o semelhantes
TX6 — TX7 216,512 1 216,512 9,128 4,149 4,920 x 1073 N&o semelhantes
TX6 —TX8 3737,963 1 3737,963 105,676 4,149 1,149E-11 Nao semelhantes
TX6 — TX9 3352,098 1 3352,098 53,291 4,149 2,683 x 108 Nao semelhantes
TX6 —TX10 3737,963 1 3737,963 105,676 4,149 1,149 x 10" Nao semelhantes
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ANEXO VI. ANALISE DE VARIANCIA DOS PERFIS DE DISSOLUGAO COMPARADOS EM PARES ENTRE SI

Perfis

dissolugio Somas de Graus de | Quadrados | Valorde | Valor de F p-Valor Semelhancga entre
quadrados | liberdade médios F critico perfis
comparados
TX6 —TX12 26523,114 1 26523,114 918,990 4,149 3,842 x 10?5 | N&o semelhantes
TX6 —TX13 9058,371 1 9058,371 377,790 4,149 2,780 x 10" | Nao semelhantes
TX6 —TX14 39758,943 1 39758,943 | 2104,833 4,149 9,018 x 10" | N&o semelhantes
TX7 —TX8 2155,238 1 2155,238 92,803 4,149 5,608 x 10" | N&o semelhantes
TX7 —TX9 5272,452 1 5272,452 103,884 4,149 1,420 x 10" | N&o semelhantes
TX7 —TX10 2155,238 1 2155,238 92,803 4,149 5,608 x 10" | Nao semelhantes
TX7 —TX12 21946,894 1 21946,894 | 1313,161 4,149 1,489 x 10%" | Nao semelhantes
TX7 —TX13 12075,771 1 12075,771 1020,848 4,149 7,530 x 1026 | N&o semelhantes
TX7 —TX14 358,594 1 358,594 7,599 4,149 2,107 x 10°° Nao semelhantes
TX8 —TX9 14169,616 1 14169,616 227,055 4,149 4,375 x10'® | Nao semelhantes
TX8 —TX10 14169,616 1 14169,616 227,055 4,149 4,375 x 10'® | Nao semelhantes
TX8 —TX12 38042,935 1 38042,935 | 2181,177 4,149 5,141 x 10 | Nao semelhantes
TX8 —TX13 10347,019 1 10347,019 364,773 4,149 4,665 x 10" | Nao semelhantes
TX8 —TX14 19115,153 1 19115,153 | 1039,214 4,149 5,709 x 10 | N&o semelhantes
TX9 -TX10 14169,616 1 14169,616 227,055 4,149 4,375 x 10'® | Nao semelhantes
TX9 -TX12 48733,430 1 48733,430 871,868 4,149 8,671 x 10 | Nao semelhantes
TX9 -TX13 1389,661 1 1389,661 27,242 4,149 1,050 x 10°° Nio semelhantes
TX9 —-TX14 66200,077 1 66200,077 | 1441,526 4,149 3,460 x 102 | N&o semelhantes
TX10 -TX12 10347,019 1 10347,019 364,773 4,149 4,665 x 10" | Nao semelhantes
TX10 - TX13 24434,178 1 24434178 | 1040,559 4,149 5,595 x 106 | Nao semelhantes
TX10 - TX14 19115,153 1 19115,153 | 1039,214 4,149 5,709 x 10%° | Na&o semelhantes
TX12 -TX13 66581,885 1 66581,885 | 3923,247 4,149 4,734 x 10 | Nao semelhantes
TX12 - TX14 1334,972 1 1334,972 112,341 4,149 5,358 x 102 | N&o semelhantes
TX13 -TX14 86772,616 1 86772,616 | 12397,297 4,149 5,221 x 10%3 | N&o semelhantes
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ANEXO VI. ANALISE DE VARIANCIA DOS PERFIS DE DISSOLUGAO COMPARADOS EM PARES ENTRE SI

di Perf|s~ Somas de Graus de | Quadrados | Valorde | ValordeF p-Valor Semelhancga entre
issolugao . 0 e :
quadrados | liberdade médios F critico perfis
comparados
SN9 — SN10 2534,730 1 2534,730 56,056 4,149 1,597 x 108 Nao semelhantes
SN9 — SN11 5934,415 1 5934,415 132,432 4,149 6,555 x 10" | Nao semelhantes
SN9 — SN12 1204,868 1 1204,868 31,193 4,149 3,620 x 10°® N&o semelhantes
SN9 — SN13 3177,803 1 3177,803 49,856 4,149 5,241 x 108 N&o semelhantes
SN9 — SN14 1391,622 1 1391,622 23,085 4,149 3,503 x 10°° N&o semelhantes
SN10 — SN11 712,305 1 712,305 46,875 4,149 9,595 x 108 Nao semelhantes
SN10 — SN12 7234,748 1 7234,748 802,842 4,149 3,095 x 10%* | Nao semelhantes
SN10 — SN13 11388,756 1 11388,756 333,737 4,149 1,723 x 10" | N&o semelhantes
SN10 — SN14 170,085 1 170,085 5,546 4,149 2,482 x 1072 Nao semelhantes
SN11 - SN12 12487,251 1 12487,251 1451,192 4,149 3,117 x 10?8 | N&o semelhantes
SN11 —-SN13 17797,471 1 17797,471 527,827 4,149 1,869 x 10 Nao semelhantes
SN11 - SN14 1578,529 1 1578,529 52,163 4,149 3,333 x 108 Nao semelhantes
SN11 - TX7 959,021 1 959,021 72,762 4,149 9,524 x 10"° | Nao semelhantes
SN11 - TX9 1734,189 1 1734,189 103,884 4,149 1,420 x 10" Nao semelhantes
SN11-TX13 1734,189 1 1734,189 33,119 4,149 2,209 x 10°® Nao semelhantes
SN12 — SN13 469,190 1 469,190 17,041 4,149 2,441 x 10 Nao semelhantes
SN12 — SN14 5186,255 1 5186,255 215,401 4,149 9,165 x 10"® | Nao semelhantes
SN13 — SN14 8775,278 1 8775,278 178,393 4,149 1,240 x 10" | N&o semelhantes
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