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RESUMO

da ROCHA, A. B. O. Cocristais de piroxicam: estudos de
solubilidade termodinamica, supersaturacio e estabilidade.
Florianopolis; 2019. [Tese de Doutorado — Programa de Pds-graduacdo
em Farmacia da UFSC].

A absor¢do de um farmaco administrado por via oral é dependente da
sua capacidade de se dissolver nos fluidos gastrintestinais e da
permeabilidade através da parede intestinal. O piroxicam, classificado
como um farmaco de classe II do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica, possui absor¢do limitada pela taxa de dissolu¢do, e a
solubilidade é uma propriedade fisico-quimica critica que pode ser
alterada visando a melhoria da absor¢do. Deste modo, os cocristais
apresentam-se como uma estratégia, cada vez mais utilizada, para
melhorar a solubilidade, a taxa de dissolu¢do in vitro, e
consequentemente, a biodisponibilidade de farmacos pouco soliveis,
apresentando a vantagem de ndo haver necessidade de mudar a estrutura
molecular e/ou a interagdo farmacologica. O presente trabalho teve
como objetivo obter e caracterizar cocristais de piroxicam (PRX) com a
sacarina (SAC) e o acido salicilico (SLC), bem como realizar estudos de
solubilidade termodinamica visando a compreensdo do efeito da
solubilizagdo dos cocristais por agentes fisiologicamente relevantes e o
impacto destes durante sobre a saturacdo promovida durante a
dissolucdo, além de avaliar a estabilidade dos cocristais frente a
diferentes valores de umidade relativa (RH). O método utilizado para a
obtengdo dos cocristais foi eficiente, além de simples e passivel de
reprodutibilidade. As técnicas de caracterizacdo confirmaram a
identidade e obtengdo dos cocristais. Os modelos matematicos utilizados
para a predi¢do da solubilidade do farmaco e seus cocristais foram
capazes de prever de maneira eficaz a solubilidade. A solubilidade do
cocristal PRX-SAC variou de 2,0 a 45 vezes a do PRX hidrato (H) na
faixa de pH 1,2 a 3,6, enquanto que a do PRX-SLC variou de 1,5 a 25
vezes em uma faixa de pH 1,3 a 4,6, mostrando que a vantagem da
solubilidade do cocristal ¢ altamente dependente do pH. Em FeSSIF (fed
state simulated intestinal fluid), farmaco e cocristal sdo solubilizados em
diferentes extensdes. O cocristal PRX-SAC foi 1,3 vezes mais soluvel
do que o PRX (H), e 0 PRX-SLC 1,4 vezes. A vantagem da solubilidade
do cocristal (SA) em relag@o ao farmaco foi reduzida, onde o PRX-SAC
apresentou uma SA de 30 em FeSSIF e 45 em tampdo, enquanto que
para o PRX-SLC a SA foi de 16 em FeSSIF e 25 em tampao. Os estudos
de dissolugdo evidenciam que o FeSSIF ¢ capaz de promover uma



supersaturacdo para o PRX-SAC, no entanto, ndo suficiente para
sustentar essa vantagem na solubilidade e impedir a conversdo para o
farmaco. Ja o PRX-SLC alcangou uma maior concentragdo de farmaco e
uma supersaturagdo que se manteve por mais tempo, quando comparado
ao tampdo. Os estudos de estabilidade mostraram que a absorc¢do de
umidade pode levar a formagdo dos cocristais em misturas fisicas, na
presenca ¢ auséncia de PVP. Diferentes valores de umidade relativa
(RH) foram utilizados e as amostras analisadas por até 30 dias. O
aumento da RH levou a uma formag¢@o mais extensiva do cocristal PRX-
SAC, enquanto que para o cocristal PRX-SLC observou-se uma
formagdo mais rapida. Na presen¢a de PVP uma formag¢do mais rapida
(em 24h) foi observada para o PRX-SAC, enquanto que para o PRX-
SLC uma formagdo mais extensiva foi observada através da presenca de
picos mais intensos. Os cocristais ndo se converteram para farmaco nas
condi¢des estudadas. O presente estudo mostrou que os cocristais
estudados foram mais soltiveis do que o farmaco, e a medida que o pH
aumenta esta vantagem na solubilidade torna-se mais pronunciada.
Quando avaliados em meio biorrelevante, os cocristais apresentaram
uma menor vantagem na solubilidade (Scocristal/Sfarmaco) €m FeSSIF
quando comparado com tampdo aquoso. No entanto, cocristais que
apresentam uma alta SA podem ter seu potencial para melhorar a
dissolugdo abdicado, enquanto cocristais que apresentam uma menor SA
podem ser capazes de alcangar uma maior Cmax em relagdo ao farmaco.
Ademais, o indice de supersaturagdo demonstrou ser um valioso
indicador do risco de conversdo do cocristal para o farmaco.

Palavras-chave: Cocristais. Piroxicam. Solubilidade. Dissolucéo.
Supersaturacgao.



ABSTRACT

da ROCHA, A. B. O. Piroxicam cocrystals: solubility,
termodinamics, supersaturation and stabilitiy studies. [Doctoral
Thesis - Graduate Program in Pharmacy of UFSC].

The absorption of an orally administered drug will depend on its ability
to dissolve into gastrointestinal fluids and their permeability through the
intestinal wall. Piroxicam (PRX) is classified as a class II drug of the
Biopharmaceutical Classification System and can have their absorption
limited by the rate of dissolution. In this way, solubility is a critical
physicochemical property that can be altered in order to improve
absorption. Thus, cocrystals present an increasingly used strategy to
improve solubility, in vitro dissolution rate, and consequently the
bioavailability of poorly soluble drugs, with the advantage that there is
no need to change the structure molecular and/or pharmaceutical
interaction. The aim of the present work was to obtain and characterize
PRX cocrystals with saccharin (SAC) and salicylic acid (SLC), as well
as to perform thermodynamic solubility studies aiming to understand the
effect of the solubilization of cocrystals by physiologically relevant
agents and the impacts of these during the saturation promoted during
dissolution, besides evaluating the stability of the cocrystals against
different relative humidity (RH). The method used to obtain the
cocrystals was efficient, being simple and reproducible. The
characterization techniques confirmed the identity of cocrystals. The
mathematical models used to predict the solubility of drug and its
cocrystals were able to predict effectively. The PRX hydrated (H) form
was used for solubility studies. The PRX-SAC solubility varied from 2.0
to 45 times the PRX (H) solubility in a range of pH 1.2 to 3.6, whereas
that PRX-SLC solubility ranged from 1.5 to 25 times at pH range of 1.3
to 4.6, showing that the solubility advantage of cocrystal is highly
dependent on pH. In FeSSIF (Fed State Simulated Intestinal Fluid) drug
and cocrystal were solubilized in different extensions. The PRX-SAC
cocrystal was 1.3 times more soluble than PRX (H) and PRX-SLC 1.4
times. The solubility advantage (SA) of cocrystal relative to drug was
reduced, where PRX-SAC presented a SA of 30 in FeSSIF and 45 in
buffer, whereas PRX-SLC SA was 16 in FeSSIF and 25 in buffer.
Dissolution studies evidenced that FeSSIF is capable of promoting a
supersaturation for PRX-SAC, however, not sufficient to support this
advantage in solubility and prevent conversion to drug. PRX-SLC, on
the other hand, achieved a higher concentration of drug and
supersaturation compared to buffer. Stability studies have shown that



moisture sorption can lead to cocrystal formation in physical mixtures,
in the presence and absence of PVP. Desired RH conditions during
storage at 25°C was generated in glass desiccators saturated salt and
samples were analyzed for up to 30 days. The increase of the RH led to
a more extensive cocrystal formation for PRX-SAC, whereas for PRX-
SLC a faster formation was observed. In the presence of PVP a faster
formation (in 24 hours) was observed for PRX-SAC, while for PRX-
SLC a more extensive formation was observed by the presence of higher
and intense peaks. Cocrystals didn’t convert to drug under the
conditions studied. The present study shown that both cocrystals were
more soluble than drug, and the increase of pH increases this solubility
advantage. Cocrystals shown a lower solubility advantage (SA) in
FeSSIF compared with aqueous buffer. However, cocrystal with highest
SA negated the cocrystal potential dissolution enhancement, whereas a
lower SA achieved higher Cmax and AUCq;s than drug. SA varies with
cocrystal as well as solution conditions and can streamline cocrystal
development.

Keywords:  Cocrystal.  Piroxicam.  Solubility.  Dissolution.
Supersaturation.
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1. INTRODUCAO

A absor¢do de um farmaco administrado por via oral ¢
dependente da sua capacidade de se dissolver nos fluidos gastrintestinais
e da permeabilidade através da parede intestinal. A absor¢do oral pode
ser descrita de acordo com o sistema de classificacdo biofarmacéutica
(SCB) o qual agrupa os farmacos com base na sua solubilidade e
permeabilidade aquosa (AMIDON et al., 1995). Para os farmacos de
classe II do SCB (pouco solivel, altamente permeavel) a absor¢do ¢é
limitada pela taxa de dissolugdo e a solubilidade ¢ uma propriedade
fisico-quimica critica que pode ser alterada visando a melhoria da
absor¢ao (LIPERT, 2015).

Diante disso, a sintese de cocristais surge como uma estratégia,
cada vez mais utilizada, no processo de desenvolvimento de farmacos
para melhorar a solubilidade, a taxa de dissolu¢do in vitro, e
consequentemente, a biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis,
apresentando a vantagem de ndo haver necessidade de mudar a estrutura
molecular e/ou a interagdo farmacologica (REMENAR et al., 2003;
MCNAMARA et al., 2006; HICKEY et al., 2007). At¢ o momento
cinco farmacos foram registrados e sdo comercializados na forma de
cocristal, sendo eles: Depakote® (&c. vaproico-valproato de sddio) no
ano de 1983, Lexapro® (escitalopram-acido oxalico) em 2002, Suglat®
(ipragliflozin-Lprolina) em 2014, Entresto® (valsartana-scubitril) em
2015 e Steglatro® (ertuglifozin-acido piroglutamico) em 2017.

No entanto a avaliagdo da solubilidade e estabilidade em solugéo
dos cocristais ainda ndo estd bem consolidada. Um levantamento
realizado no periodo de 1999 a 2018, utilizando a base de dados Scopus,
considerando as revistas farmacé€uticas, quimicas, ¢ de engenharia de
materiais revelou um crescente nimero de publicagdes envolvendo a
sintese e caracterizagdo dos cocristais, mas um reduzido nimero de
publica¢des envolvendo estudos de solubilidade, quimica em solugéo,
estabilidade e a influéncia de excipientes, caracteristicas essenciais no
desenvolvimento de formula¢des contendo cocristais.

Os cocristais tornam-se promissores pois podem ser mais soliveis
em diferentes ordens de grandeza apresentando solubilidade inumeras
vezes superior em relagdo ao farmaco no estado cristalino, ao passo que
outras formas sélidas, como polimorfos e solvatos, ndo sdo capazes de
alcangar tamanha dimens@o. No entanto, cocristais que apresentam
solubilidade maior que o farmaco constituinte sdo caracterizados pela
sua baixa estabilidade termodindmica em solugdo, ou seja, estdo
suscetiveis a conversdo para a forma menos soluvel do farmaco quando
expostos a solucdo (ROY et al., 2012), significando uma limitacdo para
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o desenvolvimento de cocristais. Um cocristal que apresenta uma alta
vantagem de solubilidade podera ter uma solubilidade maior, igual ou
menor a do farmaco, dependendo da natureza e concentracdo de um
aditivo.

Considerando que o ambiente da solucdo pode ser modulado
através da alteracdo do pH, agentes tensoativos ou agentes complexantes
presentes na solugdo, o emprego de aditivos como polimeros e
surfactantes, tem demonstrado melhorar o comportamento de dissolugéo
de cocristais por inibirem a conversdo para o farmaco constituinte
(CHILDS et al, 2013; ROY, 2013). Ademais, os surfactantes
fisiologicamente relevantes encontrados nos meios biorrelevantes
podem ter um grande impacto na solubilidade de farmacos pouco
solaveis, como os farmacos de classe Il e IV (ROY et al., 2010; LIPERT
e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2013; THAKURIA et al., 2013; LIPERT
e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2014).

Compreender as interagdes quimicas entre os constituintes do
cocristal e os aditivos presentes nos meios de dissolugdo é criticamente
importante para conhecer o comportamento de solubilidade dos
cocristais, a sua vantagem da solubilidade e estabilidade. Os estudos de
solubilidade e estabilidade termodindmica proporcionam conhecimento
sobre o comportamento do cocristal em solugdo, sua pureza,
estabilidade, possibilitando a obtengdo da medida correta de sua
solubilidade (THAKURIA et al., 2013).

O presente trabalho buscou a obtengdo e caracterizacdo de
cocristais de piroxicam, avaliando suas interagdes em solugdes aquosas
e em meio biorrelevante contendo surfactantes fisiologicamente
relevantes. Estudos de solubilidade e dissolu¢do foram realizados
visando compreender os mecanismos de solubilizagdo dos cocristais
pelos agentes solubilizantes e o impacto destes na solubilidade do
cocristal. Além disso, a influéncia da umidade na estabilidade dos
cocristais foi avaliada em diferentes condigdes. Ressalta-se que parte
deste trabalho foi realizado na University of Michigan (UofM), Ann
Arbor, MI, durante o periodo de doutorado sanduiche.



1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo Geral

Realizar estudos de solubilidade de cocristais de piroxicam de
modo a avaliar sua estabilidade termodindmica em solugdo, além de
estudos de dissolugdo e supersaturagdo, bem como avaliar a estabilidade
dos cocristais.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Obter e caracterizar cocristais de piroxicam, utilizando a
sacarina e o acido salicilico como coformadores;

e Determinar a influéncia do pH na solubilidade de cocristais de
piroxicam com sacarina e acido salicilico;

e Utilizar modelos matematicos que descrevem e preveem
quantitativamente a solubilidade do cocristal baseados na
dissociagdo do cocristal e ionizagdo e solubilizagdo micelar de
seus constituintes;

e Compreender o efeito de agentes solubilizantes
fisiologicamente relevantes sobre a solubilidade do cocristal;

e Observar a supersatura¢do promovida pelos cocristais durante a
dissolugdo, além das conversdes cinéticas e o impacto do uso de
meio biorrelevante nessas condi¢des;

e Avaliar a formagdo de cocristais de piroxicam mediante a
presenca de umidade;

e Avaliar a estabilidade e os efeitos do armazenamento dos
cocristais quando expostos a diferentes umidades relativas
(RH);






CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. DEFINICOES E ASPECTOS GERAIS DOS COCRISTAIS

Cocristais sdo materiais cristalinos homogéneos, compostos por
dois ou mais compostos em propor¢do estequiométrica definida e que
encontram-se  solidos em condi¢des ambientes (25°C/1  atm)
(AITIPAMULA et al., 2012; BLAGDEN et al., 2014).

Cocristais farmacéuticos, por sua vez, sdo compostos por um
ingrediente farmacéutico ativo (IFA) e uma molécula nio toxica, ou outro
IFA como coformador. Os coformadores considerados adequados para uso
farmacéutico devem apresentar-se seguros em relacdo a sua toxicidade.
Neste sentido, existem mais de uma centena de materiais sélidos
reconhecidos como seguros - GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo
FDA (Food and Drug Administration). Nesta lista destacam-se aditivos
alimentares e outras substdncias ja bastante estudadas, entretanto,
quantidades subterapéuticas de farmacos, como acido acetilsalicilico,
também podem ser utilizadas como coformadores (FABIAN, 2009; FDA,
2011; WOUTERS et al., 2011).

Ligagdes de hidrogénio entre as moléculas neutras do farmaco e o
coformador orientam a formagdo do cocristal (GOOD ¢ RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2009; AITIPAMULA et al., 2012). Assim, na maioria das
vezes, os coformadores sdo selecionados com base nas regides de
complementaridade molecular com o farmaco, especialmente pela presenca
de grupos funcionais capazes de formar ligagdes de hidrogénio
intermoleculares. Entretanto, as intera¢cdes ndo covalentes de Van der
Waals, empilhamento n e ligagdes de halogénio também se demonstram
significativas para a formag@o dos cocristais (DESIRAJU, 1995; CHILDS e
HARDCASTLE, 2007).

Eventos de reconhecimento molecular induzem o auto-arranjo
supramolecular dos formadores de cocristais, que por sua vez levam a
formagdo de complexos moleculares ambos em estado so6lido, a partir de
interagdes ndo covalentes de geometria favoravel (NANGIA, 2010;
GADADE e PEKAMWAR, 2016). O reconhecimento molecular a partir de
pontes de hidrogénio confere intera¢des direcionais entre os componentes
do cocristal. Com base nas estruturas moleculares caracterizadas as quais
apresentam multiplos grupos funcionais capazes de formar ligagdes de
hidrogénio, trés diretrizes foram estabelecidas para predizer quais
interagdes de hidrogénio levam ao arranjo molecular: (1) Todos os
hidrogénios acidos serdo utilizados nas ligagdes de hidrogénio na estrutura
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cristalina de um composto; (2) todos os bons receptores serdo utilizados nas
ligagdes de hidrogénio se houverem doadores suficientes, ¢; (3) pontes de
hidrogénio serdo preferencialmente formadas entre o melhor doador e o
melhor receptor (FRISCIC et al., 2006).

As interagdes intermoleculares ndo covalentes que apresentam
geometria especifica e ligagdes padronizadas que se repetem entre as
moléculas sdo denominadas de synthons. Synthons formados por interagdes
entre dois grupos funcionais iguais sdo classificados como homosynthons,
enquanto que as interagdes entre dois grupos funcionais diferentes sdo mais
favoraveis e caracterizam os heterosynthons (Figura 1) (ALMARSSON e
ZAWOROTKO, 2004). Os synthons supramoleculares podem ser uteis para
o design e a sintese de cocristais de um determinado farmaco uma vez que
eles podem predizer se um coformador sera eficiente baseado em suas
propriedades estruturais (FRISCIC et al., 20006).

Figura 1. Representacdo de sythons supramoleculares via ligagdo de hidrogénio
entre acidos e amidas: homosynthon entre dimeros (a) acido-acido e (b) amida-
amida; heterosynthon entre dimeros (c) acido-amida.

a b ¢ H
o) H 0-=-- H—TI /o ----- H_rL
B ol G s G
|
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Além das interagdes baseadas em complementaridade molecular,
cabe ressaltar que outros fendmenos podem estar envolvidos na formagao
de um cocristal. O empacotamento, a estereoquimica dos componentes e
caracteristicas intrinsecas do farmaco, como a polaridade ¢ o pK,, também
devem ser consideradas durante a selegdo do coformador para a sintese do
cocristal. O ApKa (pKa basico - pPKa cido) €ntre o farmaco e coformador é um
dos parametros utilizados. Como regra geral para reagdes em solugdo, ApK,
< 0 indica a formac¢do de um cocristal, enquanto que ApK, > 3 tende a
resultar em um sal. No caso da regido de ApK, entre 0 e 3, a habilidade de
prever o material resultante ¢ limitada (JOHNSON e RUMON, 1965;
BOND, 2011). Desta forma, este critério de avaliagdo baseado no pK, é
apenas um guia no desenho de cocristais, visto que ndo ¢ aplicavel em todas
as situagdes (e.g. itraconazol:acido succinico 2:1(REMENAR et al., 2003) e
pode apresentar diferengas de acordo com a temperatura (GROBELNY et
al., 2011; CHERUKUVADA e NANGIA, 2012). Esta ressalva também esta
baseada no fato de que o pKa € um parametro essencialmente definido em
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soluc@o e pode ndo ser integralmente aplicavel a predi¢do de interagdes no
estado solido.

2.2. ESTRATEGIAS DE FORMACAO DE COCRISTAIS

Diversas abordagens sdo utilizadas nos processos de cocristalizacdo
na area farmacéutica, dentre elas destacam-se a cristalizacdo em solu¢do
(CHIARELLA et al, 2007), a moagem (DELORI et al, 2012), a
cristalizagdo por fusdo (BERRY et al., 2008; LU et al., 2008) ¢ o método de
cristalizagio por reagio (MCR) (RODRIGUEZ-HORNEDO et al., 2006).

Entre os diferentes métodos, a MCR (RODRIGUEZ-HORNEDO et
al., 2006) apresenta grande vantagem na triagem e obtenc@o de cocristais,
uma vez que ¢ capaz de formar cocristais sem que ocorra a cristalizagdo dos
componentes individuais. Além disso, apresenta 6timo rendimento, sendo
passivel de escalonamento. Este método baseia-se na geracdo de
supersaturacdo da solugdo em relagdo ao complexo molecular a ser
formado, no caso o cocristal, enquanto a solu¢do encontra-se apenas
saturada ou ndo saturada em relagdo aos componentes do cocristal.

O diagrama de solubilidade de fases do cocristal (Figura 2), no qual
este método é baseado, demonstra as condi¢des ndo saturadas, saturadas e
supersaturadas com relagdo ao cocristal e/ou as fases cristalinas individuais.
Enquanto a cristalizagdo ocorre em condi¢des supersaturadas, em condigdes
ndo saturadas ocorrerd a dissolugdo. Conforme ilustrado na Figura 2, o
dominio I é supersaturado em relagdo ao componente A (farmaco), podendo
o cocristal converter a farmaco, mas ndo saturado com respeito ao cocristal
(AB). Ambos, A e AB, estdo supersaturados no dominio II, mas ndo
saturados no dominio IIl. Por fim, o dominio IV ¢é supersaturado com
relacdo a AB mas ndo saturado com respeito a A (NEHM et al., 2006;
RODRIGUEZ-HORNEDO et al., 2006; GOOD e RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2009). Portanto, a supersaturacdo relacionada unicamente ao
cocristal pode ser gerada preparando-se solugdes dos reagentes farmaco (A)
e coformador (B) de tal modo que as concentragdes se encontrem na regido
IV do diagrama. Esta condi¢@o pode ser alcancada através da mistura de
solugdes, onde os reagentes estdo dissolvidos ou dissolvendo-se o(s)
reagente(s) s6lido(s) A e/ou B no solvente puro ou em solugdes contendo os
componentes solidos. As fases solidas A ¢ B podem entdo transformar-se
em cocristal (AB) através de reagdo mediada em solugdo. Enquanto o
cocristal AB ¢ formado, ele consome A e B da solucdo e mais reagentes
dissolvem-se até que o processo atinja o estado de equilibrio determinado
pela curva de solubilidade do cocristal (NEHM et al., 2006; RODRIGUEZ-
HORNEDO et al., 2006).



32

A formag¢do de cocristais pela adsor¢do de umidade
(JAYASANKAR et al., 2007) ou solvente (BRAGA, GIAFFREDA,
GREPIONI, et al., 2007; BRAGA, GIAFFREDA, RUBINI, et al., 2007) de
misturas fisicas dos componentes do cocristal também ¢é descrita pelo
mesmo mecanismo da MCR.

Figura 2. Diagrama de fases da solubilidade de um cocristal AB e um farmaco A
em fungdo da concentragdo total de coformador [B]r.

I 11
______ Solubilidade de A
I1I v

[Alx

Solubilidade de AB

[Blr
Fonte: Adaptado de Nehm et al (2007).

Outros processos de cristalizacdo em solugdo tém sido utilizados,
onde razdes estequiométricas dos componentes sdo dissolvidas em um
solvente e, subsequentemente, evaporadas ou aquecidas, para facilitar a
dissolugdo e, em seguida, resfriadas (solvo-térmico). Estes métodos com
base empirica apresentam um risco inerente de cristalizar uma ou mais fases
indesejaveis incluindo componentes puros, além de exigirem, na maioria
dos casos, a triagem de muitos solventes e/ou condi¢des experimentais.
Devido a variabilidade de evaporagdo ou mudangas de temperatura, podem
haver dificuldades ao tentar aumentar a escala do processo de cristalizagéo
através destes métodos.
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Meétodos de cristalizagdo em estado solido via ativagdo mecdnica,
através da moagem dos componentes do cocristal, também sdo comumente
empregados na area farmacéutica (ETTER, 1990; 1991; SHAN et al., 2002;
TRASK et al., 2004; 2005; CHILDS et al., 2008; FRISCIC et al., 2009;
FRISCIC e JONES, 2009; KARKI et al., 2009). Em alguns casos, fAirmaco
e coformador apresentam uma fase intermediaria amorfa (JAYASANKAR
et al.,, 2006). Desta forma, a temperatura de transi¢do vitrea (Tg) € a
temperatura de fusdo dos componentes sdo propriedades importantes para
qualquer método mecanoquimico que induz transformagio de fase e,
portanto, devem ser consideradas. A moagem assistida por solvente
emprega pequenos volumes de solvente durante a moagem e pode levar a
formagdo do cocristal por processos mediados por: (1) alteragdo da
mobilidade molecular da fase solida e/ou (2) interagdes em solugdo (SHAN
etal., 2002; TRASK et al., 2004).

Além dos métodos mencionados, outro método que tem sido
aplicado com sucesso na triagem e processos de obteng@o de cocristais em
grande escala ¢ o método de fusio (MCNAMARA et al., 2006; LU et al.,
2008). A aplicacao de fusdo seguida de extrusdo parece ser uma alternativa
promissora para a formagao de cocristais onde a instabilidade quimica nio €
um problema (SEEFELDT et al., 2007).

Para confirmacdo da formacdo de um cocristal e diferenciagdo em
relagio a outros cristais multicomponentes, diversas técnicas de
caracterizag@o do estado solido podem ser empregadas, como difragdo de
raios X (DRX) (HARRIS et al., 2001; REUTZEL-EDENS, 2011), analise
térmica (DSC Differential scanning calorimetry ou calorimetria
exploratoria diferencial e TGA Thermogravimetric analysis ou
termogravimetria) (GIRON, 2002; SCHULTHEISS ¢ NEWMAN, 2009;
REUTZEL-EDENS, 2011), microscopia (CHADWICK et al., 2007; YU,
2010), espectroscopia vibracional (Raman e Infravermelho)(ALLESO et al.,
2008; REUTZEL-EDENS, 2011), espectroscopia do estado solido
(Ressonancia magnética nuclear do estado soélido) (BUGAY, 1993;
HARRIS, 2004; VOGT et al., 2009; REUTZEL-EDENS, 2011), analise de
sor¢do de umidade (UMPRAYN e MENDES, 1987; ZOGRAFI, G., 1988;
BRITTAIN et al., 1991; NEWMAN et al., 2008).

2.3. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS COCRISTAIS

2.3.1. Ponto eutético e a constante eutética (Kcu)

O ponto eutético, onde as duas fases solidas encontram-se em
equilibrio com a solug¢@o, é caracterizado pelas concentragdes de farmaco e
coformador ([farmaco]e, € [coformador]es) no ponto onde a solugdo
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encontra-se duplamente saturada em relacdo ao farmaco e cocristal. Neste
ponto, a solubilidade do farmaco ¢ igual a do cocristal ([farmaco]e, =
[coformador]ey), considerando um cocristal de razdo estequiométrica 1:1
(GOOD e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009; ROY et al., 2012). O ponto
eutético ¢ independente da massa de cada fase em equilibrio, porém ¢
dependente da temperatura, pH, solvente e presenca de agentes
solubilizantes.

A partir do ponto eutético ¢ possivel acessar a solubilidade do
cocristal e, desta forma, determinar as regides de estabilidade
termodinamica do cocristal em relagdo aos seus componentes (GOOD e
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010). O cocristal sera mais soltivel do que o
farmaco quando a [farmaco]e, for menor do que a [coformador]eu, ou menos
soluvel quando a [farmaco]e. for maior do que a [coformador]e
(BETHUNE et al., 2009).

Cabe ressaltar que existem pelo menos dois pontos eutéticos, os
quais sdo diferenciados pelas fases em equilibrio: (1) farmaco, cocristal e
solugdo ou (2) coformador, cocristal e solu¢do (GOOD ¢ RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2009). O ponto eutético mencionado acima refere-se ao
farmaco e cocristal. As concentragdes de farmaco e coformador no ponto
eutético sdo utilizadas para acessar a solubilidade em equilibrio do cocristal
em solugdes com diferentes condigdes, como valores de pH e presenga de
agentes solubilizantes (BETHUNE et al., 2009; HUANG ¢ RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2009; 2010). Além disso, as concentragdes eutéticas dos
componentes dos cocristais também podem ser utilizadas para avaliar as
relagdes de solubilidade entre o cocristal € o seu farmaco constituinte, bem
como a existéncia de pontos de transicdo (KUMINEK et al., 2016a).

O conceito do ponto eutético pode ser melhor apreciado
considerando-se os diagramas de solubilidade de fases (Figura 3) que
incluem as fases solidas cocristal e farmaco (ou coformador) em equilibrio
com as fases da solu¢do. O ponto eutético farmaceuticamente relevante
envolve normalmente o equilibrio das fases solidas de farmaco e cocristal,
visto que o farmaco frequentemente ¢ o componente menos soluvel em
agua. Assim, conversdes entre cocristal e farmaco sélido sdo mais
relevantes do que conversdes entre cocristal e coformador. O ponto eutético
¢ determinado pela interse¢do das curvas de solubilidade como mostrado na
Figura 3 (GOOD e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009).

Figura 3. Diagrama de solubilidade de fases indicando o ponto eutético para dois
tipos de cocristal. A linha pontilhada representa a dissolug@o estequiométrica das
concentragdes dos componentes do cocristal e os circulos indicam a concentragio
maxima do farmaco associada a solubilidade do cocristal. O ponto eutético ¢
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representado pelo ponto de interseccdo (*) entre as curvas de solubilidade do
farmaco e cocristal, indicado como concentragdo eutética (Cey).

Cocristal 2 @

Sférmaco

[Farmaco]

Cocristal 1 "

’
’
’
’
’
’

’
’
’
’

[Coformador]

Fonte: Adaptado de Good e Rodriguez-Hornedo (2009).

O diagrama apresentado na Figura 3 mostra dois tipos de cocristal,
sendo o cocristal 1 estavel em solugdo (menor solubilidade) e o cocristal 2
metaestavel (maior solubilidade) com relagdo ao farmaco puro em um
determinado solvente. As curvas representam o produto da solubilidade do
cocristal (Ksp) com a concentragdo de farmaco em funcdo da concentragdo
de coformador (Ks, = [farmaco] [coformador]). A linha horizontal
representa a solubilidade do farmaco, assumindo que esta ¢ muito menor do
que a solubilidade do coformador, que ndo ¢ mostrada. A linha pontilhada
representa a dissolucdo estequiométrica das concentragdes dos componentes
do cocristal e a intersecgdo (circulos) com as curvas do cocristal indica a
concentra¢do maxima do farmaco associada a solubilidade do cocristal. O
ponto eutético € o ponto de intersecgdo (*) entre as curvas de solubilidade
do farmaco e cocristal, indicado como concentragdo eutética (Cey).

Para um cocristal metaestavel (cocristal 2) a concentragdo de
farmaco associada ao cocristal ¢ superior a solubilidade da forma
farmacéutica estavel do farmaco (linha horizontal). Sua solubilidade nio ¢
tipicamente um equilibrio mensuravel e esses cocristais sdo atribuidos como
incongruentemente saturados. A medida que um cocristal metaesavel
dissocia-se em solu¢do, ocorre a supersaturagdo do farmaco o que pode
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levar a sua cristalizagdo. Tal supersaturagdo é uma condi¢do necessaria,
porém ndo suficiente para a cristalizagdo. Em certos casos, a nucleagio
lenta ou outros fatores cinéticos podem retardar a cristalizagdo da forma
termodinamica favorecida e permitir a medicdo da verdadeira solubilidade
em equilibrio.

No caso de cocristais congruentemente saturados (cocristal 1), a
concentra¢do de farmaco associada ao cocristal ¢ inferior a solubilidade do
farmaco puro. A dissolucdo dos componentes do cocristal ocorre de
maneira proporcional, desta maneira, a solubilidade do cocristal pode ser
mensurada a partir da dissolug¢do do cocristal em equilibrio com a solugéo.

Através do ponto eutético ¢ possivel determinar as regides
termodinamicamente estaveis do farmaco e cocristal. As concentragdes
eutéticas (Cey) de farmaco e coformador sdo utilizadas para obter o valor de
Ksp, €, desta forma, acessar a solubilidade estequiométrica dos cocristais.

O ponto eutético oferece um método experimentalmente acessivel
para acessar a solubilidade do cocristal, independentemente da relagdo de
solubilidade entre o cocristal e seus componentes, uma vez que a uma
temperatura ¢ pH constantes, a composi¢do da solu¢do ¢ independente da
razdo dos componentes solidos (BETHUNE et al., 2009; GOOD e
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009; JAYASANKAR et al., 2009). Os
métodos experimentais de medida do ponto eutético encontram-se bem
descritos na literatura (GOOD e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009;2010;
HUANG ¢ RODRIGUEZ-HORNEDO, 2011b; KUMINEK et al., 2016a) e
requerem apenas: (1) pequenas quantidades de farmaco e cocristal em fase
solida suspensas na solugdo de interesse; (2) que a suspensdo atinja
saturagdo ou equilibrio com relacdo as duas fases solidas e a liquida; e (3) a
medida das concentragdes dos componentes do cocristal em solugdo.
Devem ser medidos o pH e a temperatura, assim como faz-se necessario
confirmar a presenga das duas fases sélidas em equilibrio (KUMINEK et
al., 2016a). A Figura 4 apresenta um fluxograma do processo utilizado para
determinar as concentracdes eutéticas.
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Figura 4. Fluxograma das etapas envolvidas na determinacdo das concentragdes em
equilibrio dos componentes do cocristal em solugdo no ponto eutético.
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Fonte: Adaptado de Kuminek et al. (2016a).

A solubilidade do farmaco (Sg,1) € igual a concentragdo de farmaco
no ponto eutético [R]eyt, assim:

Sr1=[R]eut (1)

em condigdes de equilibrio (pH, temperatura, concentragdo de coformador,
concentracdo de agente solubilizante, etc.). Desta forma, tanto a
solubilidade do cocristal como a do farmaco podem ser obtidas através do
ponto eutético.

A constante eutética (Keu) ¢ uma importante indicadora da
estabilidade do cocristal e é definida pela razdo das atividades (a) do
coformador ¢ do farmaco no ponto eutético, as quais podem ser
aproximadas a razdo das concentra¢des, conforme equacdo 2 (GOOD e
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010):

K — 8Bcpformador.eu ~ [coformador:“ (2)
— ~ . T
B Sfirmaco.eu [farmaco].,
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Analisando através da Koy, valores de Koy > 1 ou Key > 0,5, para
cocristais 1:1 e 2:1, respectivamente, indicam instabilidade termodinamica
do cocristal, porém maior solubilidade em relagdo ao farmaco quando em
condigdes estequiométricas. Valores de K. abaixo da razdo
estequiométrica, < 1 ou < 0,5 para cocristais 1:1 e 2:1, respectivamente,
indicam maior estabilidade termodinamica (menor solubilidade) do
cocristal em relagdo ao farmaco (GOOD e RODRIGUEZ-HORNEDO,
2010).

Outra correlagdo importante que pode ser obtida a partir da Keu € a
vantagem da solubilidade do cocristal com relagdo ao farmaco, SA, do
termo em inglés Solubility Advantage, onde a razdo desta solubilidade pode
ser expressa por SA = Scocristal/Starmaco-  ASSIm, para um cocristal 1:1 a
correlacdo ¢ dada por:

- _ [coformador]ey _ (Scocristal )™
Keu = [firmaco] ., \ Sfirmaco / ©)
Quanto maior a ioniza¢do do coformador, maior serd a Keu € a SA
do cocristal. Essa correlagdo apresenta um excelente poder preditivo da
vantagem da solubilidade dos cocristais. A dependéncia de Kcy na SA e no
pH foi demonstrada para cocristais de nevirapina. Tais resultados
demonstram que a K¢, aumenta com o aumento do pH para cocristais 1:1 e
tal aumento ¢ ainda maior para cocristais 2:1 (KUMINEK et al., 2016b) de
acordo com a equagdo 4:

- coformador] 2
I\euz[ k _'LL_OS( ILI"llll) (4)
[firmaceo] ., Sfirmaco

2.3.2. Kpe asolubilidade dos cocristais

Uma propriedade importante dos cocristais é que sua solubilidade
depende das atividades ou concentragdes dos seus componentes em solugo
(ROY et al., 2012; THAKURIA et al., 2013). Durante a dissolu¢do, os
cocristais dissociam-se em seus constituintes ¢ o equilibrio entre a fase
solida e seus componentes em solugdo € descrito como um equilibrio
constante conhecido como o produto da solubilidade, Ky, (THAKURIA et
al., 2013). E importante lembrar que o termo “dissocia¢io” se refere ao
equlhbrlo em soluc¢do, e ndo a precipitagdo dos componentes.

A solubilidade do cocristal diminui com o aumento da
concentracao de coformador conforme descrito pelo equilibrio abaixo para
um cocristal 1:1 RHA de um farmaco ndo ionizével (R) ¢ um coformador
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ionizavel (HA), assumindo que nenhum efeito de complexacdo ou
cristalizag@o ocorra:

KE-‘[)
RHAsélido A Raquoso + HAaquoso (5)
onde o produto da solubilidade, Ks,, ¢ dado pela multiplicagdo das
concentragdes das espécies ndo ionizadas dos constituintes do cocristal [R]
e [HA], obtidas em equilibrio no ponto eutético:

Ksp = [R]aquosc [HA]aquoso (6)

A solubilidade estequiométrica do cocristal pode ser obtida a partir
das concentragdes eutéticas do farmaco e coformador (HUANG e
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2011b) para um cocristal 1:1 através da

correlag@o abaixo:

ST‘cocristaI (1:1) = \"’ [férmaco] euT [coformador] euT (7)

Onde T subescrito é referente a concentragdo total (ou concentragdo
analitica) em equilibrio, e é dado pela soma de todas as espécies de farmaco
e coformador em solugdo. Isto pode incluir as espécies ionizadas e ndo
ionizadas, bem como as aquosas ¢ solubilizadas.

O Ky, também pode ser calculado a partir da solubilidade do
cocristal. As correlagdes matematicas que permitem a determinagdo do K
através da Scocristar €m diferentes condigdes de solubilizagdo e ionizagdo
encontram-se bem descritas na literatura (BETHUNE et al., 2009; HUANG
e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010; 2011a).

Um exemplo de célculo para Ky, a partir das medidas obtidas no
ponto eutético ¢ demonstrado por Kuminek e colaboradores (2016a). Para o
cocristal 1:1 de nevirapina (NVP) e acido maleico (MLE) (NVP-MLE) as
fases solidas em equilibrio no ponto eutético sdo farmaco e cocristal. As
concentra¢des mensuradas de farmaco e coformador em pH 1,3 a 25°C
foram [NVP]e,t = 0,0036 M e [MLE]e,t = 180.6 mM. De acordo com a
equacdo 6, a solubilidade do cocristal sob condigdes estequiométricas ¢é
Scocristat, 1:1 = 0,0255 M. A solubilidade do farmaco no ponto ecutético é
[NVP]eu,r sob condigdes determinadas de pH, temperatura e concentra¢do
de coformador. O Ky do cocristal pode ser entdo calculado através da
resolugdo de Ksp a partir da equagdo que descreve a solubilidade cocristal
em funcdo da ionizacdo dos constituintes do cocristais, um farmaco
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fracamente basico (NVP) e um coformador acido diprético (MLE), de
acordo com:

Qi:1

B L2cacrystal)” (8)

sp ]v|.l+lo‘lk'““ ug pH :l|‘.L+'.0'JH PKaa cotarmer 'l lo"’“ PKa1 cotormer PKaz coformer :IA(

Utilizando o valor de Scocristal Obtido a partir das medidas no ponto
eutético (equagdo 7) em pH 1,3 e os valores das constantes de ionizagdo
para NPV e MLE reportados na literatura: pKa firmaco = 2,8 (The Merck
index, 2001) [ pKal,coformador = 1,9 € pKaZ,Coformador = 6,6 (DAWSON,
1959), desta forma o valor de Ky, = 1,7x10° M? (KUMINEK et al.,
2016a).

2.3.3. Pontos de transicao

Apesar de ainda pouco difundidos na literatura, os pontos de
transicdo sdo fundamentais para estabelecer as regides de solubilidade e
estabilidade termodinamica dos cocristais. Trata-se de um ponto de
estabilidade mutua entre duas fases sélidas de interesse, farmaco e cocristal,
e pode ser a Unica medida necessaria para identificar se o cocristal ¢ mais
ou menos solivel que o farmaco e em qual propor¢cdo (KUMINEK et al.,
2016a). Um dado cocristal pode exibir maior, igual, ou menor solubilidade
do que o farmaco dependendo da composi¢do da solugdo, tais como
concentracao de coformador, pH e a presenca de agentes solubilizantes do
farmaco conforme apresentado na Figura 5 (BETHUNE et al., 2009; GOOD
e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009; HUANG e RODRIGUEZ-HORNEDO,
2010; 2011b; a). Como resultado deste fendmeno, os cocristais exibem
pontos de transi¢do nos quais as solubilidades do farmaco e cocristal sdo
iguais, e, acima ou abaixo deste ponto, a vantagem da solubilidade do
cocristal em relagdo ao farmaco ¢ eliminada. Estes pontos de transigdo sido
caracterizados por (ROY et al., KUMINEK et al., 2016a):

(1) pHmax: originado pela ioniza¢do dos componentes do cocristal,

(2) S* e CEC (concentragdo de estabilizagdo critica): gerados na presenca
de agentes solubilizantes devido a solubilizagdo preferencial do farmaco em
rela¢do ao coformador, e

(3) Keu: originado por meio da dissolug@o do coformador em condi¢des nio-
estequiométricas. Cada cocristal tem o seu K, caracteristico em solvente ou
solugdo tampao e o seu valor € influenciado pelo pH e pela concentracdo de
agentes solubilizantes.
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Figura 5. Influéncia do pH (a), agente solubilizante do farmaco (b), e concentragdo
de coformador (c) na solubilidade e estabilidade termodindmica do cocristal. A
composicdo da solucdo modifica a solubilidade do cocristal em relacdo a do
farmaco e da mesma forma, a estabilidade termodinamica do cocristal. O cocristal é
termodinamicamente estavel quando Scocristal < Stirmaco. O ponto de transigdo € a
intersecao entre a Scocristal © & Sfarmaco-
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Fonte: Adaptado de Kuminek et al. (2016a).

2.3.3.1.pHmax

O ponto de transi¢do em funcdo do pH ilustrado na figura 5 (a)

demonstra um cocristal hipotético composto por um farmaco basico e um
coformador acido. A intersec¢do entre as duas curvas de solubilidade
representa o ponto de transi¢do deste sistema, o pHmax, que é o valor de pH
onde a solubilidade do farmaco e do cocristal sdo iguais (BETHUNE et al.,
2009; REDDY et al., 2009; MAHESHWARI et al., 2012). O pHmax €
dependente do K, da solubilidade aquosa do farmaco e dos valores de pKa
dos componentes do cocristal. O cocristal ¢ mais soluvel do que o fArmaco
em pH > pHmax, similar ao caso de um cocristal com farmaco neutro e
coformador 4cido (BETHUNE et al., 2009; REDDY et al., 2009;
MAHESHWARI et al., 2012).
Diversos cocristais relatados na literatura apresentam pHmax, por exemplo,
cocristais dos farmacos itraconazol, gabapentina, piroxicam, lamotrigina,
entre outros ((BETHUNE et al, 2009; REDDY et al, 2009
MAHESHWARI, 2012; MAHESHWARI et al., 2012). O pHmax é também
um parametro importante e bem descrito na literatura que identifica regides
de estabilidade de sais farmacéuticos (AVDEEF et al., 2007,
SERAJUDDIN, 2007; STAHL et al., 2011).
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23.3.2. S*e CEC

Agentes que solubilizam o farmaco tais como polimeros,
surfactantes, lipideos, entre outros, podem induzir pontos de transigdo
(HUANG e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010; ROY et al., 2010; HUANG e
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2011a; b; ROY, 2013; LIPERT e
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015). Dados recentes da literatura
demonstram que este ponto de transicdo ¢é caracterizado por um valor de
solubilidade e de concentragdo do agente solubilizante (LIPERT e
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015). O ponto em que, a solubilidade do
farmaco e do cocristal sdo iguais na presenga de um agente solubilizante é
definido como S*, e a concentragdo de agente solubilizante neste ponto €
chamada de concentragdo de estabilizagdo critica (CEC). Nos casos em que
o coformador ndo interage com o agente solubilizante, o S* ¢ determinado
unicamente pela solubilidade aquosa do farmaco e do cocristal (LIPERT e
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015). O CEC obedece a teoria da
solubilizagdo preferencial, variando de acordo com a natureza do agente
solubilizante (HUANG e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2011a; b). Ambos S*
e CEC ir3o variar de acordo com a solubilidade aquosa do cocristal.
Cocristais com maior solubilidade aquosa apresentardo maior valor de S* e
CEC (LIPERT e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015) .

Figura 6. Pontos de transicdo de S* e CEC para o mesmo cocristal em meios
contendo dois agentes solubilizantes diferentes, A e B. O valor de S* ¢ constante e
o CEC varia de acordo com a extensdo da solubilizagdo do farmaco pelo agente
solubilizante. O farmaco apresenta maior solubilizagdo pelo agente A do que pelo
B, logo CEC, < CEC,.
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Fonte: Adaptado de Lipert e Rodriguez-Hornedo (2015).
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O valor de S* ¢ independente do agente solubilizante, com a
condicdo de que o coformador nio seja solubilizado pelo mesmo, como
ilustrado na Figura 6. Entretanto, S* ¢ dependente de fatores que alteram a
solubilidade aquosa do farmaco e do cocristal, tais como pH e ionizagédo dos
componentes em solucdo (LIPERT e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015).

Relagdes matematicas podem ser utilizadas para prever S* ¢ CEC
pelo conhecimento da vantagem da solubilidade (na presenca ou auséncia
de agentes solubilizantes) e pela razdo de solubilizagdo do farmaco
SR firmaco, do inglé€s Solubilization Ratio, e desta forma, apenas um limitado
numero de experimentos € requerido (KUMINEK et al., 2016a).

O conhecimento sobre os pontos de transi¢do permite modular o
aumento de solubilidade do cocristal em relagdo ao farmaco através de um
simples ajuste do pH e/ou da concentracdo do agente solubilizante. Assim, a
supersaturacdo gerada durante a dissolu¢do do cocristal pode ser modulada
e desta forma evitar a conversao de fases de maneira racional.

2.4.SOLUBILIDADE E ESTABILIDADE TERMODINAMICA DOS
COCRISTAIS

A versatilidade dos cocristais no aprimoramento da solubilidade de
farmacos faz desta propriedade uma das suas caracteristicas fisico-quimicas
mais investigadas, uma vez que, para ser absorvido o farmaco necessita ser
primeiramente dissolvido (SCHULTHEISS e NEWMAN, 2009). Aprimorar
a solubilidade de um farmaco pode levar ao aumento da sua taxa de
dissolugdo e, consequentemente, da sua biodisponibilidade (AMIDON et
al., 1995). No entanto esse aumento da solubilidade do cocristal em relagéo
ao farmaco pode ou nio se manter frente a adi¢do de agentes solubilizantes
ou outros aditivos de uma formulagdo. Desta maneira, faz-se necessario a
compreensao de como a solubilidade dos cocristais é estabelecida.

A solubilidade de um cocristal é determinada por dois fatores
independentes: a for¢a da rede cristalina e a solvata¢do dos componentes do
cocristal. Assim, o aumento da solubilidade pode estar relacionado com a
diminui¢@o da energia da rede cristalina do cocristal e/ou com uma maior
afinidade pelo solvente, oriunda de diferentes caracteristicas superficiais
(THAKURIA et al., 2013). Desta forma, as estratégias utilizadas no
aprimoramento da solubilidade envolvem uma combinacdo de tecnologias
que podem influenciar nas for¢as de interacdo entre solvente-solvente,
solvente-soluto e soluto-soluto. As forcas de interacdo soluto-soluto devem
ser superadas para que o soluto possa se dissolver. No caso de solugdes
ideais, quando as intera¢des solvente-soluto somam-se as interagdes
solvente-solvente, a energia de solubilizagdo ¢ dada pela energia de rede



44

(ROY et al., 2012). A Figura 7 ilustra os passos envolvidos no processo de
solubilizagdo ou dissolugdo.

Figura 7. Representagdo dos passos envolvidos no processo de solubilizagdo de um
cocristal. (1) quebra das ligagdes intermoleculares do solido (soluto-soluto); (2)
quebra das ligagdes intermoleculares do solvente (solvente-solvente); (3) formacao
de ligagdes solvente-soluto.
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Fonte: Adaptado de Roy, Lipert e Rodriguez-Hornedo (2012).

Tem sido demonstrado que cocristais formados por coformadores
que sejam pelo menos 10 vezes mais soluveis do que o farmaco terfo sua
solubilidade aumentada (GOOD e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009).
Ainda, este aumento parece ser diretamente proporcional a razdo das
solubilidades do coformador e do farmaco, atuando como um indice de
supersaturac¢do, permitindo, assim, orientar a sele¢cdo e a formulacdo do
cocristal (KUMINEK et al., 2016a).

Vale ressaltar, no entanto, que um cocristal altamente solivel nem
sempre ¢ desejado, uma vez que esta vantagem da solubilidade (SA) pode
ndo ser mantida durante a dissolu¢do do cocristal. Assim como outros
sistemas que geram supersatura¢ao, os cocristais sdo passiveis de conversao
a forma soélida mais estavel quando em contato com solugdes (ROY et al.,
2012). Neste caso, a adicdo de agentes solubilizantes do farmaco para
diminuir a vantagem da solubilidade, bem como inibidores de cristalizacdo,
podem ser introduzidos ao meio ou a formulagdo a fim de evitar ou reduzir
as conversdes (KUMINEK et al., 2016a).

A medida que ocorre a dissolugdo de um cocristal moderadamente
soluvel, este pode atingir um méaximo de concentragdo em solugdo ¢ em
seguida dar inicio a cristalizagdo do farmaco estavel (conversdo cinética).
No entanto, esta concentragdo que corresponde ao pico (Cmax) ndo deve ser
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considerada a solubilidade do cocristal. Por outro lado, cocristais altamente
soluveis, por apresentarem o potencial de gerar uma supersaturagdo
extremamente alta em rela¢do ao farmaco, quando submetidos a ensaios de
dissolugdo ficam susceptiveis a precipitagio em farmaco (forma
termodinamicamente mais estavel e menos soluvel) de forma imediata
(Figura 8). Assim, devido a esta rapida conversdo, a concentracdo em
solu¢do é mantida proxima ou igual a da solubilidade do farmaco estavel,
resultando algumas vezes em valores subestimados ou até mesmo erréneos,
que ndo devem ser relacionados a solubilidade termodinamica (ROY et al.,
2012).

Figura 8. Concentragao de farmaco ([farmaco]) em fungdo do tempo para cocristais
que apresentam diferentes solubilidades. A medida que o cocristal dissolve e o
farmaco precipita, as concentragoes do farmaco podem atingir um maximo no caso
de cocristais com solubilidade moderada, enquanto que cocristais altamente
soluveis podem precipitar imediatamente em farmaco e a concentragdo de farmaco
¢ mantida perto ou na mesma solubilidade do farmaco.
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[farmaco)

T odo

by o» - cocristal altamente solivel g

farmaco

L id

Y

tempo

Fonte: Adaptado de Kuminek et al. (2016a).

Apesar das 6bvias falhas de medir a solubilidade do cocristal desta
forma, muitos ainda utilizam o "plateau" ou "Cpa" da dissolugdo do
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cocristal como a sua solubilidade, ndo percebendo que a verdadeira
solubilidade do cocristal foi desperdigada.

A solubilidade de um cocristal pode ser investigada através de
métodos termodinadmicos e cinéticos. Medidas cinéticas sdo geralmente o
primeiro e mais comum método utilizado (CHENEY et al., 2010; WEYNA
et al., 2012; MARTIN et al., 2013; THAKURIA et al., 2013). No entanto,
esse método normalmente ndo consegue captar o verdadeiro perfil de
concentra¢do do cocristal, em vez disso, um perfil de concentracdo do
farmaco ¢ revelado como resultado da conversdo cinética do cocristal.
Como consequéncia, o poder dos cocristais de aumentar a solubilidade pode
ser subestimado através do uso de medigdes cinéticas (ROY et al., 2012).
Se a conversdo ocorrer, o cocristal pode ndo alcangar a sua concentragdo
maxima verdadeira durante a dissolugdo, desta forma a concentragdo
maxima alcancada a partir da medigdo cinética pode ndo necessariamente
corresponder a solubilidade termodinamica (ROY et al., 2012).

As informagdes obtidas através das medigdes em equilibrio
(termodindmicas) proporcionam conhecimento sobre o comportamento do
cocristal em solugdo, que ¢ transferivel para outras condi¢des. Através de
estudos termodindmicos ¢ possivel delinear os estudos cinéticos (por
exemplo, selecdo de aditivos e condigdes de pH). Conhecer a pureza do
cocristal e as condi¢des da solugdo ¢ fundamental para se obter a medida
correta da solubilidade do cocristal (THAKURIA et al., 2013). Tanto os
conceitos termodindmicos quanto cinético sdo importantes para o
desenvolvimento de sistemas que promovem a supersatura¢do de farmacos,
como os cocristais.

Outro fator interessante ¢ que a solubilidade dos cocristais pode ser

modulada de modo que fique dentro ou fora da regido de estabilidade dos
cocristais, dependendo da composi¢do do meio como pH (BETHUNE et al.,
2009; REDDY et al., 2009; ALHALAWEH et al., 2012; KUMINEK et al.,
2016b), presenca de aditivos (HUANG e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010;
2011a; LIPERT e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015; LIPERT et al., 2015),
concentra¢do de coformador (GOOD, 2008), entre outras.
A possibilidade de modulagdo da solubilidade dos cocristais ¢ atribuida as
propriedades fisico-quimicas dos coformadores, e as interagdes moleculares
dos componentes dos cocristais em solu¢do (complexacdo, ionizagdo e
solubilizagdo micelar) (BASAVOIJU et al., 2008; ROY et al., 2012).

2.5.MODULACAO DA _SOLUBILIDADE DOS COCRISTAIS POR
MEIO DE INTERACOES EM SOLUCAO

Como resultado de suas propriedades moleculares diferentes, e por
apresentarem multiplos componentes, as associacdes moleculares em
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solugdo contribuem de forma importante para a solubilidade dos cocristais,
conforme mostra a figura 9 (ROY et al., 2012). A medida que o cocristal
dissolve em solugdo, seus constituintes dissociam-se e podem interagir com
a solucdo por diferentes processos moleculares, incluindo complexacgio,
ionizagdo, bem como a solubilizagdo micelar em meio aquoso e
biorrelevante. Essas interagdes, por sua vez, influenciardo a solubilidade de
equilibrio do cocristal. Ndo somente a solubilidade do cocristal ira variar
com base nas condigdes em solugdo, mas também a sua vantagem relativa
sobre a solubilidade do farmaco (KUMINEK et a., 2016a).

Figura 9. Interacdes entre as fases em solugdo e respectivo equilibrio para um
cocristal RHA de um farmaco ndo ionizével (R) e um coformador 4cido (HA) em
solugdo micelar.

R HA
KS.R Tl Tl K\‘,H:\
K, Ke
RHA;,, ——> R + HA > RHA
Rwhdﬂ H A
Tl KS A”
A

Fonte: Adaptado de Roy, Lipert e Rodriguez-Hornedo (2012).

2.5.1. lIonizagao

Além de aumentar a solubilidade, os cocristais podem modular a
solubilidade em fun¢do do pH devido as propriedades de ionizagdo dos
coformadores que sdo, por exemplo, moléculas acidas, basicas, anfotéricas
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ou zwiterionicas. A habilidade de prever esse comportamento € importante
a fim de conhecer a solubilidade aquosa desejada e entdo caracterizar a
solubilidade dos cocristais dependentes do pH. Estudos com diversos
cocristais que demonstram este comportamento encontram-se reportados na
literatura (BETHUNE et al., 2009; REDDY et al., 2009; ALHALAWEH et
al., 2012; MAHESHWARI et al., 2012).

Para um cocristal com componentes ionizaveis, a solubilidade é
governada pelo produto de solubilidade (Ksp), constantes de ionizagdo (Ka),
e o pH da solugdo (ROY et al., 2012; THAKURIA et al., 2013). Na maioria
dos casos, os valores de K. sdo conhecidos e o Ky, pode ser calculado a
partir da solubilidade do cocristal experimentalmente medida em um
determinado pH. Alternativamente, pode-se medir valores de solubilidade e
pH, e entdo calcular os valores de K, ¢ Ksp. As equagdes que descrevem a
dependéncia da solubilidade do cocristal em [H'], Ks,, ¢ Ka com
componentes acidos, basicos, anfotéricos e zwiterionicos foram derivadas e
estdo bem documentadas em literature (BETHUNE et al., 2009). Estas
equacdes aplicam-se a cocristais que estdo em equilibrio com as
concentragdes em solugdo de estequiometria diferente ou igual ao cocristal.

A solubilidade de um cocristal 1:1 RHA, onde R é um farmaco nédo
ionizavel e HA é um coformador acido, pode ser determinada considerando
o equilibrio do cocristal em solugdo. Se este equilibrio ¢ descrito pela
dissociagdo do cocristal e ionizagdo do coformador, as reagdes de equilibrio
e suas constantes sdo dadas pelas equagdes 9 ¢ 10:

K!;p
RHAgjig0 <= Rso1 + HAgq

Ksp = [R]aquoso [HA]aquoso (9)
Ky .

HA. = A, +HY,

- H7][A™]

K= (10

A andlise aqui apresentada assume solugdes diluidas, onde as
atividades sdo relativamente constantes e podem ser substituidas por
concentragdes nas constantes de equilibrio, sendo uma aproximagdo para
estabelecer tendéncias gerais. Condi¢des ndo ideais devido a complexagio,
interagdes i0nicas e interagdes solvente-soluto deverdo ser consideradas
para uma analise mais rigorosa, particularmente em concentragdes e forgas
ionicas elevadas (ROY et al., 2012).
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Quando um cocristal estda em equilibrio com solugdes de uma
estequiometria igual a sua, por exemplo, quando ndo ha excesso de farmaco
ou coformador em solugdo, sua solubilidade ¢ igual a concentragdo total
(soma das espécies ionizadas ¢ ndo ionizadas) de farmaco ou coformador
em solugdo (equagdo 11):

Scocristal = [R]T = [A]T (11)
Scocristal = [R]aquoso = [HA]aquoso [A-]aquoso (12)

Desta forma, a equagdo (11) é substituida por:

& - Ky -
scocristal = \Ilhsp(_l'*' [H_') (13)

Nessas condi¢des, a solubilidade é reportada como solubilidade
estequiométrica.

A equagdo (13) prediz que a solubilidade do cocristal RHA ira
aumentar com a diminui¢do da [H'], ou seja, com o aumento do pH.
Conforme mencionado anteriormente, a solubilidade do cocristal também é
dependente do K, do cocristal e da K, do coformador. Em um pH << pK,
do coformador, ou [H"] >> K,, a solubilidade do cocristal se aproxima da

solubilidade intrinseca /Ky, . Em um pH = pKa, ou [H'] = Ka, a

solubilidade do cocristal é \27\; ou 1.4 vezes a solubilidade intrinseca do
cocristal. Em um pH >> pK, do coformador, ou [H*] << K, a solubilidade
do cocristal aumenta exponencialmente. No entanto, a concentragdo
maxima que pode ser obtida experimentalmente ¢ limitada pela solubilidade
do farmaco e do coformador (ROY et al., 2012).

Para um cocristal de um farmaco nédo ionizavel ¢ um coformador
basico ¢ prevista uma dependéncia inversa (equagdo 14):

|1 ¢ H*],
scocristsl = \‘I I\sp(,l+ [TJ}
(14)

onde K, é a constante de ionizag¢do do acido conjugado da base. Neste caso,
a solubilidade ira aumentar com o aumento da [H*], ou seja, diminui¢ao do
pH.

Através desta analise € possivel intuir que cocristais conferem uma
solubilidade pH-dependente a farmacos ndo ionizaveis quando os
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coformadores sdo ionizaveis. A simples mudanga do pH da solu¢do pode
ser responsavel por manter a estabilidade termodindmica ou a vantagem da
solubilidade do sistema. Como pode ser observado na Figura 10, o
comportamento da curva de solubilidade de cocristais formados por
coformadores com caracteristicas variadas difere da curva de solubilidade
do farmaco. Em alguns valores de pH os cocristais podem ser at¢ 1000
vezes mais soliveis do que o farmaco, ao passo que em outros valores de
pH o cocristal pode apresentar-se menos soliivel (BETHUNE et al., 2009).

Figura 10. Perfis de solubilidade em fung@o do pH para (a) cocristal 2:1 RyH>A,
farmaco ndo ionizavel (R) e coformador acido diprético (H»A); (b) cocristal 2:1
R,HAB, farmaco nao ionizével (R) e coformador anfotérico (HAB); (c) cocristal
2:1 B,H,A, farmaco basico (B) e coformador acido diprotico (H.A) e; (d) cocristal
1:1 -ABH"H2X, farmaco zwiteriénico (ABH") e coformador acido diprético (H>X).
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Fonte: Adaptado de Bethune et al. (2009).
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Conforme demonstrado na figura 10, cocristais de um farmaco nao
ionizavel podem exibir um perfil de solubilidade pH-dependente
completamente diferente, dependendo das propriedades de ionizagdo do
coformador. Um coformador acido diprético ird levar a um aumento da
solubilidade com o aumento do pH, assim como um acido monoprético.

Um coformador anfotérico ira resultar em um perfil em formato de
U com a solubilidade minima em um pH entre os dois valores de pK,. Um
perfil similar é previsto para um cocristal de um farmaco basico ¢ um
coformador 4cido, onde os grupos ionizaveis estdo presentes em diferentes
moléculas. Este perfil também ¢ esperado para um cocristal de um farmaco
zwiterionico e coformador acido (BETHUNE et al., 2009). Apesar disso,
muitos dos estudos de solubilidade e dissolucdo de cocristais encontrados
na literatura desconsideram a enorme alteracdo que o pH e a presenga de
aditivos e excipientes podem ocasionar nestes ensaios. Em outros casos, os
estudos sdo realizados em condi¢des que ndo mimetizam o meio existente
in vivo e logo, correlagdes in vivo/in vitro sdo escassas.

Compreender a dependéncia da solubilidade do cocristal em fungéo
do pH e da concentragdo de coformador ¢ importante para determinar os
diagramas de fase e identificar as regides de estabilidade termodindmica. A
solubilidade do cocristal e as regides de estabilidade podem ser estimadas
através de uma tnica medi¢do da solubilidade do cocristal e do pH, ndo
sendo necessario determinar experimentalmente todo o diagrama de fase
(BETHUNE et al., 2009).

2.5.2. Agentes solubilizantes

Muitos agentes solubilizantes, tais como agentes tensoativos,
polimeros e lipidios, sdo empregados na industria farmacéutica para
melhorar a solubilidade de farmacos pouco soluveis em meio aquoso
(BRAGA, GIAFFREDA, GREPIONI, et al., 2007; BRAGA, GIAFFREDA,
RUBINI, et al., 2007; JAYASANKAR et al., 2007; BABU et al., 2012;
CHADHA et al., 2014; ZEGARAC et al., 2014). O teor lipidico presente
nos alimentos e a presenca de sais biliares também podem melhorar o
desempenho de um farmaco lipofilico/hidrofébico in vivo (MIYAZAKI et
al., 1981; BAKATSELOU et al., 1991; NAYLOR et al., 1995; CHARMAN
et al., 1997; GALIA et al., 1998). No entanto, o efeito destes agentes de
solubilizagdo na solubilidade do cocristal geralmente nio € tdo simples.
Cocristais farmacéuticos sdo geralmente compostos por um farmaco
hidrofobico e um coformador relativamente hidrofilico. Portanto, espera-se
que os constituintes do cocristal apresentem diferentes afinidades pelos
agentes solubilizantes, mecanismo conhecido como solubilizagdo
preferencial. Dessa forma, dependendo da concentragdo ¢ da natureza do
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agente solubilizante, um cocristal pode exibir solubilidade maior, igual, ou
menor do que o farmaco constituinte.

A implicag8o pratica dos fatores que determinam a solubilidade do
cocristal em relacdo ao farmaco constituinte em meios contendo aditivos
que solubilizam farmacos pouco soluveis em agua necessita ser bem
compreendida, uma vez que diversos agentes solubilizantes sdo
frequentemente encontrados em formulagdes e nos meios de dissolucdo (in
Vivo € in vitro).

A relagdo entre a razdo de solubilizagdo do cocristal e do farmaco
pode ser obtida através da juncdo das equagdes que descrevem a
solubilidade do cocristal e do farmaco na presenca de agentes solubilizantes
(HUANG e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010; 2011a; b). Para um cocristal
1:1 sob condi¢des ndo ionizaveis, a sua solubilidade é dada pela equagéo
15:

ScocristaI‘T = \Ilep( 1+ K?“’“"[M] } (1 + K§°f°m"*d°r [M] } (15)

Onde, Scocristal, T TEpresenta a soma das solubilidades do cocristal em meio
aquoso € micelar, Scocristal,T = Scocristal,aq + Scocristal,m- Ksp € o pI‘OdutO da
solubilidade, Ksp = (Scocristalaq)®. Ks significa constante de solubilizagdo dos
constituintes cocristal. [M] representa a concentragdo micelar do agente
solubilizante, calculada pela concentragdo total do agente solubilizante
menos sua concentragdo micelar critica (CMC).

Considerando a solubilizagdo preferencial em meio aquoso os
agentes solubilizantes tendem a interagir preferencialmente com farmacos,
uma vez que os farmacos que constituem o cocristal sdo geralmente
hidrofobicos, enquanto coformadores sdo hidrofilicos. Quando o agente
solubilizante aumenta a solubilidade do farmaco somente, € ndo do
coformador (K °frmader = () a solubilidade do cocristal (equagdo 15) é
substituida gerando a equagéo 16:

[vr ~Erma .\
Scocristsl‘T = \‘l I\sp( 1+ I\garmuco [M] ) (16)

Agentes solubilizantes do farmaco influenciam particularmente a
vantagem da solubilidade do cocristal em relagdo ao farmaco. Um cocristal
mais soluvel ird apresentar uma maior vantagem da solubilidade na
auséncia de agente solubilizante, entretanto, a medida que a concentragao
de agente solubilizante aumenta, esta vantagem da solubilidade diminui.
Desta forma, agentes solubilizantes podem induzir pontos de transi¢do
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(ALMARSSON e ZAWOROTKO, 2004; HUANG e RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2010; ROY et al., 2010; HUANG e RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2011a; ROY, 2013; LIPERT ¢ RODRIGUEZ-HORNEDO,
2015). Um exemplo importante é o cocristal de indometacina-sacarina
(IND-SAC), cuja solubilidade, 26 vezes maior do que a indometacina em
pH 2 (ALHALAWEH et al.,, 2012), ¢ eliminada na presenga de lauril
sulfato de sodio, Brij 99 ou Tween 80, onde o cocristal apresenta menor
solubilidade (ALHALAWEH et al., 2012; ROY, 2013). Estes dados
divergem da ideia tradicional de que agentes solubilizantes aumentam a
solubilidade, e esta desvantagem da solubilidade do cocristal em relagdo ao
farmaco ndo é esperada. De fato, os agentes solubilizantes podem aumentar
a solubilidade de ambos, cocristal e farmaco, porém a vantagem da
solubilidade (Scocristal/Starmaco) € variavel dependendo da concentragdo destes
agentes.

A razdo de solubilizag@o permite estimar a solubiliza¢do micelar do
cocristal a partir da solubilizag¢do do farmaco, e ¢ dada por:

SR = (52 (17)

onde SR ¢ a solubilidade total em um meio contendo agente
solubilizante (St) dividido pela solubilidade aquosa (Saq).
Para um cocristal 1:1, a relagdo entre a razdo de solubilizagdo (SR)
do cocristal e do farmaco, ¢ definida pela equacédo 18:

(s _ \l' (s) (18)

aguose S g eristal] dquese S firmaco

De forma simplificada, a SR do cocristal 1:1 corresponde a raiz
quadrada da SR do farmaco (equagéo 19):

SR cocristal = \,"’SRfé.rmaco (19)

Deste modo, a SReocristal €m um agente solubilizante do farmaco
pode ser estimada uma vez que a SRgmaco € conhecida nas mesmas
condi¢des (concentragdo do agente solubilizante, pH e temperatura).
Exemplificando, se uma determinada concentragdo de agente solubilizante
aumentar a solubilidade do farmaco em ) 100 vezes, o aumento da
solubilidade do cocristal serd de 10 vezes. E esperado que SRcocristal S€ja
muito menor do que a SReimaco €m razdo da solubilizagdo preferencial do
farmaco hidrofébico (LIPERT e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015).



54

Essas equacgdes assumem que a solubilizagdo do coformador por
agentes solubilizantes ¢ insignificante e que a solubilizagdo do farmaco néo
¢ afetada pela presenga de coformador. A suposi¢do de que a solubilizagdo
do coformador ¢ insignificante ¢ muitas vezes justificada pelo fato dos
cocristais geralmente serem compostos por farmacos hidrofobicos pouco
soliveis em agua e coformadores hidrofilicos soluveis. Os coformadores,
portanto, interagem em menor grau com agentes solubilizantes do que o
farmaco.

2.6.DISSOLUCAO E INDICE DE SUPERSATURACAO DOS
COCRISTAIS

Embora um cocristal apresente uma melhora na solubilidade em
relagdo ao farmaco essa vantagem da solubilidade ndo ¢ constante e pode
variar conforme as condi¢des da solugdo. Um cocristal pode apresentar uma
solubilidade maior, igual ou menor do que o farmaco. Compreender tais
condi¢des e o comportamento dos cocristais frente essas mudangas ¢
essencial para guiar a formulagdo de um cocristal a fim de que ele alcance o
perfil desejado.

Embora a dissolugdo seja o método mais comum utilizado para
avaliar a solubilidade de um cocristal, este método apresenta algumas
limita¢Ges por si s6 por duas razdes principais. A primeira delas ¢ que o
perfil de concentragdo de farmaco vs tempo pode ser resultado da conversao
cinética do cocristal (taxa de dissolugo e cristalizagdo) e apresentar uma
concentracdo maxima de farmaco (Cmax) que nio se correlaciona com a
solubilidade do cocristal, que ¢ um valor em equilibrio (Figura 8) (ROY et
al., 2012). Em segundo lugar, os resultados ndo sdo transferiveis para outras
condi¢des (por exemplo, pH ou agentes solubilizantes), sem que aja
necessidade de estudos que considerem caso a caso, para cada condi¢do e
que consumam tempo. No entanto, o conhecimento da SA do cocristal, do
indice de supersaturacdo ou da medida da solubilidade do cocristal no ponto
eutético permite uma simplifica¢do da avaliagdo da dissolugdo do cocristal
(GOOD e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009).

Entender o comportamento de dissolu¢do de um cocristal e se este
apresenta uma maior taxa de dissolugdo em comparagdo ao fairmaco é tdo
importante quanto o conhecimento da sua solubilidade. A selegdo de
agentes solubilizantes com base no indice de supersaturagdo permitird uma
avaliagdo significativa da cinética de dissolugdo do cocristal. Sem esta
informacdo, a busca de aditivos e condi¢cdes que fornecam niveis aceitaveis
de dissolugdo para um farmaco torna-se um exercicio de tentativa e erro
(KUMINEK et a., 2016a).
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2.7. PIROXICAM

O piroxicam (PRX), também conhecido como 4-hidroxi-2-metil-N-
(2-piridil)-2H-1,2-benzotiazina-3-carboxamida-1,1-dioxido (CisH3N30s4S),
representado na Figura 11, é um farmaco anti-inflamatdrio ndo-esteroidal
(AINE) amplamente utilizado no alivio dos sintomas de doengas reumaticas
como artrite reumatdide e osteoartrite (ANDO ¢ LOMBARDINO, 1983;
VAN DER WINDT et al., 1995; MOORE et al., 1998). O PRX ¢ conhecido
por existir em duas formas tautoméricas no estado s6lido, um tautémero néo
ionizado (Figura 1la) e um tautdmero zwiterionico (Figura 11b)
(SCHULTHEISS ¢ NEWMAN, 2009). Possui trés formas polimorficas
anidras (I, II, III) descritas por Vrecer (1991), sendo a forma I
comercializada para fins farmacéuticos, de colora¢do esbranquigada, ¢ em
presenga de agua se cristaliza como um monohidrato, de colorag@o amarela,
o qual se apresenta na forma zwiterionica (Figura 12b) (BORDNER et al.,
1984; VRECER et al., 1991; VRECER et al., 2003; SAGANUWAN, 2016).

Figura 11. Estrutura molecular do PRX. (a) Tautomero nio ionizado e (b)
zwiterionico.
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Fonte: Vecrer (1991).

A forma zwiterionica (11b) é obtida a partir de (11a) rotacdes
internas em torno das ligagdes C8-C9 e N10-C11 e por transferéncia de
protons do grupamento endlico (O17) para grupamento piridina (N16)
(BORDNER et al., 1984; BERTOLUZZA et al., 1999; TADDEI et al.,
2000). Possui dois valores de pKa, sendo o primeiro valor (1,86) atribuido a
base piridina, e o segundo valor (5,46) atribuido ao préton acido 4-hidroxi
(BERNHARD e ZIMMERMAN, 1984; TAKACS-NOVAK et al., 1995).

Apresenta lenta absor¢do apos administragdo oral, sendo preciso
em torno de 3 a 5 horas para alcancar sua concentragdo maxima no
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organismo (LYN et al., 2011). Além disso, o PRX ¢ caracterizado por baixa
solubilidade em pH fisiologico, sendo classificado como um insumo
farmacéutico ativo de baixa solubilidade e alta permeabilidade, se
enquadrando como um farmaco de classe 1, de acordo com o sistema de
classificacdo biofarmacéutica — SCB (Figura 12), o qual classifica os
farmacos em quatro classes conforme sua solubilidade e permeabilidade
intestinal (AMIDON et al., 1995; KAWABATA et al., 2011; LYN et al.,,
2011).

Figura 12. Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica.
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Fonte: Adaptado de Kawabata et al. (2011).

Apesar da alta permeabilidade, os farmacos pertencentes a classe 11
apresentam problemas de solubilidade e, dessa maneira, a dissolugdo torna-
se o fator limitante para a sua absor¢do. Assim, ferramentas tecnoldgicas
visando a otimizagdo de suas propriedades fisico-quimicas como
solubilidade e taxa de dissolugdo apresentam-se como formas racionais de
otimizagdo da terapéutica, visto que podem impactar positivamente na
biodisponibilidade oral destes compostos.

Compostos de classe II podem ser melhorados através da
cocristalizacdo do IFA com um coformador. Dessa maneira, a busca por
formas alternativas capazes de aumentar sua biodisponibilidade, bem como
proporcionar um inicio de agdo mais rapido, t€ém sido alvo constante de
estudos e investigag@o. Diversas formas sélidas multicomponentes de PRX
jé foram estudadas. Um estudo realizado por Childs & Hardcastle (2007)
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investigou a formag@o de cocristais de PRX com acidos carboxilicos que
poderiam ser utilizados para melhorar a solubilidade deste farmaco, e por
consequéncia, sua biodisponibilidade. Foram identificados um total de 50
cocristais contendo PRX e um acido carboxilico como coformador. Foram
utilizados 23 acidos carboxilicos e cada um deles formou, ao menos, um
cocristal com piroxicam, demonstrando a notavel habilidade deste IFA em
acomodar diversos coformadores em sua forma sélida.

O presente trabalho buscou a obtencdo de cocristais de PRX ja
reportados na literatura e a realizagdo de estudos de solubilidade
termodinamica, de supersaturagdo ¢ estabilidade que, até entdo, tém sido
pouco abordados na literatura.
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CAPITULO 1I - COCRISTAIS DE PIROXICAM: OBTENCAO E
CARACTERIZACAO

3. COCRISTAIS DE PIROXICAM: OBTENCAO E
CARACTERIZACAO

3.1.INTRODUCAO

A triagem para obtencdo de cocristais tém sido considerada um
exercicio empirico o qual requer uma vasta pesquisa experimental. Esta
busca tém sido realizada utilizando uma variedade de técnicas tais como a
evaporacdo lenta de solvente (FLEISCHMAN et al., 2003; CHILDS et al.,
2004; DAVID R. WEYNA et al., 2009; YU et al., 2010; YU et al., 2011),
conversdao por slurry (ZHANG et al., 2006), moagem do estado sdlido
(FRISCIC e JONES, 2009; KARKI et al., 2009), moagem com aspersdo de
solvente (SHAN et al., 2002; TRASK et al., 2004; TRASK e JONES,
2005), fusdo e sublimagdo (MCNAMARA et al., 2006; LU et al., 2008). No
entanto, uma das principais limita¢cdes dos métodos de triagem atuais & que
eles frequentemente conduzem a cristalizagdo de componentes individuais,
ndo sendo transferiveis para a formagdo de cocristais em maior escala,
requerendo grande quantidade de materiais e tempo.

A formagdo de um cocristal requer que pelo menos dois
componentes cristalizem em uma Unica fase em determinada razdo
estequiométrica, seguindo a reagao:

ABs()lido = Asolugéo + Bsolugéo (20)

Onde esta reagdo descreve a precipitagdo (da direita para a
esquerda) e a dissolugdo (da esquerda para a direita) do cocristal.

Nesse sentido, a forga motriz para a nucleagdo e o crescimento do
cocristal consiste na supersaturagdo. Por conseguinte, a supersaturagdo em
rela¢do ao cocristal depende da composi¢do da solugdo. Em outras palavras,
a sobressaturagdo pode ser alcancada através da alteragdo das concentragdes
de componentes de cocristal em solug¢io. E importante notar que sdo os
componentes dissolvidos que determinam a supersaturagdo, e nao as fases
solidas dos componentes (KUMINEK et al., 2016a).

Neste ambito, o presente capitulo apresenta a metodologia utilizada
para a obtencdo dos cocristais de piroxicam (PRX) e acido salicilico (SLC)
PRX-SLC bem como dos cocristais de piroxicam e sacarina (SAC) PRX-
SAC.
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3.2. METODOLOGIA
3.2.1. Materiais
3.2.1.1. Constituintes do cocristal

A matéria-prima do piroxicam (PRX) foi adquirida da MP
Biomedicals, LLC (Solon, OH, Estados Unidos) sob o lote de niimero
7197K. O coformador acido salicilico (SLC) foi adquirido da Sigma-
Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO, Estados Unidos) sob o lote de
nimero 09004LH, enquanto que a sacarina (SAC) foi adquirida da Acros
organics (Pittsburg, PA, Estados Unidos) sob o lote de nimero A0356835.
Todas as matérias-primas cristalinas foram previamente caracterizadas pela
técnica de difragdo de raios x de p6 (DRXP) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC).

3.2.1.2. Solventes

Todos os materiais utilizados eram de grau analitico. A acetonitrila
foi adquirida da Fisher Scientific (Pittsburgh, PA, Estados Unidos).

3.2.2. Métodos

3.2.2.1. Técnica de cocristaliza¢do

Os cocristais de PRX foram obtidos através do método de
cristalizacdo por reacdo em solu¢do (MCR), de acordo com Nehm e
colaboradores (2006), em temperatura ambiente (25°C). Para o cocristal 1:1
PRX-SAC foram adicionadas quantidades estequiométricas dos
constituintes do cocristal (PRX ¢ SAC) em uma solu¢do de acetonitrila
(ACN) pré-saturada com SAC, obtendo-se um rendimento de 85%. Para o
cocristal 1:1 PRX-SLC o farmaco foi adicionado em uma solugdo de
acetonitrila pré-saturada com SLC, obtendo-se um rendimento de 35%. Tal
rendimento pode ser melhorado, a partir do conhecimento do diagrama de
fases. Entretanto, ndo se fez necessario para a realizagdo dos estudos
propostos. As suspensdes foram preparadas em frascos de vidro de 20 mL
com tampa de rosca e mantidas sob agitacdo magnética por 24h, e logo apos
filtradas & vacuo em papel filtro quantitativo e armazenadas em dessecador.
As amostras foram caracterizadas por DRXP e DSC antes da realizagdo dos
experimentos de solubilidade.
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3.2.2.2. Técnicas de caracterizagdo

3.2.2.2.1. Difracgdo de raios x de po

Os difratogramas foram obtidos em difratdmetro Rigaku Miniflex
(Danvers, MA, EUA) com uma radiagdo de cobre Ko (A = 1,5418 A),
operando em uma corrente de 15 mA e voltagem de 30 kV. As medidas
foram realizadas a temperatura ambiente, através de varredura angular a 260
na faixa de 2° a 40°.

3.2.2.2.2. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em célula TA Instrument
(Newark, DE, EUA), utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente
fechados, contendo em torno de 1,5 mg das amostras. A faixa de
temperatura utilizada para analise foi de 25 a 300°C, a uma razdo de
aquecimento de 10°C/min e sob atmosfera dindmica de N, de 50 mL/min.

3.2.2.2.3. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman das fases solidas foram obtidos utilizando o
espectrometro RXN1 Raman spectrometer (Kaiser Optical Systems, Ann
Arbor, MI, EUA) equipado com laser 785 nm e sonda de fibra optica. As
condi¢des de aquisicdo foram otimizadas para que os espectros coletados
tivessem uma intensidade maxima em torno de 30-40k contagens. Os
espectros coletados tiveram uma resolugdo espectral de 4 cm™! € o intervalo
entre 200 € 2000 cm™'. O software HoloReact™ (Kaiser Optical Systems,
Ann Arbor, MI, EUA) foi utilizado para visualizagdo e interpretacdo dos
espectros coletados.

3.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A supersaturagdo da solu¢do em relagdo ao cocristal é uma
condi¢do necessaria para a obtengdo do cocristal. A Figura 13 apresenta
como a supersaturagdo ¢ gerada e como os cocristais sdo formados
simplesmente dissolvendo-se os componentes em solu¢cdo, A + B —
ABgstico- A grande vantagem desse método, conhecido como MCR, ¢é que
este ndo apresenta a necessidade de sele¢do de solventes que correspondam
as solubilidades dos reagentes para que esta abordagem tenha éxito. Assim,
os cocristais podem ser obtidos em solventes nos quais sdo
termodinamicamente instaveis (mais soluveis do que o farmaco) através da
inversdo da estabilidade termodindmica do cocristal para o farmaco a
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medida que a concentragio de coformador aumenta (RODRIGUEZ-
HORNEDO et al., 2006).

Figura 13. Diagrama de solubilidade de fase esquematico indicando as regides nas
quais o cocristal pode se formar ou dissolver, e uma possivel via de formagdo do
cocristal. As linhas representam as solubilidades do farmaco A, coformador B e
cocristal AB. T subscrito representa as concentragdes totais. As setas representam o
caminho ao longo do qual o cocristal ¢ a tnica fase que pode cristalizar. Regido IV:
solugdo supersaturada em relagdo ao cocristal. Regido I: solugdo supersaturada com
relagdo ao farmaco. Regido II: solugdo supersaturada com relagdo ao farmaco e ao
cocristal. Regido III: solugdo abaixo da saturago.

Solubilidade AB

I I1 Solubilidade A

(Al

Solubilidade B | | "

[Blr
Fonte: Adaptado de Kuminek et al. (2016a).

Baseando-se neste método, os cocristais de PRX foram obtidos a
partir de uma solugdo saturada com relagdo ao coformador, adicionando-se
lentamente o PRX e, a medida que ocorria sua dissolugdo, o cocristal era
formado conforme a via de cristalizagdo demonstrada na Figura 13, onde
(1) a solu¢do esta saturada em relagdo ao coformador, (2) ocorre a
dissolugdo do farmaco e (3) o cocristal é formado.

Ressalta-se que nesta figura as linhas representam as solubilidades
do farmaco A, coformador B e cocristal AB. A solubilidade do cocristal
diminuiu com a concentragdo de coformador [B]r. T subscrito representa as
concentragdes analiticas ou totais. As setas representam o caminho ao longo
do qual o cocristal ¢ a tinica fase que pode cristalizar. Regido IV: a solucgdo
¢ supersaturada em relagdo ao cocristal, ¢ o farmaco pode se converter em
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cocristal. Regido I: a solucdo estd supersaturada com relagdo ao farmaco, e
o cocristal pode se converter em farmaco. Regido II: a solugdo esta
supersaturada com relagdo ao farmaco e ao cocristal, ¢ ambas podem
cristalizar. Regido III: a solucdo esta abaixo da saturagdo, assim farmaco,
cocristal e coformador dissolvem-se.

Assim, observa-se que os cocristais de PRX foram obtidos
eficazmente, pois os experimentos conduzidos permitiram acessar a regido
IV do diagrama, alcangando a supersaturacdo e permitindo a formagdo do
cocristal.

3.3.1. Difracéo de raios X de p6 (DRXP)

A DRXP ¢ uma técnica que permite a identificacdo de sélidos
cristalinos gragas aos padrdes de difracdo unicos que estes materiais
apresentam. A partir desta técnica € possivel determinar as posi¢des médias
dos atomos, suas ligagdes quimicas através da medicdo dos angulos e
intensidade dos feixes difratados, bem como realizar a identificacdo de um
composto através da analise e comparacdo com padrdes ja existentes,
depositados no banco de dados do Cambridge Crystallographic Data
Centre (CCDC).

O difratograma obtido para a matéria-prima PRX (Figura 14a)
mostrou-se em acordo aquele calculado para forma polimorfica I
previamente reportado, sendo, por exemplo, observados picos bem
definidos em 20 = 8,68; 14,54; 17,7; ¢ 27,4°. De modo semelhante, em sua
forma monohidrato (PRX (H)) podem ser observados, por exemplo, picos
em 20 = 10,22; 12,04; 21,54; 26,4° (Figura 14b), diferindo-o de sua forma
polimérfica I, e estando de acordo com o reportado em literatura (VRECER
et al., 2003).
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Figura 14. Difratogramas comparativos entre (A) matéria-prima utilizada (PRX) e
padrio de difragdo calculado, e (B) PRX (H) e seu padrao de difrago calculado.
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Além disso, as reflexdes das amostras PRX-SAC e PRX-SLC
obtidas por DRXP (Figura 15) também coincidiram com as reflexdes dos
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padroes de difragao calculados (BHATT et al, 2005; CHILDS e
HARDCASTLE, 2007; WALES et al., 2012) para ambos os cocristais.

Figura 15. Difratogramas comparativos de amostras obtidas por MCR e os padrdes
calculados dos cocristais (A) PRX-SAC, e (B) PRX-SLC.
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A andlise dos difratogramas das amostras cocristalizadas
possibilitou a identificagdo de reflexdes bem definidas, com picos de maior
intensidade em 20 = 15,4; 18,7; 23,16 e 25° para o cocristal PRX-SAC
(Figura 15A) e 26 = 9,1; 9,8; 13,8; 17,22; 22,8; 25,2 e 28,44° para o cocristal
PRX-SLC (Figura 15B). Devido a orientagdo preferencial das amostras, nem
todas as reflexdes sdo observadas. No entanto, quando comparadas aos
padrdes calculados, ndo foram observadas reflexdes adicionais,
confirmando a estrutura cristalina inico presente em cada cocristal de PRX.

3.3.2. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

O ponto de fusdo é uma propriedade fisica fundamental,
determinada pela temperatura a qual a fase solida esta em equilibrio com a
fase liquida, sendo corriqueiramente utilizado como meio de caracterizagdo
ou de identifica¢do de pureza de um composto (JAIN et al., 2004). Quando
disponivel, o DSC ¢ a técnica de primeira escolha para obtengdo do ponto
de fusdo uma vez que dados térmicos adicionais podem ser determinados,
como por exemplo a entalpia de fusdo.

A curva de DSC para o PRX (Figura 16a) apresentou um unico
evento endotérmico, com ponto de fusdo em 199,79°C (AH= 32,61 kJ/mol).
Tal resultado corrobora com o intervalo de fusdo descrito na literatura para
este farmaco (VRECER et al., 1991; VRECER et al., 2003). A curva de
DSC para o PRX (H) (Figura 16b) apresentou o mesmo evento
endotérmico, no entanto, ¢ possivel observar um evento caracteristico de
perda de agua (128,72°C, AH= 106,3 kJ/mol).
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Figura 16. Curva de DSC da matéria-prima utilizada (a) PRX, e (b) PRX (H).
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A andlise do comportamento termoanalitico dos cocristais obtidos
possibilitou a identificacdo dos eventos endotérmicos com ponto de fusdo
em 223,59°C (AH= 70,90 kJ/mol) para o cocristal PRX-SAC (Figura 17) e
190,73°C (AH= 62,53 kJ/mol) para o cocristal PRX-SLC (Figura 18). Os
coformadores SAC e SLC apresentaram um evento endotérmico com ponto
de fusdo em 230,48°C (AH= 63,42 kJ/mol) e 159,41°C (AH= 37,03 kJ/mol),
respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com o intervalo de fusdo
descrito na literatura tanto para o cocristal PRX-SAC como para os
coformadores (BHATT et al., 2005; SCHULTHEISS ¢ NEWMAN, 2009;
LIM et al., 2013). No entanto, em relagdo ao cocristal PRX-SLC, apesar de
ja ter sido reportado na literatura (CHILDS e HARDCASTLE, 2007), no
melhor do nosso conhecimento, nenhuma analise térmica i.e., DSC,
encontra-se descrita na literatura.
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Figura 17. Curva de DSC do coformador SAC (a), PRX-SAC (b) e cocristal PRX
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Figura 18. Curva de DSC do coformador SLC (a), PRX-SAC (b) e cocristal PRX
(c).
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Ambos cocristais apresentaram ponto de fusdo entre o ponto de
fusdo do PRX e seu coformador. A variabilidade do ponto de fusdo do
cocristal pode ser atribuida a variabilidade do ponto de fusdo dos
coformadores. Como pode ser observado, quanto maior o ponto de fusdo do
coformador, maior sera o ponto de fusdo do cocristal. Tais resultados estio
de acordo com a literatura (SCHULTHEISS e NEWMAN, 2009).

3.3.3. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman ¢ utilizada para fornecer uma impressao
digital estrutural através da qual as moléculas e suas formas polimorficas
podem ser identificadas (VANKEIRSBILCK et al., 2002), sendo
comumente empregada para caracterizar de modo eficaz as formas sélidas
do PRX (BERTOLUZZA et al., 1999; TADDEI et al., 2000; VRECER et
al., 2003). Deste modo, espectros Raman de todos os sélidos obtidos, bem
como do farmaco e coformadores, foram coletados e estes comparados com
padrdes conhecidos e bem descritos na literatura.

Os espectros de Raman da matéria-prima PRX (polimorfo 1) e de
sua forma monohidrato sdo apresentados na Figura 19. Observa-se que as
diferentes formas de PRX apresentam espectros bem distintos, visto que o
monohidrato contém a forma zwiteridnica em sua estrutura. A presen¢a do
tautomero zwiteridnico de piroxicam pode ser facilmente determinada com
base na presenca de uma banda de Raman caracteristica em ~1401 cm’!
(Figura 19b), proveniente do estiramento assimétrico das porgdes de CO
conjugadas (KOGERMANN et al., 2008), e cinco picos que ocorrem na
faixa de 1087 a 1205 ¢cm!, relacionados a torsdo de grupamentos HCCC,
HCNC e CNCC, e estiramento do grupamento SO. Por outro lado, o
polimorfo I (Figura 19a) apresenta uma banda caracteristica em ~ 1541 cm”
!, devido a ligagdo planar HCC, além de picos presentes em ~ 1000, 1231,
1272, e 1433 cm’!, relativos ao estiramento em OC e NC, em CC e a ligagdo
planar HCC, e ao estiramento em NC e ligagdo planar HCN, estando de
acordo com a literatura (SURESH et al., 2015). Observa-se assim, que oS
espectros obtidos estdo de acordo com aqueles observados em literatura,
onde tém sido demonstrado que polimorfos do piroxicam e sua forma
monohidrato podem ser facilmente distinguidos uns dos outros com base no
espectro Raman (BERTOLUZZA et al., 1999; CHILDS e HARDCASTLE,
2007).
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Figura 19. Espectroscopia Raman da matéria-prima PRX (Polimorfo I ¢ e PRX
(H)).
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Por sua vez, no espectro do cocristal PRX-SAC ¢ possivel observar
picos caracteristicos em ~ 381, 656, 876, 1401, 1467, 1600 cm’!, relativos,
por exemplo, a ligagdo planar OCN e CNC, ao estiramento em CC e ligacdo
planar HNC, e estiramento em NC, CC e ligagdo planar HNC, além de seis
picos consecutivos na faixa de ~1000 a 1200 cm', que indicam, dentre
outros, o estiramento em CC e ligagdes planares HCC (Figura 20A). Ja no
espectro do cocristal PRX-SLC observam-se picos em ~ 657, 771, 873,
1401, 1470, 1595, 1611 e 1667 cm™, relacionados as ligagdes planares
OCN e CNC, e do estiramento em OC e em CC, além de sete picos
consecutivos na faixa de ~ 1000 a 1200 cm™' também indicando, dentre
outros momentos, o estiramento em CC e ligagdes planares HCC (Figura
20B). Para ambos cocristais foi possivel observar a presenca da forma
zwiterionica do PRX, que pode ser vista pela banda caracteristica em
~1400, resultante do estiramento em CC e ligacdo planar HNC, além da
presenga de picos consecutivos na mesma faixa daqueles observados no
espectro do PRX(H). Tais resultados comprovam a formagdo de cocristais
PRX-SAC e PRX-SLC, apresentando, além dos picos caracteristicos do
farmaco e dos coformadores, novos picos resultantes das interagdes
farmaco-coformadores, estando de acordo com a literatura (CHILDS e
HARDCASTLE, 2007, SURESH et al., 2014; 2015; TONG et al., 2016).
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Figura 20. Espectroscopia Raman dos cocristais PRX-SAC (A) e PRX-SLC (B).
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3.4. CONCLUSOES

O método utilizado para obtencdo dos cocristais demonstrou-se
eficiente. Os dados obtidos por DRXP, em conjunto com os resultados
observados por DSC e espectroscopia Raman, confirmam a identidade do
farmaco e dos cocristais PRX-SAC e PRX-SLC. As técnicas utilizadas
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demonstraram-se eficazes para as andlises realizadas, mostrando que o
método utilizado para obtencdo dos cocristais além de simples, ¢ passivel de
reprodutibilidade em maior escala visto que a partir do conhecimento do
diagrama de fases € possivel controlar o rendimento dos cocristais.
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CAPITULO III - DETERMINACAO DA INFLUENCIA DO pH NA
SOLUBILIDADE AQUOSA E EM MEIO BIORRELEVANTE DE
COCRISTAIS COMPOSTOS POR FARMACO DO TIPO
ZWITERIONICO E COFORMADORES ACIDOS

4. DETERMINACAO DA INFLUENCIA DO PH NA
SOLUBILIDADE AQUOSA E EM MEIO BIORRELEVANTE DE
COCRISTAIS COMPOSTOS POR FARMACO DO TIPO
ZWITERIONICO E COFORMADORES ACIDOS

4.1. INTRODUCAO

Devido as propriedades de ionizagdo de seus componentes, a
solubilidade dos cocristais pode ser modulada em fungdo do pH. Sabe-se
que a solubilidade de um cocristal 1:1 RHA (onde R ¢ um farmaco
hidrofébico ndo ionizavel ¢ HA um coformador acido fraco) pode ser
determinada considerando o equilibrio em solugdo do farmaco e do
coformador. Assim, a solubilidade de RHA sera dependente do produto de
solubilidade (Ksp), da constante de ionizagdo do coformador (Ka.) e do pH
da solugdo ([H']). A capacidade de prever a dependéncia da solubilidade no
pH de um novo cocristal farmacéutico faz-se crucial para conhecer a
solubilidade aquosa desejada.

A solubilidade de um cocristal irda aumentar com o aumento do pH
quando o coformador for um acido fraco. Desta forma, pode-se intuir que
um coformador ionizavel confere ao cocristal uma solubilidade pH-
dependente mesmo quando o farmaco nao ¢ ionizavel.

Uma das principais barreiras no desenvolvimento de cocristais ¢ a
conversao para o farmaco constituinte, visto que os cocristais sdo sistemas
de entrega de farmaco supersaturados, SDDS do inglés Supersaturating
Drug Delivery Systems, caracterizados pela instabilidade termodinamica.
Embora a literatura apresente diversos exemplos de cocristais que
proporcionam melhora em sua solubilidade e taxa dissolu¢do com relagdo
ao farmaco (REMENAR et al., 2003; MCNAMARA et al.,, 2006;
BASAVOJU et al.,, 2008; GOOD e¢ RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009;
CHENEY et al., 2011; SMITH et al., 2011), tal melhoria nem sempre
resulta em uma biodisponibilidade melhorada (HICKEY et al., 2007)
devido a rapida conversdo ao farmaco constituinte (STANTON e
ANNETTE, 2008).

Em contrapartida a utilizagdo de aditivos, tais como polimeros e
surfactantes, tém demonstrado inibir ou prolongar a conversdo para o
farmaco constituinte, melhorando o comportamento de dissolu¢do de
cocristais em meios aquosos (CHILDS et al., 2013; ROY, 2013). A
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solubilidade de farmacos pouco soliveis ¢ influenciada por agentes
tensoativos fisiologicamente relevantes compostos por sais biliares e
fosfolipidios (ROY et al.,, 2010; LIPERT ¢ RODRIGUEZ-HORNEDO,
2013; THAKURIA et al., 2013; LIPERT ¢ RODRIGUEZ-HORNEDO,
2014), no entanto, o efeito destes agentes sobre a solubilidade dos cocristais
de farmacos pouco soluveis tem sido pouco abordado na literatura.

As condigdes da solugdo, tais como pH e a concentragdo de agentes
solubilizantes, que influenciam a solubilidade de um determinado farmaco,
influenciardo de modo diferente a solubilidade de um cocristal deste
farmaco (BETHUNE et al., 2009; HUANG ¢ RODRIGUEZ-HORNEDO,
2010; ROY e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010; HUANG ¢ RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2011b; a; ROY, 2013). Desta maneira, a avaliagdo da
solubilidade dos cocristais em surfactantes fisiologicamente relevantes
podera auxiliar a compreensdo do desempenho do cocristal in vivo. Assim,
a capacidade de prever como a solubilidade e a estabilidade do cocristal sao
influenciadas por aditivos utilizados em formulagées ¢ em condigdes
biorrelevantes proporciona uma ferramenta 1til para o desenvolvimento de
cocristais.

Os meios biorrelevantes contendo surfactantes biologicamente
relevantes foram primeiramente desenvolvidos e padronizados por volta dos
anos 90 (NAYLOR et al., 1993a; NAYLOR et al., 1995). Desde entdo o uso
de fluidos gastricos e intestinais simulados passou a fazer parte do
desenvolvimento e otimizagdo de formas farmacéuticas de uso oral de
maneira significativa (SCHWEBEL et al., 2011), sendo introduzidas
composigdes atualizadas a fim de simular com maior precisdo as condigdes
in vivo (JANTRATID et al., 2008). Os meios biorrelevantes que modelam
os estados alimentados (FeSSIF - fed state simulated intestinal fluid) e em
jejum (FaSSIF - fasted state simulated intestinal fluid) no trato GI sdo
compostos de sais biliares individuais ou em combina¢do com fosfolipidios,
usualmente a lecitina. Os sais biliares, tensoativos naturais presentes no
trato GI, tém demonstrado afetar a biodisponibilidade de farmacos pouco
solaveis em condigdes do estado alimentado (BAKATSELOU et al., 1991;
NAYLOR et al., 1995; MITHANI et al., 1996, CHARMAN et al., 1997,
HORTER e DRESSMAN, 2001).

Visando simular condi¢des in vivo, o sal biliar taucorolato de sodio
(NaTC) ¢ utilizado em concentra¢des variadas, geralmente, em combina¢do
com a lecitina fosfolipidica (NAYLOR et al., 1993a; MITHANI et al.,
1996). Farmacos mais hidrofobicos exibem um comportamento de
dissolugdo melhorado devido a solubilizagdo em micelas compostas com sal
biliar e lecitina (MIYAZAKI et al., 1981; ROY et al., 2010). Deste modo, o
FeSSIF foi escolhido devido a sua concentragdo relativamente alta de
taurocolato de sodio (NaTC) e lecitina, que sdo conhecidos por formar
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micelas compostas em solugdo e solubilizar significativamente farmacos
pouco soluveis (NAYLOR et al., 1993a).

Neste ambito, tendo em vista que para determinar os diagramas de
fase e identificar as regides de estabilidade termodindmica ¢ fundamental
compreender a dependéncia da solubilidade do cocristal em fungdo do pH,
este capitulo apresenta estudos que avaliam a dependéncia da solubilidade
de cocristais de PRX em fungdo do pH baseada em modelos matematicos
que descrevem a solubilidade do farmaco e de seus cocristais de acordo
com a ionizagdo de seus constituintes em solugdo, baseados em parametros
termodindmicos acessados experimentalmente através do ponto eutético.
Além disso, buscou-se compreender os mecanismos de solubiliza¢do do
PRX e de seus cocristais em meio biorrelevante utilizando modelos
matematicos que preveem e descrevem este comportamento com base na
dissociagdo do cocristal, ionizagdo e solubilizagdo de seus constituintes.

4.2. METODOLOGIA
4.2.1. Materiais

Os cocristais utilizados foram obtidos conforme descrito no
capitulo II. Os reagentes utilizados (acidos, bases, sais e solventes) foram de
grau analitico. A agua utilizada foi filtrada através do sistema deionizado de
purificacdo dupla (Milli Q Plus Water System — Millipore Co., Bedford,
MA, EUA).

4.2.2. Métodos
4.2.2.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises foram realizadas em cromatografo liquido de alta
eficiéncia Waters 2690/5 (Milford, MA, EUA) com detector ultravioleta
visivel. Foi utilizada uma coluna de fase reversa Ciz3 Waters Atlantis
(Milford, MA, EUA) (250 mm x 4,6 mm, Sum) a uma temperatura de 25
+1°C. Para os cocristais de PRX-SAC a eluicdo foi isocratica, com fase
movel composta de metanol e d4gua com 0,3% de acido fosforico (70:30). O
volume de injegdo foi de 20 pL, a um fluxo de 1 mL/min. A absorbancia do
PRX foi monitorada em 340 nm ¢ da SAC em 240 nm. Para os cocristais de
PRX-SLC a eluicao foi gradiente de acordo com a tabela 1, sendo a fase
moével composta por metanol e tampao fosfato 25 mM com pH ajustado
para 6,5. O volume de injegdo foi de 20 puL, a um fluxo de 1 mL/min. A
absorbancia do PRX foi monitorada em 340 nm e do SLC em 303 nm.



76

Tabela 1. Eluicdo gradiente do método por CLAE utilizado para a quantificagdo
dos componentes dos cocristais de PRX-SLC.

Tempo (min) Metanol (%) Tampao (%)
0-3 20 80
3-4 50 50
4-8 60 40
8-12 20 80

4.2.2.2. Preparo do FeSSIF e tampdo acetato

Os meios foram preparados de acordo com o protocolo descrito por
Galia e colaboradores (1998). O tampdo acetato foi preparado em
temperatura ambiente através da dissolugdo de 8,08 g de NaOH (pellets),
17,3 g de acido acético glacial e 23,748 g de NaCl em 2 L de agua
purificada. O pH foi ajustado com NaOH 1N ou com HCI 1N. O FeSSIF foi
preparado dissolvendo-se 0,41 g de NaTC em 12,5 mL de tampdo acetato
pH 5,0. Posteriormente, adicionou-se 0,148 g de lecitina sob agitagdo
magnética, a 37°C, até completa dissolucdo. O volume final foi ajustado
para 50 mL com tampao acetato.

4223. Solubilidade do PRX

A solubilidade do PRX (H) foi determinada a partir da adi¢do de
excesso de farmaco em 3 mL de meio contendo tampao com diferentes
valores de pH (1,2; 3.5; 5,0) e em FeSSIF. As solugdes foram mantidas sob
agitagdo magnética em até 96 h a temperatura de 25 + 1°C. Em intervalos
de 24 h, aliquotas de 0,30 mL foram coletadas e centrifugadas em tubos
plasticos contendo filtros de acetato de celulose 0,45um, durante 4 min, a
10000 rpm. O pH foi verificado, a fase solida foi analisada por DRXP e
DSC, e a fase liquida diluida na fase movel e analisada por CLAE.

422.4. Medida da solubilidade dos cocristais

A forma cristalina termodinamicamente mais estavel do farmaco
foi utilizada para os ensaios de determinagdo da solubilidade. Por ser
comercializado na forma anidra (menos estavel), foi necessario o preparo
do piroxicam hidrato PRX (H). Para isso, o PRX anidro foi suspenso em
agua e mantido sob agitagdo magnética por 24 h. O solido foi filtrado a
vacuo em papel filtro quantitativo e armazenado em dessecador. Durante o
processo de obteng¢do da forma hidrato ¢ possivel observar a mudanga na
coloracdo (Figura 21).
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A solubilidade dos cocristais em equilibrio foi medida em pH 1,2;
3,5 ¢ 5,0 e em FeSSIF. O ponto eutético entre o cocristal, farmaco e solugao
foi acessado através da dissolug@o do cocristal, onde o cocristal (~100 mg) e
o farmaco (~50 mg) foram suspensos em 3 mL de meio referente a cada pH.
As solucdes foram mantidas sob agitagdo magnética a 25 = 1°C em banho
termostatizado por até 96 h. Em intervalos de 24 h, aliquotas de 0,30 mL
foram coletadas e centrifugadas em tubos plasticos contendo filtros de
acetato de celulose 0,45 pum, por 4 min, a 10000 rpm. O pH foi verificado e
as fases solidas analisadas por DSC ¢ DRXP, a fim de confirmar que o
sistema se encontrava no ponto eutético (Pe.), através da presenga de
cocristal e farmaco, e constantes [coformador] e [farmaco] em solugdo.
Ap6s a diluigdo das solugdes filtradas em fase movel, farmaco e coformador
foram analisados por CLAE. Este procedimento foi realizado a cada 24 h
até que o sistema estivesse em equilibrio. As analises foram realizadas em
triplicata (n=3).

Figura 21. Obten¢do do PRX (H) em agua apos agitagdo magnética 24h.

PRX ANH PRX HYD

O K, foi calculado através da média da multiplicacdo das
concentragdes ndo ionizadas de farmaco e coformador (K, = [farmaco]
[coformador]) obtidas a partir dos resultados experimentais no Pey, a0 passo
que a solubilidade experimental dos cocristais foi calculada a partir da
equacao (21):

S'I' cocristal (1:1}) = \"‘ [férmaco] eu [coformador] eu (2 1)
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4.2.2.5. Obtengdo das constantes de solubilizagdo (Ks 1)

As constantes de solubilizagdo total (K, 1) foram calculadas a partir
da solubilidade de farmaco e coformador mensuradas em FeSSIF e tampao.
Para um constituinte acido fraco HA a solubilidade em FeSSIF ¢é dada por:

) Kain ) \
SHA.T = SHA,aq (l + [Ha’—l:_.q-l- I\E{% [:M]) 22)

Resolvendo para KsH4

hlh"‘_]_KJh.«
e HAT= H*
HA _ S [H#]
Kst _l;m; (23)

Para um componente zwiterionico a solubilidade ¢ dada por:

S ABH" _ sa';"“" (1 + K [H_ [ M]:) (24)
Resolvendo para KABHY ¢
5 TABHT J_l _.I._
< “ABHT T Kyy [HT]
I\SABH Sag (25)

[M]
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Solubilidade do PRX e dos cocristais em meio aquoso

Cocristais formados por coformadores ionizaveis apresentam
solubilidade dependente do pH e este fendmeno t€m sido demonstrado para
uma série de cocristais, incluindo cocristais de estequiometria 1:1 formados
por acidos monoproticos fracos (HUANG e RODRIGUEZ-HORNEDO,
2011a).

A solubilidade estequiométrica dos cocristais foi acessada a partir
das concentragdes de farmaco e coformador no ponto eutético, onde
farmaco, cocristal e a solu¢do coexistem em equilibrio a uma temperatura e
pH constantes. A confirmacdo do ponto eutético foi realizada através da
analise das fases solidas por DRXP e DSC, sendo constatada a presenca de
ambas as fases (cocristal e farmaco). A Tabela 2 apresenta as concentragdes
eutéticas utilizadas para calcular o Ky, dos cocristais PRX-SAC e PRX-
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SLC, e as suas solubilidades obtidas através da equagdo 20. Os modelos
matematicos e as derivagdes das equagdes utilizadas neste trabalho
encontram-se no apéndice.



Tabela 2. Concentragdes eutéticas do fArmaco e coformadores utilizadas para calcular o K, € a solubilidade do cocristal

obtida experimentalmente.

pH pH [Farmaco]eu [Coformador]e, [Firmacolewo [Coformador]eyo K (mM?) Scec (mM) +
inicial  final (mM)=DP*  (mM)+DPa (mM)£DP*  (mM)+ DP» £Dpa pp:
12 12 2,10x1001 8,03x100 3,77x10°2 5,75x10% 2,17x1002 0,41
? ? +4,02x10°03 +1,87x10°02 +7,21x10°04 +9,47x10°03 +5,01x10°97 +5,05x10°03
PRX- 35 29 3,21x1002 14,61 2,91x1002 7,61x1001 2,22x1002 0,68
SAC ’ ’ +2,23x10°03 +5,12x10°01 +2,02x10°03 +2,67x10°02 +2,32x10-06 +3,58x1002
50 36 5,34x1002 110,4 5,18x1002 9,76x1001 5,05x1002 2,43
’ ? +1,58x10-04 +8,35 +1,53x10-04 +7,38x10°02 +3,79x10-06 +9,54x10-02
Média Kyp: 3,15 x 102
12 13 1,44x1001 3,38x100! 3,37x102 3,31x10% 1,11x1002 0,22
? ? +8,33x10°03 +8,57x10°03 +1,94x10-03 +8,90x10°03 +7,00x10°97 +9,08x10-03
PRX- 35 3.4 4,72x10°02 1,57 4,56x10°02 4,22x10°01 1,92x1002 0,27
SLC ’ ’ +4,78x10°03 +1,53x10°0! +4,54x10°03 +2,50x10-02 +3,00x10-0¢ +1,58x1002
50 46 4,43x10°2 27,17 3,92x1002 8,33x10% 3,26x1002 1,10
’ ’ +4,10x10-03 +1,67 +3,69x10°03 +5,13x10°02 +2,31x10-06 +4,00x10-02

Meédia Kp: 2,10 x 102

aDP = Desvio Padrao

b Obtido através da equagdo: K., = [farmaco],, y[coformador],, 4

¢ Obtido através da equagdo: 5. = [farmace],, [coformador],,




A solubilidade de um farmaco zwiterionico, "ABH", apresenta
um perfil de pH-dependéncia na forma de U, onde sua solubilidade
apresenta-se mais alta em um pH menor do que o seu primeiro valor de
pKa, atinge um valor minimo quase constante entre seus valores de pKa
e aumenta exponencialmente a medida que o pH vai se distanciando de
seu segundo valor de pKa (Figura 22). As curvas de solubilidade dos
cocristais PRX-SAC e PRX-SLC e sua dependéncia no pH também
estdo apresentadas na Figura 22.

Figura 22. Diagrama de solubilidade de fases para o farmaco PRX (H) e para
os cocristais PRX-SAC e PRX-SLC. Os simbolos representam as solubilidades
avaliadas experimentalmente. Os valore de pKa utilizados foram: PRX (pKa, =
1,86, pKa, = 5,46); SAC (pKa = 1,6); SLC (pKa =3,0). K, (PRX-SAC =
3,15x102 mM?; PRX-SLC = 2,10x102 mM?). Sy = 4,99 x102. As equagdes
utilizadas para prever a solubilidade encontram-se no apéndice. Para os
cocristais foi utilizada a equag@o (12) e para o farmaco a equagdo (6). Os erros
experimentais estdo representados na figura.
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Para os cocristais PRX-SAC e PRX-SLC ¢ possivel observar
um aumento da solubilidade em relacdo ao farmaco. Tal comportamento
¢ decorrente da ionizacdo dos coformadores. A solubilidade de ambos
cocristais aumenta exponencialmente em valores de pH > pK. dos
coformadores. Os valores de K, utilizados estdo descritos na tabela 2.
Os valores de pK, foram retirados da literatura. A SAC é um acido
monoproético fraco com valor de pKa de 1,6 (NEWTON e KLUZA,
1978) e o SLC, também acido monoprotico fraco, com valor de pK, de
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3,0 NEWTON e KLUZA, 1978). Conforme pode ser observado na
figura 22, os valores experimentais estdo em excelente concordancia
com o comportamento previsto pelas equagoes.

A solubilidade do cocristal PRX-SAC variou de 2,0 a 45 vezes
a do PRX (H) entre pH 1,2 ¢ 3,6, enquanto que a solubilidade de PRX-
SLC variou de 1,5 a 25 vezes entre pH 1,3 e 4,6. Isso mostra que a
vantagem da solubilidade (SA) de um cocristal em relagdo ao farmaco ¢
altamente dependente do pH, onde solubilidades altas do cocristal
podem ser alcancadas em ambientes que favorecem altos niveis de
ionizac¢do de coformadores.

Para que um farmaco possa ser absorvido, o mesmo deve
encontrar-se em solucdo, ou seja, é esperado que sua dose completa seja
capaz de se dissolver no TGI, para entdo ser absorvida. A dose inicial
recomendada para o piroxicam ¢ de 20 mg, que ao ser administrada com
250 mL de agua terd uma concentragdo de 0,32 mM. Conforme pode ser
visualizado na Figura 22, a dose (linha pontilhada) do PRX ndo ¢
soluvel tanto em pH gastrico (pH 1-3) como intestinal (pH 5-6),
denotando que o farmaco pode ndo desempenhar o seu efeito de maneira
eficaz, além de apresentar grandes variagGes entre pacientes. Por outro
lado, o cocristal PRX-SLC pode ser 0,94 a 2,67 vezes mais solavel do
que a dose do farmaco em uma faixa de pH de 3,5-8, podendo ndo
dissolver completamente sua dose no estdmago (pH < 3), mas sendo
capaz de solubilizar-se em valores de pH acima de 3,5, como encontrado
no intestino. J& o PRX-SAC demonstra-se solivel em qualquer valor de
pH, podendo ser de 1,78 até 16,39 vezes mais solivel do que a dose do
farmaco em uma faixa de pH de 1-8. Nesse sentido, avaliar a
dependéncia da solubilidade no pH pode apresentar uma grande
vantagem visto que a partir do conhecimento da solubilidade em funcdo
do pH ¢ possivel determinar em quais por¢des do TGI o cocristal sera
capaz de dissolver a dose do farmaco por completo ¢ permitir sua
absorgao total.

As concentragdes totais de farmaco e coformador quantificadas
no ponto eutético e os valores de K., estdo apresentados nas Figuras 23
e 24 para os cocristais PRX-SAC e PRX-SLC, respectivamente. Os
valores de pH indicados sfo referentes ao final do experimento. A
diminui¢do do pH pode ocorrer devido a ionizagédo e liberagdo de [H']
dos coformadores.
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Figura 23. Concentragdes de PRX e SAC obtidas no ponto eutético em

solugdes aquosas em diferentes valores de pH.
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Figura 24. Concentra¢des de PRX e SLC obtidas no ponto eutético em solu¢des
aquosas em diferentes valores de pH.
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Conforme exibido nas figuras 23 e 24 as concentragdes
eutéticas de SAC e SLC aumentaram com o aumento do pH. Este perfil
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¢ esperado devido ao aumento da ioniza¢do do coformador de acordo
com os respectivos valores de pKa.

A Ky, razdo entre as concentragdes de farmaco e coformador
no ponto eutético, ¢ um indicador chave da solubilidade do cocristal em
relagdo ao farmaco, além de ser um estado de equilibrio acessivel
experimentalmente, independente da solubilidade do cocristal em
relagio aos seus componentes puros (GOOD E RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2010; ALHALAWEH et al., 2012; KUMINEK et al.,
2016b). Os valores de K¢, aumentam a medida que a concentragdo de
coformador em solugdo aumenta (Figuras 23 e 24). Além disso, a
dependéncia da K¢, no pH também pode ser observada, evidenciando
que a razdo entre a solubilidade do cocristal ¢ do farmaco aumenta a
medida que a ionizagdo aumenta, aumentando assim a vantagem da
solubilidade = do  cocristal e  tornando-o  mais  instavel
termodinamicamente em solugdo. Deste modo, a K, apresenta-se como
um pardmetro critico indicativo da estabilidade termodindmica do
cocristal em relagdo ao farmaco (GOOD ¢ RODRIGUEZ-HORNEDO,
2010). Valores de Ke. acima da razdo estequiométrica, > 1 para
cocristais de estequiometria 1:1, indicam que o cocristal ¢ a fase
metaestavel (mais soluvel). Portanto, os valores de Ke. encontrados
demonstram que os cocristais obtidos apresentam maior solubilidade em
rela¢do ao farmaco.

A vantagem da solubilidade do cocristal (SA = Scocristal/Sfarmaco)
pode ser estimada a partir da K¢y de acordo com a equagdo 3, ou seja,
quanto maior for a K¢y, maior sera a SA. A dependéncia experimental e
predita da K¢, na SA para os cocristais PRX-SAC e PRX-SLC ¢
apresentada na Figura 25. A solubilidade do cocristal e do farmaco
foram determinadas experimentalmente a partir das concentragdes
obtidas no ponto eutético. Os resultados obtidos mostram excelente
concordancia entre comportamento observado e o previsto de acordo
com a equagdo 3. Além disso, ¢ possivel observar a dependéncia da K,
e da SA no pH evidenciando que esta vantagem da solubilidade do
cocristal em relacdo ao farmaco pode ser modulada através do pH da
solucdo.
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Figura 25. Dependéncia da K., na SA para os cocristais PRX-SAC e PRX-
SLC. A linha pontilhada foi predita a partir da equag@o 3. Os nimeros proximos
aos simbolos representam os valores de pH ao final do experimento de
solubilidade no ponto eutético.
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A solubilidade aquosa do coformador esta correlacionada com a
solubilidade do cocristal. Uma tendéncia na SA com a razdo entre a
solubilidade do coformador e do farmaco (Scoformador/Stirmaco) t€m sido
demonstradas para diferentes cocristais (KUMINEK et al., 2016a).

Figura 26. Vantagem da solubilidade do cocristal sobre o farmaco (SA =
Scocristal/ Sfirmaco) Versus a razdo da solubilidade entre coformador e o farmaco
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Quanto mais soluvel o coformador for em relagdo ao farmaco,
mais soltivel o cocristal sera em relagdo ao farmaco. Conforme pode ser
observado na Figura 26, a SA demonstra-se ser diretamente
proporcional & razao Scoformador/Stirmaco-

Assim, outra correlagdo que pode ser observada esta entre a Ky
e a razdo de solubilizagdo entre o farmaco e o coformador. Os valores de
Keu tendem a ser proporcionais a esta razdo, conforme demonstra a
Figura 27.

Figura 27. Relacdo entre a constante eutética (Kcu) € a razdo de solubilizacio
entre o coformador e 0 farmaco (Scoformador/Starmaco)-

10000 -
: 36 APRX-SAC
1000 7 4,6 A OPRX-SLC
g 10 29
E U 3,4
10 -
] If 1,2
8 1,3
1 T LR LB T TrrTTm
0 1 100 10000
Scoformador/ Sf&irmaco

Apesar da correlagdo entre a solubilidade do cocristal e do
coformador ndo ser comumente relatada, os graficos apresentados nas
Figuras 25, 26 e 27 confirmam que a solubilidade dos cocristais esta
diretamente relacionada a solubilidade dos coformadores.

4.3.2. Solubilidade do farmaco e dos cocristais em FeSSIF e
tampao acetato pH 5,0

As solubilidades do PRX e dos cocristais em FeSSIF e em
tampao estdo apresentadas na Figura 28. O PRX apresentou uma
solubilidade de 0,03 mM em tampao e 0,09 em FeSSIF. A solubilidade
do cocristal PRX-SAC em tampao foi de 2,43 mM, enquanto que em
FeSSIF foi 3,25 mM. Ja para o cocristal PRX-SLC a solubilidade em
tampdo foi de 1,10 mM e 1,56 mM em FeSSIF. Estes resultados
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demonstram que os cocristais sdo mais soliveis do que o farmaco em
tampao e que este aumento na solubilidade do cocristal ¢ mantido em
FeSSIF, mas em menor extensdo do que no tampao visto que a razao de
solubilizagdo entre o cocristal e o firmaco ¢ menor em FeSSIF.

Figura 28. Solubilidade do fArmaco e dos cocristais em FeSSIF e em tampao a
25°C. O pH final para cada experimento em FeSSIF e tampao, respectivamente,
foi de: PRX (H) =4,9 e 5,0; PRX-SAC = 3,7 e 3,6; PRX-SLC = 4,6.
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O mecanismo de solubilizagdo para os sais biliares e micelas
compostas de sal biliar e lecitina é diferente em comparagdo com
surfactantes tradicionais. Devido ao seu complexo mecanismo de
agregacdo onde se auto-associam ndo-criticamente, os sais biliares ndo
apresentam um CMC distinto (NINOMIYA et al.,, 2003). Pequenas
“micelas primarias” sdo formadas por agregados de 2-10 mondmeros de
NaTC através de interagdes hidrofobicas, e estas podem entdo interagir
via ligagdes de hidrogénio e formar “micelas secundarias” em maior
concentracdo de NaTC (CAREY e SMALL, 1972), que sdo entdo
caracterizadas pelo aumento gradual da solubilizagdo (NINOMIYA et
al., 2003). Uma gama de valores de CMC para estes sistemas ¢é relatada
na literatura devido a variacdo em parametros experimentais, tais como
for¢a i6nica, temperatura, etc. (NAYLOR et al., 1993b). No presente
trabalho, o valor de CMC de NaTC utilizado foi 2,5x10> M (MITHANI
et al., 1995).

A solubilidade estequiométrica de cocristais, onde as
concentracdes de seus constituintes em solu¢do encontram-se em
equilibrio iguais a sua razdo molar, é calculada pelas concentragdes
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totais do ponto eutético conforme a equacdo (21), onde [constituinte]t ey
¢ definida como a soma das concentragdes de todas as espécies
dissolvidas no ponto eutético ([constituinte]res = [constituinte]agen +
[constituinte]meu) na presenca de um agente solubilizante. Assim,
[constituinte]ageu representa a concentragdo aquosa total em um
determinado pH na auséncia do agente solubilizante ([constituinteJag.eu =
[constituinte |ngo-ionizado,ag.en T [CONStituinteJionizado,aqeu), S€nNdo a soma das
espécies ndo ionizadas e ionizadas. A [constituinte]mes representa o
cocristal solubilizado pelo agente solubilizante ([constituinte]meu =
[constituinte]nzo-ionizado,meu + [cOnstituinteionizado.meu) € as contribuigdes
das espécies ionizadas, conforme apropriado (BETHUNE et al., 2009;
GOOD e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009; HUANG ¢ RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2010; 2011a; b).

Os valores de solubilidade preditos e os valores obtidos
experimentalmente para os cocristais PRX-SAC e PRX-SLC estéo
apresentados na tabela 3. Tais resultados demonstram estar de acordo
entre os valores preditos pela equagdo 25 (apéndice) e os valores obtidos
experimentalmente. No entanto h4 uma maior variagdo entre os valores
preditos e experimentais para o PRX-SAC, o que pode ser atribuido a
uma série de fatores, tais como a redugdo da solubilizagdo devido a
presenca de coformador e/ou interagdes entre os constituintes que sdo
assumidas como insignificantes pelos modelos utilizados. Visto que os
cocristais sdo compostos por coformadores acidos, o pH no ponto
eutético foi menor do que 5,0, especialmente para o cocristal com SAC
devido ao seu baixo valor de pKa.

Tabela 3. Comparagao entre os valores de solubilidade dos cocristais preditos e
medidos experimentalmente. Os valores de pH descritos sdo referentes aqueles
mensurados ao final do experimento.

COCI‘iStal Scocristal FeSSIF(mM)) Scocrista] tampﬁo (mM))
+ DPe¢ + DPe
Pred? Exp® pH Pred? Exp® pH

PRX-SAC 3,78 3,25+0,22 3,7 1,92 2,43+0,1 3,6
PRX-SLC 1,58 1,56£0,04 4,6 1,00 1,10+0,04 4,6

2 obtido através da equagdo (25 apéndice).
b obtido através da equagdo (21).
¢ DP = Desvio Padrdo.

Os modelos matematicos aqui apresentados possibilitam a
predi¢do da solubilidade dos cocristais na presenca de agentes
solubilizantes, uma vez que os valores de Kgp, bem como as Ki e K do
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farmaco e coformador sdo conhecidos, assim como as condi¢des de
interesse da solu¢do (pH, [M]). O valor de Ky, pode ser obtido a partir
de uma unica medida da solubilidade em tampao aquoso. Deste modo, a
influéncia de agentes solubilizantes na solubilidade do cocristal pode ser
avaliada sem a necessidade de realizar diversos experimentos. Os
valores das constantes de solubiliza¢do total (Kst) foram calculados
para os componentes do cocristal a partir das solubilidades previamente
mensuradas em FeSSIF e tampao através das equagdes 36 e 37 e
encontram-se descritos na tabela 4. As constantes de solubilizagao,
juntamente com os valores de pK, reportados na literatura, foram
utilizadas para prever a solubilidade dos cocristais em FeSSIF.

Tabela 4. Constantes de solubilizagdo (Kst) em FeSSIF para o farmaco e
coformadores.

Componente K1 (mM) + DP?
PRX 0,080+0,005
SAC 0
SLC 0,043+0,003

2 DP = Desvio Padréo.

As concentragdes eutéticas de farmaco e coformador em
FeSSIF e tampédo estdo apresentadas na tabela 5. Cocristais altamente
soluveis requerem alta [coformador]e, para alcangar o ponto eutético. O
cocristal PRX-SAC apresentou elevada [SACJeu em FeSSIF e em
tampdo, no entanto, concentragdes elevadas de coformador no ponto
eutético podem levar a condi¢des ndo ideais de solucdo, ndo sendo entdo
justificada a suposi¢do de que as interacdes do farmaco com agentes
solubilizantes ndo sdo afetadas pelo coformador. Altas concentragdes de
coformador podem alterar a solubilidade do farmaco no ponto eutético,
reduzindo sua solubilizacdo nestas condi¢des. Entretanto, as
concentragdes de coformador no ponto eutético ndo influenciaram
significativamente a SRcocristat Ou as avaliagdes da solubilidade dos
cocristais estudados.
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Tabela 5. Concentracdes eutéticas do farmaco e coformadores, e a solubilidade
do cocristal obtida experimentalmente em FeSSIF e em tampao.

pH pH [Farm]ey [Coform]e, Scc2 (mM)

Cocristal ~; Giial  final (mM):DP* (mM)+DP* % DPs
PRX- so 37 LIOxI0Y 9% 305 +
; T A 12x1003 11,66 2.2x100!
FeSSIF
9,58x10°2 2535 1,56+
PRX-SLC 5.0 46 ghex100 11,54 4,0x102
5.34x102
PRX- ’ _ 110 2,43+
SAC S0 36 HLEI0 35 g 5x100
Tampio
4.43x102 27.17 1,10+
PRX-SLC 5.0 46 4 jox1003 1167 4,0x102

2 DP = Desvio Padréo.

A influéncia do FeSSIF na solubilizacdo do farmaco e do
cocristal é mostrada na Figura 29. Como pode ser observado, cocristal e
farmaco sdo solubilizados em diferentes extensdes. O PRX foi em torno
de 2 vezes mais soltivel em FeSSIF quando comparado ao tampao. Visto
que o PRX ndo ¢ solubilizado em grande extensdo no FeSSIF, a
diminuigdo na SRcocristal €M relagdo a SResmaco N0 € tdo pronunciada. O
cocristal PRX-SAC foi 1,3 vezes mais soluvel, enquanto que o cocristal
PRX-SLC foi 1,4 vezes mais soluvel do que o PRX. Devido a
solubilizagdo preferencial do farmaco sobre o coformador, é esperado
que o farmaco seja solubilizado em maior extensao do que os cocristais,
como indicado pelos valores experimentais de SRgimaco maiores do que
os de SReocrisal, conforme pode ser predito pela equagdo

SR cocristal = / SR gzrmaco - Tl equagdo prevé uma SReocrisial de 1,4 para
PRX-SAC e 1,5 para PRX-SLC, estando os valores obtidos

experimentalmente de acordo com os valores preditos, evidenciando o
poder preditivo dos modelos matematicos.
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Figura 29. Razdo de solubilizagdo para os cocristais e o farmaco em FeSSIF.
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A vantagem da solubilidade do cocristal em relagdo ao farmaco
pode ser reduzida na presenga de agentes solubilizantes. A reducdo da
SA diminui a probabilidade de precipitacdo do farmaco, uma vez que a
supersaturacdo do sistema ¢ reduzida. Conforme pode ser observado na
Figura 30, ambos cocristais apresentaram uma redugdo na SA em
FeSSIF quando comparado ao tampdo. O cocristal PRX-SAC
apresentou uma SA de 30 em FeSSIF e 45 em tampdo, ao passo que
para o cocristal PRX-SLC a SA foi de 16 em FeSSIF e 25 em tampao.

Ao reduzir a razdo de solubilizagdo do cocristal em relagdo ao
farmaco, ou seja, a SA, o cocristal pode prolongar o tempo de
supersaturagdo permitindo melhor aproveitamento da sua SA sem que
ocorra a conversdo para o farmaco durante um determinado tempo. Os
valores de Ke, também diminuiram consideravelmente em FeSSIF
quando comparados ao tampdo, indicando maior estabilidade do
cocristal. O cocristal PRX-SAC apresentou valores de K¢, de 872,8 em
FeSSIF e 2067,3 em tampdo, enquanto que o cocristal PRX-SLC
apresentou uma K, de 264,7 em FeSSIF e 613,5 em tampao.
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Figura 30. SA dos cocristais PRX-SAC e PRX-SLC em FeSSIF e tampao.
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A solubilidade do cocristal no ponto de transi¢do (S*) pode ser
calculada a partir da solubilidade aquosa do cocristal ¢ do farmaco,
conforme a equagdo S*=(Scocristalaq)”/Stirmacoaq Para um cocristal de
estequiometria 1:1 (LIPERT e RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015). No
caso dos cocristais estudados, os valores de S* foram maiores do que as
solubilidades mensuradas em FeSSIF. O cocristal PRX-SAC apresentou
um valor de S* de 80,2 mM e o cocristal PRX-SLC apresentou um S*
de 17,2 mM. Assim, ambos cocristais estavam abaixo do seu ponto de
transicdo nas condi¢des estudadas, onde o cocristal PRX-SAC
encontrou-se 25 vezes abaixo e o cocristal PRX-SLC 11 vezes, estando
de acordo com o aumento da solubilidade do cocristal em relagdo ao
farmaco observado em FeSSIF.

A SA pode ser utilizada como um indice de supersaturagdo, ou
seja, um nivel de supersaturacdo em relagdo ao farmaco, que determina
o risco de precipitacdo do farmaco. O indice de supersaturagdo do
cocristal que pode ser descrito como SA, varia com a solubilizagdo do
farmaco de acordo com a equagdo (26) para um cocristal 1:1:

SA = —maa (26)

- \'SR(‘.rm.u:::‘

onde SA € a solubilidade total do cocristal na solubilizagdo do farmaco.
SA.q € o indice de supersaturagdo do cocristal na auséncia de
solubilizagdo do farmaco, e SR é a razdo entre as solubilidades do
farmaco na presenga e auséncia de aditivos (Stirmaco,7/Sfirmaco,aq). Esta
relagdo sugere que o nivel de supersaturagdo do cocristal em relagdo ao
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farmaco pode ser modulado para um valor desejado a partir do
conhecimento de uma SA em qualquer SRfirmaco. Quando SRgirmaco = 1,
SA = SA.q, assim a supersaturacdo do cocristal pode ser modulada
através da alteragdo da solubilizagdo do farmaco através da adigdo de
polimeros, surfactantes, lipidios ou aditivos que solubilizam
preferencialmente o farmaco em relagdo ao coformador.

A Figura 31 apresenta a SA do cocristal em fungdo da
solubilizagdo do farmaco de acordo com a equagdo logaritmica (27):

log(SA) = 10g(SA.q) — 5 108(SR firmaco) 27)

O log (SA) vs log (SResmaco) apresentado na figura 31 ¢
caracterizado por (1) linhas com inclinagdo de -1/2 onde a posigdo de
cada linha ¢ determinada pelo valor de SA.q do cocristal, (2) os pontos
de transi¢do do cocristal, onde SA=1, ¢ (3) regides de solubilizagdo do
farmaco sobre as quais o cocristal ¢ mais, igualmente ou menos soltivel
do que o farmaco, SA >=ou < 1.

Figura 31. Vantagem da solubilidade do cocristal em func¢do da solubilizagdo
do farmaco. As linhas representam a SA predita para cada cocristal e os circulos
a SA obtida experimentalmente em FeSSIF.
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SRfirmaco = (ST/Saq)firmaco

Os valores preditos estdo em excelente acordo com o
comportamento observado pelos cocristais na presenca de meio
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biorrelevante. A interse¢do da linha SA do cocristal com a linha SA =1
estabelece o valor de SRgimaco limite abaixo do qual o cocristal pode
gerar supersaturagdo em relagdo ao farmaco ou ao ponto de transigéo.
Consequentemente, o nivel de supersaturagdo em relagdo ao farmaco
nesta faixa de SReirmaco pode ser selecionado a partir do conhecimento da
influéncia de um aditivo na SRfirmaco. A SA do cocristal diminui com o
aumento da SRemaco de uma maneira previsivel que identifica o limite
de SRfimaco acima do qual a SA cocristal ¢ invertida, ou seja, o ponto de
transi¢ao.

Conforme pode ser observado na Figura 31, os cocristais sao
mais soliveis do que o farmaco na faixa de SReirmaco Onde SA > 1, ou
seja, onde o cocristal encontra-se supersaturado com relagdo ao farmaco,
e menos soluvel do que o farmaco na faixa de SRfimaco Onde SA < 1,
abaixo da saturacdo ou ponto de transicdo. Além disso, é possivel
observar que quanto menor a SA,q do cocristal, menor serd a SReimaco
no ponto de transi¢ao. Ou seja, cocristais com uma menor vantagem de
solubilidade sobre o farmaco sdo mais suscetiveis a serem menos
soluveis do que o farmaco em baixos niveis de solubilizacdo do
farmaco.

A relagdo aqui apresentada fornece a base para avaliar
quantitativamente a vantagem da solubilidade do cocristal ou indice de
supersaturacdo em relagdo ao farmaco através de uma selegdo
simplificada de aditivos provendo um desenvolvimento de cocristal
bem-sucedido.

4.4. CONCLUSOES

Os modelos matematicos de predicdo da solubilidade do
farmaco e seus cocristais, baseados na compreensdo da dissociagdo e
ionizagdo dos componentes do cocristal e K, foram capazes de prever
de maneira eficaz a solubilidade do cocristal. Os resultados obtidos
permitem concluir que o pH se apresenta como uma varidvel
determinante na obten¢do da solubilidade do cocristal, e das condi¢des
de solugdo onde o cocristal é termodinamicamente estavel. Desta forma,
podemos intuir que: (1) para estimar a dependéncia da solubilidade do
cocristal no pH um tnico experimento pode ser realizado, e entdo, as
condi¢gdes de pH que favorecem a precipitacio ou estabilidade
termodinamica do cocristal podem ser determinadas; (2) a K
representa um importante indicador de estabilidade dos cocristais, e; (3)
a solubilidade dos cocristais esta relacionada com a solubilidade do
coformador, uma vez que quanto maior a razao Scoformador/Sfirmaco MaIOT
sera a solubilidade do cocristal em relagdo ao farmaco.
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Os resultados aqui apresentados demonstram que o
comportamento de solubilizacdo do cocristal em FeSSIF ¢ diferente
daquele apresentado pelo farmaco. Tal efeito pode ser observado visto
que os cocristais apresentaram uma SRcocristal menor do que a SRirmaco, ©
este resultado é em decorréncia da solubilizagdo preferencial do farmaco
constituinte. No entanto, para cocristais de farmacos hidrofobicos que
ndo sdo altamente solubilizados esta redugdo na SA ndo ¢é tdo
pronunciada. A solubilizagdo preferencial do farmaco constituinte por
FeSSIF pode resultar em menores picos de supersaturagdo, de forma a
sustentar as concentragdes supersaturadas de farmaco e, deste modo,
prevenir ou delongar a conversdo para o farmaco durante a dissolugio.
A compreensdo das interagdes especificas dos cocristais com
surfactantes fisiologicamente relevantes possibilita a predicdo da
solubilidade do cocristal na presenca desses surfactantes, auxiliando
tanto a avaliacdo in vivo, bem como no desenvolvimento de novas
formulag¢des.
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CAPITULO 1V — SUPERSATURACAO E DESEMPENHO DOS
COCRISTAIS DE PIROXICAM COM COFORMADORES ACIDOS
DURANTE A DISSOLUCAO EM MEIO AQUOSO E
BIORRELEVANTE

5. Supersaturacio e desempenho dos cocristais de piroxicam com
coformadores acidos durante a dissolucio em meio aquoso e
biorrelevante

5.1. INTRODUCAO

Uma das principais motivagcdes para o desenvolvimento de
cocristais ¢ a melhora na solubilidade que estes materiais podem gerar,
sendo a cocristalizagdo uma das estratégias mais poderosas utilizadas no
desenvolvimento farmacéutico para melhorar a solubilidade aquosa de
farmacos inerentemente insoluveis (MCNAMARA et al., 20006;
BETHUNE et al., 2009; ALHALAWEH et al., 2012; CHILDS et al.,
2013). Como uma forma so6lida nova e diferente, as propriedades fisico-
quimicas do cocristal necessitam ser avaliadas visando o
desenvolvimento de uma formulagdo viavel. Dentre essas propriedades,
a solubilidade e a dissolug¢do sdo de interesse particular devido a sua
importancia na determinag¢do da absor¢do oral de farmacos (AMIDON
et al., 1995).

A cocristalizagdo de farmacos hidrofobicos com coformadores
hidrofilicos tem demostrado melhorar a solubilidade, melhorando
consequentemente a taxa de dissolugdo e, por fim, a absor¢do oral e a
biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis (MCNAMARA et al.,
2006; SCHULTHEISS ¢ NEWMAN, 2009; CHENEY et al., 2011;
SMITH et al., 2011; CHILDS et al., 2013). No entanto, cocristais mais
soluveis do que o farmaco sdo propensos a transformarem-se para a
forma menos solivel do farmaco durante a dissolucdo em meios
aquosos, negligenciando qualquer melhoria da solubilidade (WEYNA et
al., 2012; THAKURIA et al., 2013).

A taxa de conversdo de um cocristal para o farmaco constituinte
depende de diversos fatores, incluindo a solubilidade do cocristal e do
farmaco, a supersatura¢do em relagdo ao farmaco, a taxa de dissolucdo
do cocristal e a taxa de cristalizagdo do farmaco (ROY et al., 2012). A
utilizacdo de aditivos como surfactantes, polimeros e meios
fisiologicamente relevantes tém demonstrado melhor o desempenho dos
cocristais em solugdo por inibirem a cristalizagdo para a forma mais
estavel e menos soluvel do farmaco, além de manterem a supersaturagdo
em relagdo ao farmaco (HICKEY et al., 2007; ALHALAWEH et al.,
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2012; ROY, 2013). Esta redugdo na taxa de conversdo pode ser
alcancada através de uma redugdo na SA do cocristal, ou seja, a
solubilidade do cocristal aumenta com o aumento da concentracdo de
agente solubilizante em solucdo, ao passo que a SA em relagdo ao
farmaco  (Scocristal/Starmaco)  diminui  (HUANG e RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2010; 2011b; a). Tal comportamento ¢ explicado pela
solubilizagdo preferencial do agente solubilizante pelo farmaco
constituinte em relagdo ao coformador.

Surfactantes fisiologicamente relevantes podem afetar o indice
de supersaturagdo e, consequentemente, a dissolu¢do do cocristal.
Assim, compreender a supersaturagdo promovida pelos cocristais
durante a dissolugdo e a influéncia de agentes solubilizantes na inibi¢do
da cristalizagdo do farmaco ¢ muito importante, principalmente para
cocristais que apresentam uma SA de grande magnitude.

Os estudos apresentados neste capitulo tiveram como objetivo
avaliar a relacdo entre a Scocristal/Sfarmaco € 0 comportamento do cocristal
durante a dissolugdo. O impacto na reduc¢@o da Scocristal/Starmaco devido a
solubilizagdo preferencial foi avaliado particularmente em meio
fisiologicamente relevante que modela o estado alimentado (FeSSIF)
visto que o FeSSIF ¢ rotineiramente utilizado durante testes de
dissolucdo, e contém concentragdes relativamente altas de NaTC e
lecitina, que sdo conhecidos por formarem micelas que solubilizam
farmacos hidrofobicos.

5.2. METODOLOGIA
5.2.1. Materiais

Os cocristais utilizados foram obtidos conforme descrito no
capitulo II. Os reagentes utilizados (acidos, bases, sais e solventes)
foram de grau analitico. A agua utilizada foi filtrada através do sistema
deionizado de purificagdo dupla (Milli Q Plus Water System — Millipore
Co., Bedford, MA, EUA.

5.2.2. Métodos
5.2.2.1. Estudos de dissolu¢do dos cocristais

A supersaturagdo promovida pelos cocristais foi avaliada em
tampao pH 5,0 e em FeSSIF. Os meios foram preparados conforme

descrito no capitulo III. Previamente aos ensaios de dissolugdo as
amostras de farmaco e cocristais foram padronizadas em relagdo ao
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tamanho de particula por tamis de malha 1,18 mm. Foram adicionados
10 mg de farmaco e o equivalente a esta quantidade para cada cocristal
(tabela 6) em 50 mL de cada meio. Os estudos foram conduzidos sob
agitagdo magnética de 150 rpm a 25.0 + 0.2°C em banho termostatizado.
Aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo pré-determinados e
filtradas com membrana de poliamida 0,45 pm. As solugdes foram
analisadas por CLAE, conforme metodologia descrita no capitulo 111, e a
fase solida foi analisada por infravermelho (IV).

Tabela 6. Quantidades adicionadas de cada cocristal para os estudos de
dissolucao

Quantidades adicionadas *
PRX-SAC (mg) PRX-SLC
(mg)
15,5 14,2
* As quantidades descritas foram calculadas considerando a relagdo da dose
number (Do), descrita pela equagdo 28:

_ My
DO - c!.'vn

(28)
onde My é referente a massa de PRX, neste caso considerou-se a
dosagem dos comprimidos comercializados que ¢ de 20 mg. Portanto,
20 mg/250 mL = 80 pg/mL multiplicado pela quantidade de meio
utilizado (50 mL) = 4 mg. No entanto, foram utilizados 10 mg de PRX.
Desta forma, o valor de My considerado foi 0,2 mg/mL (10 mg/ 50 mL).
Cs corresponde a Sprx em pH 5,0 (0,016 mg/mL) e Vo € o volume
gastrico inicial (250 mL). Deste modo, garantiu-se que a concentragdo
de PRX estivesse acima de sua solubilidade (12,5 vezes).

Os ensaios foram conduzidos em condi¢des ndo sink!, sem a
utilizagdo de grandes volumes de meio permitindo uma melhor
avaliacdo da supersaturagdo gerada pelos sistemas metaestaveis
estudados, bem como da precipitagdo da forma mais estavel.

! condigdo sink: pode ser definida como uma quantidade de solvente ndo
inferior a trés vezes o volume de meio necessario para obter uma
solugdo saturada do farmaco (ABDOU, 1989).
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1. Dissolugdo dos cocristais e supersaturacio

Conforme observado nos estudos de solubilidade, ambos
cocristais obtiveram uma maior concentragdo de farmaco em FeSSIF
quando comparado com o tampao (tabela 5), corroborando a
solubilizagdo preferencial do farmaco pelo meio biorrelevante. O
cocristal PRX-SAC apresentou uma reducdo na Scocristal/Sfarmaco de 1,5
vezes em FeSSIF (SA= 30) quando comparado com tampao (SA= 46).
O mesmo foi observado para o cocristal PRX-SLC que apresentou uma
SA= 16 em FeSSIF e SA= 25 em tampao. A redug@o na SA do cocristal
diminui a for¢a motriz para a transforma¢do de fase e,
consequentemente, diminui a cinética de cristalizacdo do farmaco
prolongando a supersaturagdo durante a dissolu¢do. Deste modo ndo se
prevé que haja uma grande diferenca no perfil de dissolu¢do em FeSSIF
em comparagdo com o tampao aquoso para ambos 0s cocristais visto
que a supersaturagdo ¢ relativamente inalterada (1,5 vezes).

Figura 32. Perfil de dissolu¢do do farmaco e cocristais em tampao pH 5.0.
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A Figura 32 apresenta a dissolu¢do em fungdo do tempo para o
PRX (H) e cocristais em tampdo pH 5,0. E possivel notar um aumento
das concentragdes do PRX até 120 min que atinge uma concentragdo de
0,02 mM, que é aproximadamente o valor de solubilidade do PRX (H)
em tampao pH 5,0 (0,03 mM).
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Para os cocristais, podemos observar que o PRX-SAC atingiu
uma concentragdo de 0,01 mM no primeiro minuto, obtendo uma
concentra¢ao de 0,02 ao final do experimento, o que ¢ muito abaixo da
solubilidade de prevista para o cocristal em tampao (3,78 mM)
indicando que o cocristal converteu-se para o farmaco antes do primeiro
minuto, impossibilitando a detec¢do de sua Cmax. O PRX-SLC atingiu
uma Cmax = 0,10 mM apds 10 min e manteve suas concentragdes de
farmaco elevadas durante quase todo o periodo de dissolugdo. Ao final
do experimento a fase solida observada por IV foi PRX(H) (dados nao
mostrados), confirmando a conversdo para ambos cocristais. O pH final
foi de 4,8 para o PRX-SAC e de 4,9 para o PRX-SLC. Tais resultados
sugerem que o nivel de supersaturagdo gerado durante a dissolugdo estéd
diretamente relacionado a SA. A este respeito, cocristais que apresentam
uma SA elevada podem ndo serem capazes de manter a sua vantagem da
solubilidade, ou perderem a sua vantagem da solubilidade durante a
dissolugdo, como observado para o PRX-SAC.

O perfil do PRX (H) observado em FeSSIF apresentou uma
concentracdo de farmaco elevada em relagdo ao tampdo (Figura 33).
Este perfil é esperado devido a solubilizagdo preferencial do farmaco
pelo FeSSIF.

Figura 33. Perfil de dissolu¢do do PRX (H) em FeSSIF e em tampao pH 5,0.
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O perfil de dissolug@o para o farmaco e os cocristais em FeSSIF
encontra-se na Figura 34. O PRX (H) atinge uma concentragao de 0,02
mM em 15 min que se mantém até 4h. O cocristal PRX-SAC atingiu
uma Cmax = 0,10 mM em 0,3 min, no entanto a supersaturagdo se
manteve somente até 0,45 min (Figura 34 B) enquanto que o PRX-SLC
atingiu uma Cmax = 0,32 mM em 25 min sendo capaz de manter a
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supersaturacao até o final do experimento em 240 min (Figura 34 A).
Acredita-se que a diferenga entre as concentragdes obtidas no
experimento de solubilidade e dissolugdo, principalmente em FeSSIF,
seja devido a presenca de alguma impureza e decomposi¢do do farmaco.
No entanto, a realizacdo de estudos complementares se faz necessaria
afim de avaliar e identificar tais compostos. Ao final do experimento a
fase solida por IV foi PRX(H) (dados ndo mostrados), confirmando a
conversdo de ambos cocristais ¢ o pH final foi de 4,9. Os cocristais
apresentaram uma maior Cmax em FeSSIF em relagdo ao tampdo,
gerando uma supersaturagdo (Figura 35), no entanto, somente o PRX-
SLC apresentou um perfil de supersaturagio prolongado.

Figura 34. Perfil de dissolucdo do farmaco e dos cocristais em FeSSIF. Valor
final de pH = 4.9. A figura A apresenta o perfil de dissolu¢do durante todo o
experimento (250 min). A figura B apresenta os primeiros 5 minutos,
possibilitando a visualizagdo da supersaturacdo gerada pelo PRX-SAC.
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Conforme pode ser observado na Figura 32, o PRX-SAC
converteu-se rapidamente para firmaco em tampao, ndo sendo possivel
observar a supersaturag@o durante a dissolugao. Em FeSSIF atingiu pico
de supersaturagdo de 1 observado antes do primeiro minuto, que
imediatamente diminui & medida que o cocristal se converte em farmaco
(Figura 35 B). Para o PRX-SLC uma supersaturacdo de 3 pode ser
observada e mantém até 60 min, e, apds esse periodo decai
aproximando-se das concentragdes do farmaco a medida que ocorre a
conversdo, no entanto, a supersaturacdo ¢ mantida durante todo o
experimento de dissolugdo (Figura 35 A).

Figura 35. Supersaturacdo gerada pelos cocristais em FeSSIF. Valor final de
pH = 49. A figura A apresenta o perfil de dissolucdo durante todo o
experimento (250 min). A figura B apresenta os primeiros 5 minutos,
possibilitando a visualizagdo da supersaturacdo gerada pelo PRX-SAC.
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Os resultados apresentados evidenciam que em FeSSIF o
cocristal PRX-SAC ¢é capaz de promover uma supersaturagdo, no
entanto, ndo suficiente para sustentar essa vantagem na solubilidade e
impedir a conversdo mesmo em meio aos componentes do FeSSIF, que
sdo capazes de inibir a nucleag¢do ou o crescimento dos cristais de PRX.
Esta precipitagdo de farmaco pode ser devido a elevada forga motriz
para a conversdo, uma vez que o PRX-SAC apresenta uma maior SA. Ja
o PRX-SLC alcangou uma maior concentragdo de farmaco e uma
supersaturacdo que foi capaz de manter-se em FeSSIF quando
comparado com o tampdo. O fato de ndo haver uma supersaturacio
sustentada pode ser devido ao PRX que mesmo sendo solubilizado pelo
FeSSIF, justificando a maior Cmax € a supersaturacdo, ndo é solubilizado
em uma alta extensdo por este meio.

5.4. CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados demostram que o indice de
supersaturagao (SA) se apresenta como um valioso indicador do risco de
conversdao do cocristal para o farmaco. Além disso, cocristais que
apresentam uma alta SA podem ter seu potencial para melhorar a
dissolugdo abdicado, enquanto que uma menor SA pode ser capaz de
alcangar uma maior Cmax € AUC em relagdo ao farmaco. O perfil de
dissolugdo do cocristal PRX-SLC em FeSSIF demonstrou-se promissor
por manter a supersaturagdo e, consequentemente, as concentragdes de
farmaco necessarias durante o tempo de absor¢do do PRX.

Os complexos de inclusdo formados entre as B-CD e os OEs de
palmarosa e anis estrelado inibiram o crescimento ¢ desenvolvimento de
P. expansum in vitro nas primeiras 48h, liberando os OEs ao headspace.
Apos este periodo, um pequeno crescimento das colonias do fungo foi
observado, no entanto, devido ao aumento das concentragdes dos
compostos ativos, o crescimento foi inibido e o fungo inativado.
Adicionados as embalagens de fundo duplo, os ICs também afetaram o
desenvolvimento do bolor azul em frutos de magis cv. Red Delicious,
mantendo os niveis de etileno proximos aqueles observados em frutos
ndo inoculados, e também mantendo algumas propriedades fisico-
quimicas dos frutos, tais como, massa, SST, AT, pH e FF.

Neste sentido, conclui-se que as embalagens de fundo duplo
feitas de PET associadas aos ICs de palmarosa ¢ anis estrelado podem
ser alternativas comerciais viaveis ao armazenamento de frutos de maca
no pos-colheita, propiciando um aumento no tempo de prateleira dos
frutos e reduzindo a podriddo pelo fungo. No entanto, uma analise



105

sensorial faz-se necessaria para detectar se os OEs modificam o sabor
dos frutos.
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CAPITULO V - INFLUENCIA DA UMIDADE NA FORMACAO E
ESTABILIDADE DOS COCRISTAIS

6. Influéncia da umidade na formacao e estabilidade dos cocristais
6.1. INTRODUCAO

A presenga de agua e sua interagdo com os farmacos ¢
criticamente importante para a estabilidade, eficacia e seguranga das
diferentes formas farmacéuticas. Os produtos farmacéuticos podem
entrar em contato com a agua durante a produgdo e formulagdo, ou em
qualquer momento através da exposi¢gdo a ambientes apresentem
condi¢des de umidade. A 4agua pode interagir com os materiais
cristalinos através da adsor¢@o na superficie das particulas, absor¢do ou
capilaridade, formagdo de hidrato e deliquescéncia. A estrutura, forma,
composic¢do e propriedades da fase cristalina contribuem para a natureza
higroscopica de um cristal (GOOD et al., 2011).

Farmacos que incorporam materiais contendo dgua possuem o
potencial de transferi-la para outros componentes os quais a estabilidade
¢ afetada pela agua (ZOGRAFI, G. G., G.; KONTNY, M.J;
MENDENHALL, D.W., 1988). Transformagdes de fase de produtos
farmacéuticos solidos que demostram ser dependentes da umidade
incluem as transformagdes anidra para hidrato, polimorficas, e amorfas
para cristalina (KANENIWA, 1984; OTSUKA, 1994; PIRTTIMAKI,
1994; KESAVAN, 1996; ANDRONIS, 1997, YOSHINARI, 2002;
TONG, 2004; SALAMEH, 2006). Essas transformac¢des podem trazer
problemas significativos para os produtos farmacéuticos durante o
processamento e armazenamento se ndo forem previstas
antecipadamente.

O presente capitulo traz estudos de estabilidade e formagao de
cocristais avaliados em diferentes condi¢des de umidade relativa,
combinados ou ndo com aditivo higroscépico, sendo elaborado na forma
de artigo, visando a submissdo a “Molecular Pharmaceutics”.

MOISTURE UPTAKE: COCRYSTAL FORMATION AND
STABILITY

One of the main concerns during the development of
pharmaceutical products is the effect of moisture on drug stability.
Pharmaceutical drug products may come into contact with water during
production and formulation or at any point through exposure to humid
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environmental conditions, and water can compromise product safety and
bioavailability by causing chemical instability and solid phase
transformations. Phase transformations of pharmaceutical solids that
have been shown to depend on relative humidity include anhydrous to
hydrate, polymorphic, and amorphous to crystalline transformations
(KANENIWA, 1984; OTSUKA, 1994; PIRTTIMAKI, 1994;
KESAVAN, 1996; ANDRONIS, 1997; YOSHINARI, 2002; TONG,
2004; SALAMEH, 2006).

Solid phase transformations present significant problems for
pharmaceutical drug products when not anticipated during processing
and storage. Hydrate formation is a common issue in the selection of
solid-state drug forms and cocrystals also have the potential to form
hydrates. Hydrate formation is associated with a critical water activity
that defines the activity limit below which the anhydrous form is
thermodynamically stable (GOOD et al., 2011).

Moisture sorption by hygroscopic materials used in
pharmaceutical formulations such as sugars, organic and inorganic salts,
and polymers have been shown to form cocrystal (JAYASANKAR et
al., 2007). Although cocrystals have been shown to prevent formation of
hydrated API during storage at high RH (TRASK et al., 2005; TRASK,
2006). The process by which hygroscopic materials can lead to
deliquescence refers to the formation of an aqueous solution by the
absorption of water vapor at a characteristic relative humidity or
deliquescent relative humidity (DRH) (CAMPEN, 1983). DRH is a
function of the chemistry of a solid, solid phase composition, and
temperature (KONTNY, 1985; CARROLL, 2002; SALAMEH, 2005).
In this way, identifying the mechanisms for cocrystal formation and
stability is highly important if cocrystals are to be developed as
pharmaceutical products.

Since cocrystal solubility and thermodynamic stability are
dependent on solution chemistry, deliquescence can lead to cocrystal
nucleation and growth. Cocrystal solubility is a function of the cocrystal
components in solution, meaning that cocrystal solubility decreases as
the liquid becomes richer in one of the cocrystal components (NEHM et
al., 2006; RODRIGUEZ-HORNEDO et al., 2006). Considering that
supersaturation is the driving force for cocrystal formation, this
mechanism can generate supersaturation with respect to cocrystal by
dissolving non-equivalent amounts of its components. If the required
supersaturation for cocrystal nucleation is attained, then cocrystals are
formed. Evidence has been presented to show increase in cocrystal
formation rates with increasing solution concentration of the more
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soluble reactant (JAYASANKAR et al., 2006; RODRIGUEZ-
HORNEDO et al., 2006).

The thermodynamic stability of a cocrystal relative to pure drug
crystal has been shown to vary with the concentration of components in
solution (NEHM et al., 2006). Solvents in which cocrystal is more
soluble than pure drug exhibit a eutectic point where the cocrystal
solubility is equal to the solubility of the pure drug (for 1:1 cocrystal).
Above the eutectic concentration cocrystal is the thermodynamically
stable form. Rapid transformation of a component to cocrystal has been
shown in aqueous media for components that readily transforms to a
hydrate in pure water e.g., carbamazepine (CBZ) to carbamazepine-
nicotinamide (CBZ-NTC) cocrystal (RODRIGUEZ-HORNEDO et al.,
2006).

PRX has two tautomeric forms at solid state, one is a non-

ionized and the other one is a zwitterionic tautomer (SCHULTHEISS e
NEWMAN, 2009). Exists in three anhydrous polymorphic forms (I, II,
III), being the form I commercialized for pharmaceutical use. In the
presence of water crystallizes, forming a monohydrate that has a yellow
coloration and zwitterionic form (BORDNER et al., 1984, VRECER et
al., 1991; VRECER et al., 2003; SAGANUWAN, 2016).
Many additives are hygroscopic and sorb some level of moisture, but
only certain crystalline materials exhibit deliquescence and have a DRH
above which they equilibrate to form solutions that are saturated with
respect to the deliquescent substance. The present study seeks to
evaluate if piroxicam (PRX) cocrystals formation occurs when cocrystal
components are exposed to different relative humidity (RH), combined
or not with hygroscopic additive, since dissolution of cocrystal reactants
in the sorbed moisture can generate the supersaturation necessary for
nucleation and growth of cocrystals.

6.2. METHODOLOGY
6.2.1. Materials

All chemicals were obtained from Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO) and were of USP grade. All samples were sieved to
collect particle size fractions of 45-63 um and 106-125 pm and were
characterized prior to use by X-ray powder diffraction (XRPD) and
checked with the Cambridge Structural Database (CSD) simulated
XRPD pattern. These fractions were used in preparing samples to study
deliquescence cocrystal formation in bulk samples at constant RH. PVP
K-30 was used as a deliquescent additive and the weight used was 50%.
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Constant RH and temperature were maintained over the course of 30
days to see if the sample reached an equilibrium moisture sorption level.

6.2.2. Methods

6.2.2.1. Bulk samples studies in RH chambers

The effects of storage RH, and the presence of deliquescent
material on the rate of cocrystal formation were studied using binary
mixtures of PRX (I) with saccharin (SAC) or salicylic acid (SLC) and
ternary mixtures adding PVP K-30 (Figure 36). Also, cocrystal
conversion to drug was evaluated using cocrystal samples in the
presence and absence of PVP K-30.

Figure 36. Scheme for bulk samples studies
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In these studies, the cocrystal reactant ratio in the solid phases
was held constant at equimolar concentrations. Desired RH conditions
during storage at 25°C were generated in glass desiccators with
appropriate saturated salt solution: NaCl for 75%, KCl for 85% and
K>SO4 for 98% (O'BRIEN, 1948). An aluminum plate with holes was
suspended above the solution to hold samples, and a 1/8 in thick quartz
glass lid was used to seal the chamber.

Raman spectroscopy was used to monitoring cocrystal
formation and cocrystal stability. A noncontact fiber optic probe was
used to collect Raman spectra trough the quartz chamber lid. Spectra
were collected (24h, 7, 15 and 30 days) over random areas of the
sample. A time course of the change in spectral features was used to
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monitor cocrystal formation trough HoloReact software, from Kaiser
Optical Systems (Ann Arbor, MI). The analysis region for PRX-SAC
systems was ~ 705, 1018, 1404, 1700 cm™ and PRX-SLC was ~ 388,
775, 1005,1405,1470, 1507 cm’!. Samples were promptly analyzed by
XRPD and DSC once removed from the chambers.

6.2.2.2. Slurry studies

Slurry studies for cocrystal screening was carried out according
to methods published earlier (NEHM et al., 2006; RODRIGUEZ-
HORNEDO et al., 2006). Cocrystal reactants were added to aqueous
solution such that stoichiometric reactant concentrations would favor
cocrystal formation. Cocrystal stability was also observed placing
cocrystals into aqueous solution. The slurries suspensions were
magnetic stirred continuously at room temperature (25°C). Raman
spectroscopy was used to monitoring cocrystal formation and cocrystal
stability with a contact probe placed into solution up to 7 days. By the
end of the experiment the slurries samples were dried by vacuum
filtration and promptly analyzed by XRPD and DSC.

6.2.2.3. Raman Spectroscopy

Raman spectra of solid phases were collected with an RXNI1
Raman spectrometer equipped with a 785 nm laser from Kaiser Optical
Systems, Inc. (Ann Arbor, MI). Crystallization in bulk samples was
monitored in situ with a fiber optic noncontact probe. For slurries
studies samples were monitored with a fiber optic contact probe.
Acquisition conditions were optimized so that the spectra collected for
bulk studies had maximum intensity around 30-40k counts. The spectra
collected had a spectral resolution of 4 cm™' and were collected between
100 and 3200 cm’!.

6.2.2.4. Microscopy

Samples were placed into a 96-well plate. Cocrystal and
cocrystal components were added into a buffer pH 5.0. Cocrystal
formation and stability (conversion to drug) were monitored with a

Leica DMi8 inverted microscope.

6.3. RESULTS
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6.3.1. Cocrystallization in bulk samples

As shown in table 7 cocrystal formation was observed for binary
and ternary mixtures in bulk samples. Cocrystals samples did not
convert to drug at the conditions studied.



Table 7. Cocrystallization in bulk samples. Symbols shows cocrystal formation or conversion to drug, where “+” stands for

changes in solid form, and “-*“ is for those nothing happened.

RH 75% RH 85% RH 98%
Samples
24 h day 7 day 15 day 30 24h day 7 day 15 day 30 24h day 7 day 15 day 30
PRX - - - - - - - - - - - -
PRX + SAC + + + + + ++ ++ + + ++ et +
CC PRX-SAC - - - - - - - . - R - R
PRX + SLC - + ++ ++ - + ++ ++ + ++ ++ ++
CCPRX-SLC - - - - - - - - - - - -
PRX + SAC + PVP + ++ + + + + + + ++ + + +
CC PRX-SAC + PVP - - - - - - - - - R - R
PRX + SLC + PVP - - - - - - + + R . 4+ +

CC PRX-SLC +PVP - - - = - - - - -



For binary blends, “PRX+SAC” mixture cocrystal formation
was observed 24h at 75% RH, and cocrystal peaks were more intense
after 7 days, decreasing after at 15 days and stabilizing after 30 days. At
85% RH the Raman peaks were more intense after 7 and 15 days,
indicating that more cocrystals were formed. However, after 30 days,
the peaks of the formed cocrystal had the same intensity as observed
after 24h. At 98% RH cocrystal formation increases as time goes by,
having higher peaks at 15 days that decreases at 30 days (Figure 37). At
all RH is possible observe cocrystal formation by color change. A
comparison between all RH shows that cocrystal formation increases as
RH and days increases. However, cocrystal formation reaches a plateau
that decreases by the end of 30 days. More cocrystal formation was
observed within 15 days at higher RH (98%), as shown in figure 37.

For “PRX + SLC” samples, cocrystal formation was observed
from 7 days on at 75% and 85% RH. At 98% RH cocrystal formation
occurred 24h. Cocrystal formation was observed to be more extensive as
RH increases. Besides, all RH shows an increasing in cocrystal
formation as time goes by, being cocrystals peaks more intense at 30
days. Cocrystal formation is also observed by color change.

Figure 37. Raman Spectra for PRX-SAC cocrystal formation at 98% RH in
bulk sample for binary mixture.

15 days

30 days
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The ternary blend “PRX+SAC+PVP” showed a high cocrystal
peaks intensity at 7 days, after that peaks were higher than 24h and
lower than 7 days at 75% RH. Cocrystal formation was observed at 85%
RH, however cocrystal peaks were very low and a decrease in peak



115

intensity for cocrystals peaks is observed as time goes by. At 98% RH
the higher intensity of cocrystal peaks was at 15. Comparing all RH, at
24h cocrystal peaks was higher at 98% RH, showing a faster cocrystal
formation as RH increases (Figure 39). Color change occurred at all RH,
showing cocrystal formation.

Figure 38. Raman Spectra for PRX-SAC cocrystal formation at all RH in bulk
sample for binary mixture at 15 days.
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Figure 39. Raman Spectra for PRX-SAC cocrystal formation at all RH in bulk
sample for ternary mixture with PVP at 24 h.

RH 98%

RH 75%




116

For “PRX+SLC+PVP” blend a decrease for characteristic drug
peaks occurs at 30 days (dashed arrows Figure 40), however no
cocrystal peaks were observed at 75% RH. At 85% RH cocrystal peaks
are observed only at 15 days and had a very low intensity. Characteristic
drug peaks start to get lower from 7 days on at 98% RH and cocrystal
peaks are also observed. The intensity of cocrystal peaks is equal at 30
days. Color change is also observed.

Figure 40. Raman Spectra for PRX-SLC cocrystal formation at 75% RH in
bulk sample for ternary mixture with PVP at 30 days.
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Figure 41 shows binary and ternary mixtures at 98% RH.The
color change occurs due the conversion of PRX, that is an off-
white/light yellow powder, for PRX H that is yellow. Once cocrystal has
the zwitterionic form, that is prevenient from hydrate form, is possible
to observe this change of color when cocrystal formation is happening.
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Figure 41. Color change for bulk samples at 98% RH.
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6.3.2. Slurry studies

Cocrystal formation was evaluated in water and buffer pH 5.0.
PRX-SAC cocrystal was observed 15 and 5 min after the beginning of
the experiment in water and buffer, respectively. As Figure 42 A shows,
drug peaks (blue dashed circles) have same intensity 15 and 30 min and
are no longer observed in 7 days, while cocrystals peaks (red dashed
arrows) are observed within 7 days, showing cocrystal formation. In
buffer after 5 min is possible to note cocrystal formation by the same
Raman spectra for sample and pattern (Figure 42 B).

Raman spectra for PRX-SLC cocrystal screening in water
(Figure 43 A) doesn’t show cocrystal characteristic peaks, however, at
the region of 1200 — 1650 cm! is possible observe PRX hydrate (PRX
H) formation (blue dashed arrow) after 1h and a decrease in
characteristic anhydrous peaks (blue dashed circles) between 30 min and
1h, that are no longer observed at 7 days. In buffer (Figure 43 B), PRX
H (blue dashed arrow) and cocrystal characteristic peaks (red dashed
arrows) are observed at the region ~ 1003,1408, 1470-1510 cm" after 5
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min that increases as time goes by, while anhydrous drug peaks decrease
(blue dashed circles) and are no longer observed at 7 days.

Figure 42. Raman spectra for PRX-SAC cocrystal screening by slurry in (A)
water and (B) buffer pH 5.0. Final pH is 2.5 and 2.8, respectively.
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Figure 43. Raman spectra for PRX-SLC cocrystal screening by slurry in (A)
water and (B) buffer pH 5.0. Final pH is 3.3 and 4.5, respectively.
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Cocrystal stability was also evaluated at the same conditions
used for cocrystal screening. Conversion to drug was analyzed and
PRX-SAC does not convert completely to drug in water. Raman spectra
show only a few polymorphic drug peaks that increases at 7 days, but
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the sample spectra are pretty the same as the cocrystal spectra (Figure 44
A). But as shown in Figure 44 B at pH 5.0 is possible observing
conversion to drug 5 min after the beginning of the experiment
characterized by hydrate formation (blue circle), anhydrous peaks (blue
arrows), a decrease (red arrows) and absence of characteristic cocrystal
peaks (red circle).

Figure 44. Raman spectra for PRX-SAC cocrystal conversion in (A) water and
(B) buffer pH 5.0. Final pH is 2.4 and 3.6, respectively.
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Raman spectra for PRX-SLC cocrystal conversion in water
shows polymorphic drug peaks, however, these peaks decrease at 7
days, as can be observed in Figure 45 A. The same profile is observed in
pH 5.0 (Figure 45 B), but drug peaks are more intense at 7 days. Both
conditions showed that cocrystal does not convert completely.

Figure 45. Raman spectra for PRX-SLC cocrystal conversion in (A) water and
(B) buffer pH 5.0. Final pH is 2.7 and 4.6, respectively.
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Microscopy studies for PRX-SLC cocrystal formation and
conversion in buffer pH 5.0 are shown in Figure 46 (A). These studies
shown that cocrystal formation start very fast (10 seconds) and increase
as the cocrystal components are consumed. First the unstable form, that
has a needle form, is formed and then transforms to the second and
stable form that is a crystalline cubic form. Cocrystal conversion to drug
is showed in Figure 46 (B). After 15 min is possible see conversion is
happening, however cocrystal is the predominant form. At 24h drug is
the major form observed. For PRX-SAC cocrystal formation and
conversion to drug is also observed, however, at the conditions studied,
the growth of crystals is slower than for PRX-SLC (data no shown).

Figure 46. Microscopy studies for PRX-SLC (A) cocrystal formation and (B)
cocrystal conversion to drug.

6.4. DISCUSSION

The results found shown cocrystal formation by interaction with
water for binary and ternary mixtures, even with an API that readily
form hydrate during storage or by slurry conversion in water. Previous
studies have shown cocrystal formation by moisture sorption of solid
mixtures containing cocrystal reactants (JAYASANKAR et al., 2007).
They are formed by a similar mechanism of reaction crystallization. The
mechanism involves: moisture uptake, dissolution, cocrystal nucleation
and growth. Amorphous polymers such as polyvinylpyrrolidone (PVP)
has also been shown to form cocrystal (GOOD et al., 2011). PVP sorbs
moisture across a wide range of RH conditions. The underlying
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mechanism for this process is the increased mobility of water and PVP
leading to more effective dissolution of components and higher
supersaturation with respect to cocrystal.

For PRX-SAC cocrystals the increase in RH resulted in a more
extensive cocrystal formation. However, only after 15 days was possible
to observe higher peaks at higher RH (98%). The presence of
deliquescent component resulted in a faster and more extensive
cocrystal formation. At 24h at higher RH (98%) cocrystal peaks of
ternary mixtures were higher than those from binary mixtures. But at 7
days samples with PVP at lower RH (75%) showed a higher cocrystal
peak, while for 85% and 98% cocrystal peaks decreases. For PRX-SLC
cocrystals, the increase in RH showed a faster cocrystal formation. At
24h at higher RH (98%) cocrystal formation is observed while at 85 and
75% RH cocrystal formation occurs only after 7 days. For ternary
mixture with PVP is possible observe a faster cocrystal formation as RH
increases. At lower RH (75%) cocrystal formation is observed only at
30 days, while at 98% occurs at 7 days. Also, a more extensive cocrystal
formation can be observed by the presence of higher peaks intensity.
Comparing with binary mixtures, the presence of deliquescent resulted
in a more extensive, but not faster cocrystal formation. Peaks were
higher at higher RH (98%), but cocrystal formation is observed after 7
days, while for binary mixtures were at 24h. Figure 47 shows a
simplified diagram with the bulk samples results.

Figure 47. Diagram for bulk samples results.
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The ability of a deliquescent material to generate cocrystals
depends on its potency for moisture uptake and on its ability to modify
the mode and rate of nucleation. Generally, one expects the amount of
moisture uptake to control the transformation rate based on it is
temporal and spatial distribution. Low levels of deliquescent additive
and low moisture uptake will have the effect of reducing the regions of
deliquescence. Consequently, small domains of supersaturation can
develop in a liquid phase that is not uniformly distributed throughout the
sample leading to isolated regions of cocrystal formation. In this case
high supersaturations are initially achieved and transformation rate to
cocrystal is initially fast, but the rate will slow or even level off before
extensive conversion. This mechanism explains the cocrystal formation
for both systems at lower RH 75%.

High levels of moisture sorption allow for greater exposure of
reactants to the crystallization medium and to larger extent of cocrystal
formation during initial time period, provided the kinetics and
distribution of moisture sorption maintain adequate supersaturation for
cocrystal formation. At higher RH (98%) this behavior is observed, and
a faster and more extensive conversion occurs.

These results indicate that for low RH the transformation is
occurring at relatively low moisture uptakes where solute transport tends
to be limited to small domains of liquid phase. When high amounts of
moisture uptake lead to low supersaturation, saturation, or
undersaturation with respect to cocrystal, consequently slow, prevent, or
reverse the transformation to cocrystal. High moisture uptake levels are
associated with the hygroscopic nature of the blend components, the
amount of hygroscopic or deliquescent additive, and high RH values
above DRH. SLC is hygroscopic, while SAC is not. This can explain the
decreases of PRX-SAC cocrystals peaks for ternary mixtures at 85%
and 98% RH.

The cocrystal formation observed during storage at RH studied
indicates that cocrystal nucleation and growth rates were faster than the
rate of hydrate formation under the conditions here evaluated. The
stability of cocrystal is also confirmed by the lack of transformation to
single components or hydrates thereof.

Cocrystal formation during deliquescence is also dependent on
the properties of cocrystal reactants, cocrystal, and solution chemistry.
Reactant properties that increase solution concentrations in the sorbed
moisture such as dissolution rate and solubility are expected to increase
the rate of transformation to cocrystal as shown by the PRX-SAC
cocrystal formation rate relative to PRX-SLC.
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Slurries studies shown that slurring the reactants in aqueous
solutions can form piroxicam cocrystals with SAC and SLC. However,
at higher water contents, or lower solubility advantage, lower
supersaturation levels will lead to slower cocrystal formation, as
observed for PRX-SAC and PRX-SLC cocrystals. At even higher water
content, the cocrystal can transform to drug. However, in buffer pH 5.0,
here cocrystal solubility advantage is higher, cocrystal formation occurs
faster than in water. When cocrystal solubility is higher than the drug
solubility and solution concentrations of reactants reach values below
the transition point, cocrystal can transform to single component crystal
or hydrate of reactant. Both system studies are more soluble than pure
drug, and even they can convert to drug in water they can be formed in
water at high concentrations of coformer relative to drug. The highly
soluble cocrystal requires a higher coformer concentration to generate
supersaturation with respect to cocrystal at stoichiometric conditions.

6.5. CONCLUSION

This work demonstrates that moisture sorption can lead to the
formation of cocrystal in physical mixtures. The presence of PVP
contributes to the formation of cocrystal. Piroxicam hydrate was not
observed under the conditions studied. Cocrystal solubility dependence
on aqueous solution composition and chemistry are good predictors of
cocrystal formation and stability during deliquescence. Also, these
findings have an important implication to design formulation, the
selection of additives and predict conditions that will preserve
cocrystals.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalhou buscou compreender a influéncia do pH na
solubilidade dos cocristais de piroxicam, bem como a solubiliza¢do dos
cocristais por agentes fisiologicamente relevantes baseado no equilibrio
que descreve as interagdes dos constituintes do cocristal em solugéo.
Modelos matematicos que consideram as constantes de equilibrio
relevantes para o cocristal, farmaco e coformador foram derivados
visando prever a solubilidade do cocristal em meio aquoso ¢ em FeSSIF
a partir do K, medido em tampao aquoso, ionizagdo (K,) e solubilizagéo
micelar (Ks) dos componentes do cocristal em diferentes valores de pH.
Estes modelos possibilitaram a predigdo da solubilidade do cocristal
(Scocristal) nos meios avaliados, bem como a razdo de solubilizagdo
(SRcocrista) em FeSSIF a partir do conhecimento da solubilizagdo do
farmaco. Os modelos utilizados apresentaram um excelente poder
preditivo visto que os valores encontrados experimentalmente estavam
de acordo com os preditos.

Os resultados aqui obtidos demonstram que o pH se apresenta
como uma variavel determinante na obten¢do da solubilidade do
cocristal e das condicdes de solucdo onde o cocristal é
termodinamicamente estavel. Os cocristais foram mais soliveis do que o
farmaco, ¢ a medida que o pH aumenta esta vantagem na solubilidade
torna-se mais pronunciada. Quando avaliados em meio biorrelevante, os
cocristais apresentaram uma menor vantagem na solubilidade
(Scocristal/Starmaco) €m FeSSIF quando comparado com tampao aquoso.
No entanto, cocristais que apresentam uma alta SA podem ter seu
potencial para melhorar a dissolu¢do abdicado, enquanto cocristais que
apresentam uma menor SA podem ser capazes de alcangar uma maior
Cmax em relacdo ao farmaco. Ainda, o indice de supersaturacdo
demonstrou ser um valioso indicador do risco de conversdo do cocristal
para o farmaco.

Uma compreensdo completa dos mecanismos de solubilidade e
dissolugdo dos cocristais ndo s6 ajuda no desenvolvimento da
formulag¢do, mas também fornece uma melhor perspectiva da absor¢do
oral de farmacos a partir dos solidos cocristalinos. Além disso, embora
seja esperado que ndo aja alteracdo na permeabilidade de um farmaco
disponibilizado como cocristal a presenca do coformador pode
influenciar, sendo necessario uma maior compreensdo. Assim, a
realizagdo de trabalhos adicionais se faz necessaria a fim de
compreender plenamente o potencial destes cocristais de melhorar a
absor¢do oral e biodisponibilidade dos farmacos.
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APENDICE

Derivagdo das equagoes de predicdo da solubilidade do farmaco e
cocristais em meio aquoso

O equilibrio quimico de um cocristal em solugéo ¢é descrito pelo
produto de solubilidade (Ksp). Se o cocristal apresenta um ou mais
componentes ionizaveis, o equilibrio acido ou base também deve ser
levado em consideracdo (NEHM et al., 2006). Desta forma, para avaliar
a termodinamica do processo e determinar a solubilidade dos cocristais
por meio de equacdes de predigdo, é preciso descrever as reagdes de
equilibrio quimico envolvidas.

Assim, para um cocristal de firmaco zwiterionico "ABH'HA de
estequiometria 1:1, onde "ABH™ ¢é o farmaco ¢ HA o coformador acido
monoprotico, as reagdes de equilibrio podem ser ilustradas conforme a
figura 1.

Figura 1. Equilibrio quimico para o cocristal " ABH"HA, onde "ABH" representa
um farmaco zwiteriénico e HA representa um coformador dcido monoproético.

HABH*

K

al farmaco

K

sp
"‘ABH*HA solido €—— -ABH+squcﬁo + HAsolucﬁo

K K

a2 farmaco A coformador

‘AB+ H* H* +A-

Para prever a solubilidade dos cocristais, tendo como base os
conceitos de equilibrio quimico em solug¢do, o primeiro efeito a ser
considerado ¢ a dissociacdo do cocristal seguido da ionizacdo dos seus
componentes, conforme o pKa de cada espécie. Desta maneira, a
dissociacdo do cocristal descrita pelo K, foi primeiramente considerada
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conforme a equagdo 1, e, posteriormente, a ioniza¢do do farmaco e do
coformador.

Ksp = [TABH™] [HA] (1

Por apresentar um comportamento de ionizagdo do tipo
zwiteridnico as reagdes de equilibrio do PRX podem ser representadas
por:

HABH* = -“ABH*+H*= -“AB+H* 2)

Resultando em trés espécies diferentes que estabelecem o
equilibrio, sendo elas: neutra ((ABH"); ionizada, correspondente ao
pKal (HABH"); ionizada, correspondente ao pKa2 ("AB). Desse modo,
as constantes de ionizac¢do acida (K,) associadas ao equilibrio quimico
do PRX sdo:

--ABH* _ [TABHTIH'] _ [TABHTI[H"]

Ko 2% =—fm — [(HABHY]= BN 3)
- -ABH*® _ [ TABI[HT] _ K, ABHTABHY)

K A% = 2~ [AB] = 4)

A concentragdo total do PRX pode ser obtida a partir da soma
das concentragdes de todas as espécies em solugdo, conforme a equagéo

)

[PRX]r = [~ABH*]+ [HABH*]+ [-AB]

(%)
Assim, substituindo as equac¢des (3) e (4) na equagdo (5):
. H*] , Kya-
Serx,T = 5o (.1+[E\T1'+F) (6)

onde Sy refere-se a solubilidade do farmaco ndo ionizado.
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Para um coformador acido monoprético (HA), que é o caso de
ambos os coformadores utilizados neste trabalho SLC e SAC, a
ionizagdo é descrita por:

HA= A"+ H* 0
Onde a constante de ionizagdo acida ¢ dada por:

- [H‘:[A_: - [HA:KJ {iA
Ke=Tga ~ 1= ®

A concentragdo total de coformador é dada pela soma das
concentragdes das espécies ionizadas e nio ionizadas em solugdo, sendo:

[Alr = [HA] + [A7] ©)

Desta forma, substituindo a equacdo (9) pela equagdo (8) temos:

Eizg)

[HA]r = [HA] (1 + =3

(10)

Considerando que para um cocristal de razdo molar 1:1 a sua
solubilidade ¢ igual a concentragdo total de cada constituinte em
solugdo, obtemos a equacao:

scocristalfl:l: = [PR-\.]T = [HA]T (11)

Assim, a equagdo final de solubilidade do cocristal 1:1 de PRX
com coformador monoprético ( ~TABH*HA) ¢ dada por:

[

/ . ro TABH®Y o HAY

Sec = !IKSP 1+ xaE‘H’“""-’ * Em[:sr: )(1+55)
v

(12)

Por meio da equacdo (12) ¢ possivel prever o aumento da
solubilidade dos cocristais com o aumento do pH (diminuig¢do da [H*]) e
sua dependéncia dos valores de Ky, ¢ pKa do coformador. Desta
maneira, ao se obter o valor de K, é possivel calcular a solubilidade do
cocristal em qualquer pH, assim como, ao se obter a solubilidade do
cocristal em um determinado pH, o K, pode ser entdo calculado. A
medida que as espécies HA se ionizam, de acordo com seus valores de
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pKa, mais cocristal se dissolve afim de manter o equilibrio de
dissociagao.

Derivagcdo das equagées de predicdo da solubilidade do farmaco e
cocristais em meio micelar

Visando simplificar o desenvolvimento dos modelos
matematicos de solubiliza¢do micelar, a complexagdo dos componentes
do cocristal em solugdo ¢ desconsiderada assumindo-se que a mesma
seja insignificante. Assim, o equilibrio quimico para um farmaco
zwiteridnico em solu¢do micelar e suas respectivas constantes ¢ dado
por:

“ABHt+ M= “ABH™m (13)

- —ABHT _ [TABH']y

Ks T [ABH®]yq[M] (14)

HABH*+M = HABH*,, (15)

HABH® _ _[HABHTm

Ks [HABH*],4[M] (16)

“AB+ M= -AB_ (17)

K 4B = — _[TABIm 18
[~AB]4g[M] (18)

Considerando o equilibrio quimico em meio aquoso para 0 PRX
(equagdo 2) somado ao equilibrio quimico em meio micelar descrito
pelas equagdes (13), (15), (17), a concentragdo total do PRX em meio
micelar pode ser dada a partir da soma de todas as espécies em solugdo:

[FR¥]; =[ ABH'],, +[HABH'],, +[ AB].,+[ ABH'], +[HABH'], +[ AB],

Desta forma ao substituir as constantes (3), (4), (14), (16) e (18)
nas respectivas espécies, obtém-se a equagdo de solubilizagdo micelar
total do PRX:

H'| H'|
c:m =, |1 + + w L 4K, "‘“”'[M] + K:u.\uu JL

oMK, Eﬁ[m]} (19)
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O equilibrio quimico e as constantes associadas para um
coformador acido monoprotico (HA) em meio micelar por ser descrito
por:

HA+ M= HA,

(20)

KEA= [B8m gy = KEAHA], [M] 21
S 7 [HALGM] i

“A+M=2 -4, (22)

K‘:‘_ = ﬁ = ["Al, = K‘,?_ [ -A]aq [M] (23)

Considerando o equilibrio quimico em meio aquoso para o
coformador (equagdo 7) somado ao equilibrio quimico em meio micelar
descrito pelas equagdes (20) e (22) a concentragdo total do coformador
em meio micelar pode ser dada a partir da soma de todas as espécies em
solugdo:

SHA.T = [HA]aq+ [A_]aq + [HA]m + [A-]m

Assim, ao substituir as constantes (8), (21) e (23) nas
respectivas espécies, a equacdo de solubilizacdo micelar total do
coformador ¢ dada por:

Suat = [HALg (1+ ;o2 +KER [M)) (24)

Para um cocristal de farmaco zwiteribnico "ABH'HA de
estequiometria 1:1, onde "ABH" ¢é o farmaco ¢ HA o coformador acido
monoprotico, as reagdes de equilibrio quimico em meio micelar podem
ser ilustradas conforme a figura 2.
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Figura 48. Equilibrio quimico micelar para o cocristal "ABH"HA, onde "ABH"
representa um farmaco zwiteridnico e HA representa um coformador acido
mnoprotico.

HABH+micela
KS HABH+
HABH* _
ABH+miccla
Knlf.‘mnaco
KS.-AB!F

Ksp
-‘ABH'HA s6lido (—E -ABH+so|u¢§0 i HAsqucio

Ky firmac
a2 firmaco K,\ coformador

"AB + H* H* +°A

K AB KsA

micela

Deste modo, considerando a metodologia apresentada para
derivar as equagdes em meio aquoso somado ao equilibrio quimico das
espécies em meio micelar, a equagdo final de solubilidade
estequiométrica do cocristal 1:1 de PRX com coformador monoproético
( “ABH*HA) em meio micelar ¢ dada por:

° =
e =
]

] K ABH !
Ka. AEH! [HY]

Ik |
Ky l1+
v

+K, T a |:1 + :"J’iﬁ» k! M) )
[HY]aq (25)
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onde Ky é o produto da solubilidade do cocristal, K representa as
constantes de solubiliza¢@o micelar dos constituintes do cocristal e [M]
¢ a concentracdo de agente solubilizante. Para o caso de um surfactante
micelar, [M] é a concentracdo total de surfactante menos a concentragdo
micelar critica (CMC). K, representa a constante de dissociacdo do
farmaco e do coformador.
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